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INTRODUCTION

I. Les archées
1. Troisieme domaine du vivant

Dans les années 1970, les études menées par George Fox et Carl Woese, s’appuyant
sur la comparaison de caractéristiques moléculaires afin de classifier I'ensemble des
organismes vivants, ont bouleversé les notions fondamentales de la microbiologie moderne.
En effet, les archées présentent une organisation cellulaire similaire a celle des bactéries et
ont donc été, de ce fait, longtemps considérées comme des bactéries. Cependant, des études
ont permis de distinguer deux ensembles distincts au sein des procaryotes. Cette classification
est fondée sur I’étude de I’ARNr de la petite sous-unité (ARNr PSU) du ribosome (16S ou 18S)
(Woese et al., 1975), un organite universellement présent chez tous les organismes vivants
chez lesquels il occupe la méme fonction : la traduction de L’ARNm en protéine (Woese et Fox,
1977). Le premier groupe de procaryotes, les eubactéries, regroupait alors la plupart des
bactéries " classiques ". Le second groupe était composé de procaryotes anaérobies stricts
capables de produire du méthane comme déchet de leur métabolisme (méthanogenése). A
cause de leur métabolisme singulier, supposé étre trés primitif sur la base de modeles de la
composition de I'atmosphére terrestre ancienne (3-4 milliards d’années) et donc
potentiellement présent chez les premiéres formes de vie, Woese et Fox baptisérent ce
groupe Archaebacteria. Le monde vivant fut alors divisé en trois domaines : les Eubacteria, les

Eucarya et les Archaebacteria.

Dés le début, Woese pressentait que les méthanogenes n’étaient pas des bactéries
"classiques " car ils présentaient des caracteres singuliers comme, entre autres, une
membrane constituée de lipides atypiques, avec du glycerol-1-phosphate, une liaison éther
tres stable et des chaines d’isoprénoides au lieu du glycerol-3-phosphate, une liaison ester et
des chaines d’acides gras (Figure 1) (Woese et al., 1978).
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membrane cytoplasmique
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Il poursuivit ses recherches sur ces " bactéries " et il put enrichir ce groupe de nouvelles
lignées puis publier les premiers arbres universels racinés. Les trois domaines devinrent
Bacteria, Eucarya, et Archaea (Woese et al., 1990). Dans ces premiers arbres seuls deux phyla
d’archées figuraient, ceux des Euryarcheota et des Crenarcheota (Woese et al. 1990). Depuis
la situation a bien changé. La figure 2 représente un arbre beaucoup plus diversifié que I'arbre
universel présenté initialement par Woese en particulier grace a I'utilisation actuelle des

méthodes de métagénomique (Castelle et Banfield, 2018), qui ont permis la découverte de

nombreuses archées et bactéries affiliées a de nouveaux taxons.
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Figure 2. Arbre phylogénétique des trois domaines du vivant.

L’échelle indique le nombre de substitution par site. A. Cet arbre dérive de celui proposé par
Hug et al. en 2016, dans lequel ont été rajoutées chez les archées de nouvelles séquences



provenant du superphylum DPANN (Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota,Nano-
archaeota, Nanohaloarchaeota, ...). Cet arbre est basé sur la comparaison des séquences
concaténées de 14 protéines ribosomiques. TACK: Thaumarchaeota, Aigarchaeota,
Crenarchaeota, Korarchaeota ... . Le  superphylum  Asgard (Geidararchaeota,
Heimdallarcheota, Helarchaeota, Lokiarchaeota, Odinarchaeota et Thorarcheota) comprend
des archées isolées principalement de sédiments profonds prés d’évents hydrothermaux
(MaclLeod et al., 2019 ; Baker et al. ; 2020 ; Cai et al., 2020). CPR (candidate phyla radiation)
représente un superphylum bactérien, récemment découvert, de bactéries non cultivables, le
plus souvent symbiotiques et présentant un génome réduit (environ 1 Mb) (Brown et al. 2015 ;
Méheust et al., 2019). B. Reconstruction de I'arbre comprenant uniquement les séquences
d’archées. L'arbre montre |'organisation du superphylum DPANN. Castelle et Banfield, 2018.

Au cours des deux dernieres décennies, les études sur les génomes d’archées n’ont
cessé de s’amplifier et, en 2016, 1062 séquences de génomes d’archées ont été publiées dans
les bases de données NCBI et 480 especes d’archées ont été décrites (Figure 3). Fin 2019, le
nombre de génomes d’archées dans la base de données GOLD s’élévait a 2855
(https://gold.jgi.doe.gov/).
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Figure 3. Nombre de séquences de génomes et d’especes d’archées décrites au cours de la
période 1997-2016.
Le tracé et I’histogramme orange indiquent respectivement le nombre annuel et cumulatif de
séquences de génomes d’archées publiées dans les bases de données NCBI. Le tracé et
I’histogramme bleu indiquent respectivement le nombre annuel et cumulatif d’espéces
d’archées décrites (http://www.bacterio.net/). Adam et al., 2017.

2.Habitats

Les archées ont d’abord été retrouvées dans des environnements hostiles a la vie ou
les conditions physico-chimiques sont considérées comme extrémes, c’est-a-dire ou la survie
de nombreuses espéces se trouverait menacée, et ont été surnommées, de ce fait,

" extrémophiles " (Cavicchioli, 2011). Les premieres études ont d’ailleurs semblé les limiter a
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ces environnements ol sont enregistrées des températures extrémes, des pressions
exceptionnelles, une forte acidité ou au contraire une hyper alcalinité, une grande salinité
(jusqu’a une concentration saturante en NaCl) ou encore des conditions d’anaérobiose ou de
radiations (ionisantes ou UV). Bien gu’hostiles a la vie, ces environnements sont colonisés
respectivement par des archées hyperthermophiles, psychrophiles (température inférieure a
15 °C), piézophiles (pression supérieure a 10 MPa), acidophiles extrémes, alcalophiles
extrémes, halophiles extrémes, méthanogenes et radiophiles (Rotschild et Mancinelli ; 2001 ;
Cavicchioli, 2002 ; Chaban et al., 2006 ; Canganella et Wiegel, 2011 ; Coker, 2019) (Tableau 1).

Tableau 1. Classification et exemples d’archées extrémophiles

N . Organismes
Parametres Conditions . Exemples
extremophiles
Oxygene anaérobiose strict Méthanogénes Methanocaldococcus jannaschii, Methanopyrus kandleri
H pH < 2 Acidophiles Picrophilus oshimae, Picrophilus torridus
p
pH>9 Alcalophiles Natronobacterium gregoryi, Natrialba magadi
Pression > 10 MPa Piezophiles Pyrococcus horikoshii , Pyrococcus yayanosii
Radiations Radiophiles Habobacterium sp. NRC-1
Salinité > 2,5 M Nacl Halophiles extremes Halobacterium salinarum, Haloquadratum walsbyi
> 80°C Hyperthermophiles ~ Methanopyrus kandlerii, Pyrolobus fumarii
Température
< 15°C Psychrophiles Methanococcoides burtonii

La plupart du temps, ces archées sont des polyextrémophiles comme par exemple
certaines especes d’Acidianus et de Sulfolobus de la famille des Sulfolobaceae qui sont des
acidophiles extrémes et des hyperthermophiles (Stetter, 1996). La majorité des micro-
organismes piézophiles isolés dans les profondeurs océaniques sont également psychrophiles
(Margesin et Nogi, 2004).

Ce constat a conduit a populariser I'idée selon laquelle les archées sont des organismes
restreints aux environnements extrémes. Cependant le développement d’outils moléculaires
permettant de s’affranchir de I'étape de culture et d’isolement, souvent critique pour la
majorité des archées, a permis de mettre en évidence, dans les années 1990, la présence
d’archées dans de nombreux milieux (DeLong, 1998). La diversité des micro-organismes d’un
écosystéme est ainsi étudiée en se basant sur des techniques de métagénomique via le
séquencage de I’ADN codant les ARNr PSU. Ces techniques ont permis de retrouver des
archées dans les eaux lacustres, dans les sols, au sein des plantes, des ciliés, de certaines
denrées alimentaires et méme dans les riziéres, les tourbieres et les réservoirs de pétrole
(Chaban et al, 2006 ; Dridi et al; 2011). Des archées sont également présentes chez les

eucaryotes, comme dans le rumen des ruminants, sur la peau, dans la sphére ORL et le tube



digestif de nombreuses espéeces (homme, arthropodes, ... ) (Moissl-Eichinger et al., 2018).
L'archéome humain, composante archéenne du microbiome humain, est trés spécifique
suivant le site d’isolement. Au niveau du nez et du tractus gastrointestinal on retrouve
principalement des méthanogenes (ordre des Methanobacteriales et des
Methanomassiliicoccales (Gaci et al.,, 2014). Au niveau des poumons et des lavages
bronchoalvéolaires, ce sont les archées du superphylum DPANN (Figure 2B, page 2) qui
prédominent largement (Woesearcheota et des archées non identifiées du superphylum
DPANN). Quant au niveau de la peau, ce sont majoritairement des Aenigmarcheota (DPANN)

et des Thaumarcheota (Koskinen et al., 2017) (Figure 2, page 2).

A ce jour aucune archée pathogéne stricte n’a été découverte ou décrite. Cependant,
de nombreuses archées (Moissl-Eichinger et al., 2018) sont systématiquement retrouvées
associées a certaines pathologies (Gaci et al., 2014 ; Lazar et al ; 2018), telles que I'allergie,

I'obésité, les maladies parodontales ou les maladies inflammatoires de I'intestin.

Il. Milieux hypersalins et organismes halophiles

1. Milieux hypersalins

Dans de nombreux environnements, les archées prédominent en termes de biomasse.
C’est le cas notamment des eaux de surface en Antarctique ol elles représentent 34 % de la
masse procaryotique (DelLong et al.,, 1994) et des milieux hypersalins : milieux dont la
concentration en NaCl est comprise entre 35 g.L! soit 0,6 M (eau de mer) et 350 g.L soit 6,0
M (limite de solubilité du NaCl). Les environnements hypersalins, qu’ils soient d’origine
naturelle (lacs salés, mers intérieures, mines de sels, sols) ou d’origine anthropique (marais
salants cotiers, salines), sont trés répandus sur notre planéte (Oren, 2006a). Nous pouvons
distinguer 2 catégories de milieux hypersalins : les environnements thalassohalins et les

environnements athalassohalins.

1.1. Environnements thalassohalins

IIs ont pour origine I'’eau de mer et présentent donc une composition ionique avec des
proportions d’anions et de cations similaires mais avec une prédominance des ions Na* et CI".
Lors de I’évaporation de I'eau de mer, des modifications de la composition ionique sont
observées en raison de la précipitation de gypse (CaSQa, 2H,0) et d’autres minéraux ayant
atteints leur seuil de solubilité. Le pH de ces environnements est neutre a légerement alcalin,
entre 7 et 8 (Oren, 2006a). lls présentent souvent une coloration rose-rouge car ils abritent
un grand nombre de micro-organismes halophiles contenant des pigments (Oren, 2002a). Les
milieux thalassohalins (Figure 4) peuvent étre d’origine naturelle : lacs intérieurs, comme le
Grand Lac Salé a I'ouest des Etats-Unis dans I’'Utah, des lagunes cotieres comme la lagune de

Madre entre le Texas et le Mexique, des bassins sous-marins profonds comme le bassin Orca
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dans le golfe du Mexique, des sebkas (bassins a forte salinité occupant le fond d’une
dépression et plus ou moins séparé d’un milieu marin, dans des régions arides) comme la

sebkha d’Ezzemoul en Algérie.

IIs peuvent étre également d’origine anthropique, c’est le cas des marais salants (ou
salines) (Figure 4) qui sont constitués d’une série de bassins alimentés en eau de mer ou le
NaCl est progressivement concentré jusqu’a sa précipitation en sel, qui est récolté et
commercialisé. A titre d’exemple on peut citer la saline de Sfax en Tunisie et les marais salants

a Guérande en France (Figure 5).
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Figure 4. Localisation des environnements hypersalins : thalassohalins (') athalassohalins (O).
(@) Milieux thalassohalins : (1) Grand Lac Salé (Utah, USA); (2) Lagune Ojo de Liebre
(Mexique) ; (3) Lagune Madre (Texas, USA) ; (4) Bassin Orca (Golfe du Mexique) ; (5) Lac Vanda
(Antarctique) ; (6) Vallée de Alto Vinalopd, saline d’Alicante (Espagne) ; (7) Marais salants de
Salin-de-Giraud (France) ; (8) Mer d’Azov (Ukraine) ; (9) Sebkha d’Ezzemoul (Algérie) ; (10)
Saline de Sfax, Chott El-Jérid, (Tunisie); (11) Bassin Ras Mohammad (Egypte); (12) Golfe
Persique (lran); (13) Mer Rouge (Entre I’Afrique et le Moyen-Orient); (14) Baie Shark
(Australie) et (15) Golfe Spencer, (Australie).

(O)Milieux athalassohalins : (1) Vallée de la mort (Californie, USA) ; (2) Lac Mono, lac Searles,
et lac Big Soda (Ouest des USA) ; (3) Lac Texcoco (Mexique) ; (4) Salar d’Uyuni (Bolivie) ; (5)
Salar d’Atacama (Chili) ; (6) Ouadi Natroun (Egypte) ; (7) Mer Morte (entre Israél, Jordanie et
Palestine) ; (8) Mer Caspienne (Asie occidentale et Russie) ; (9) Lac Natron (Tanzanie) ; (10),
Lac Magadi (Kenya) et (11) Lac Eyre (Australie).



Figure 5. Marais salants de Guérande, France.
https://www.labaule-guerande.com/les-celebres-marais-salants-de-guerande.html

1.2. Environnements athalassohalins

Ils ont une composition ionique différente de celle de I’eau de mer car ils sont formés
par I’évaporation des eaux de ruissellement ou d’eau de pluie sur des évaporites qui sont des
environnements fossiles hypersalés (Oren, 2002a). C’est le cas des lacs alcalins caractérisés
par I’absence des cations Ca?* et Mg?* mais qui sont riches en ions CO3? et HCO3™ (Oren, 2006a)
comme par exemple le lac Eyre en Australie ou le lac Magadi au Kenya (Figure 4). L'exemple
le plus connu de milieu athalassohalin est la Mer Morte (Figure 6), localisée entre Israél, la
Jordanie et la Palestine. Cette derniére présente une concentration en sels de 340 g.L'! et un
pH faiblement acide compris entre 5,8 et 6 (Oren 2006a, Oren, 2010a). Les eaux de la Mer
Morte sont riches en cations Ca?* (17,6 g.L'!) et Mg?* (44 g.L'!) mais pauvres en K* (7,6 g.L).
Les anions CI"(223 g.L'?) et Br'(6,3 g.L'!) y sont trés largement majoritaires (Oren 2006a et Oren
2010a).

Figure 6. Mer morte, entre Israél, la Jordanie et la Palestine.
http://www.mer-morte.info/origines-mer-morte.html



2. Organismes halophiles

Les organismes halophiles, qui ont besoin de sels pour leur croissance, sont classés
selon leur degré de dépendance en sels, de légers a extrémes. Certains organismes ne sont
pas halophiles mais halotolérants, ils sont cependant capables de se développer et/ou de
tolérer des concentrations en sels assez élevées (DasSarma et DasSarma, 2017) (Figure 7).

halophiles
légers modérés
halotolérants
| ' | ' I ' | ' | ' e
0 1 2 3 4 5

Concentration en sels (M)

Figure 7. Classification des organismes suivant la concentration en sels du milieu.

Ces milieux hypersalins sont colonisés par des organismes dits halophiles, que nous

retrouvons parmi les trois domaines du vivant (Figure 8).
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Figure 8. Arbre phylogénétique basé sur les séquences de la petite sous-unité ribosomique
16S et 18S.
Les groupes incluant des organismes halophiles sont encadrés en bleu. D’aprés Oren 2008.



2.1. Eucaryotes halophiles

Dans le domaine des Eucarya, les organismes halophiles sont relativement rares. La
plupart des eucaryotes halophiles sont des halophiles modérés ou halotolérants, mais
guelgues espéeces halophiles extrémes ont été identifiées (DasSarma et DasSarma, 2017),
comme des champignons, des protistes et des algues qui nécessitent de fortes concentrations
en sels pour vivre. Par exemple, Debaryomyces hansenii est une levure poussant en condition
d’anaérobiose dans des salinités pouvant atteindre 263 g.L™* NaCl (Gunde-Cimerman et al.,
2009). C’est également le cas du champignon Trimmatostroma salinum et de la levure noire
Hortaea werneckii (Gunde-Cimerman et al., 2000) qui nécessitent des concentrations en sel
élevées pouvant aller presque jusqu’a la saturation (300 g.L NaCl). La plupart des algues
vertes halophiles sont des halophiles modérés ou halotolérants, comme Dunaliella viridis,
Dunaliella parva ou Asteromonas gracilis. Seule Dunaliella salina est une espéce halophile
extréme qui produit a des salinités élevées de grandes quantités d’un pigment d’intérét, le -
caroténe (DasSarma et DasSarma, 2017). De plus, cette algue planctonique peut se trouver,
dans le Grand Lac Salé aux USA, a de trés fortes concentrations pouvant aller jusqu’a 10000
cellules par mL (Oren, 2014). On retrouve également, dans les milieux hypersalins, des
diatomées, telles que Amphora coffeaformis, généralement a des concentrations en sels aux
environs de 120 g.L!, mais elles sont rarement abondantes (DasSarma et DasSarma, 2017).
Des eucaryotes pluricellulaires ont également été retrouvés dans des environnements
hypersalins modérés tels que des crustacés (Artemia franciscana et Artemia salina), des
poissons Tilapia, des mouches comme Ephydra hians et Ephydra gracilis, des rotiferes
(Bracionus angularis), des vers plats (Macrostomum spp.), des copépodes (Robertsonia salsa)
et des ostracodes (Cyprideis torosa). Des plantes telles que Atriplex halimus (ficoide glaciale)
et Mesembryanthemum crystallinum (arroche maritime) et des especes de palétuviers dans
les mangroves du genre Laguncularia peuvent également survivre dans des sols présentant

une concentration en sels modérée (DasSarma et DasSarma, 2017).

2.2. Bactéries halophiles

Des bactéries halophiles ont été retrouvées dans les phyla Bacteroidetes,
Cyanobacteria, Firmicutes et Proteobacteria (classes des Alphaproteobacteria et
Gammaproteobacteria). Des cyanobactéries représentent une partie importante du biotope
des milieux hypersalins tels que les marais salants et le Grand lac salé aux Etats-Unis. Ces
cyanobactéries sont halotolérantes |égéres comme Agmenellum quadrupplicatum qui tolére
0 a 100 g.L'! NaCl, cependant il existe des cyanobactéries halophiles extrémes comme
Aphanothece halophytica dont la croissance est possible entre 50 et 320 g.L'* NaCl (DasSarma
et DasSarma, 2017). Dans le phylum des Firmicutes, la famille des Bacillaceae comprend des
especes halophiles obligatoires dont Halobacillus halophilus qui a été I’espéce la plus étudiée

surtout en raison de ses mécanismes d’osmorégulation (Saum et Miller, 2008). On retrouve
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également des halophiles dans la famille des Halobacteroidaceae (Halobacteroides halobius,
Orenia marismortui et Sporohalobacter lortetii). Chez les Gammaproteobacteria, |la famille des
Halomonadaceae contient un grand nombre d’espéces halophiles modérées isolées de
nombreux environnements hypersalins (genres Chromohalobacter et Halomonas) (DasSarma
et DasSarma, 2017). Enfin, c’est dans le phylum des Bacteroidetes que I'on trouve des
halophiles extrémes pigmentés ayant une croissance optimale de 200 a 300 g.L* NaCl. Il s’agit
de Salisaeta longa (Vaisman et Oren, 2009), de Salinibacter ruber (Antén et al., 2002),
Salinibacter iranicus et Salinibacter luteum (Makhdoumi-Kakhki et al., 2012). Les bactéries du
genre Salinibacter sont celles qui présentent le plus de caractéres communs avec les archées
de la classe des Halobacteria (Oren, 2013).

Il est important de noter que certaines bactéries halophiles sont poly-extrémophiles
telles que la bactérie anaérobie Halothermotrix orenii isolée d’un lac salin en Tunisie qui est
halophile (200 g.L'* NaCl) et thermophile (68 °C) (Cayol et al., 1994), ou encore les bactéries
Natranaerobius thermophilus, Natranaerobius trueperi et Natronovirga wadinatrunensis qui
sont alcalophiles (pH 9.5 & 10.5) et halophiles (220 g.L! NaCl), isolées des lacs alcalins
hypersalés Oudi Natroum en Egypte (Mesbah et al., 2007 ; Mesbah et Wiegel, 2009).

2.3. Archées halophiles

Les archées halophiles ont été identifiées dans le phylum des Euryarchaeota, dans les
classes Halobacteria majoritairement et Methanomicrobia (méthanogenes) pour quelques
especes, et dans le superphylum DPANN parmi les Nanohaloarchaeota. Parmi les
Euryarchaeota, la classe des Halobacteria est presque exclusivement composée d’archées
halophiles extrémes. En effet, ces organismes requierent une concentration saline supérieure
ou égale 3190 g.L! et ne peuvent croitre en dessous de 100 g.L NaCl (DasSarma et DasSarma,
2017). Jusqu’en 2010, la phylogénie des Halobacteria était uniquement basée sur I'analyse
des séquences de I’ARNr 16S. En 2010, une phylogénie de ces archées se basant sur les
séquences du gene codant la sous unité B’ de I’ARN polymérase a été réalisée (rpoB’)
(Minegishi et al., 2010). Puis, en 2011, une phylogénie multi locus utilisant la séquence de
génes codant 5 protéines de références (atpB, ef2, radA, rpoB’ et secY) (Papke et al., 2011) a
été introduite. Néanmoins la classe des Halobacteria ne comprenait toujours qu’un seul ordre
les Halobacteriales et une seule famille les Halobacteriaceae. Dés 2015, L’augmentation des
données issues du séquencage des génomes d’archées a permis I’'analyse de 129 séquences
de génomes et de l'identification de signatures protéiques conservées (CSPs) et de signatures
d’insertions-délétions (Indel) conservées (CSls). Ceci a permis de définir finalement trois
ordres au sein de la classe Halobacteria : les Halobacteriales, les Haloferacales et les
Natrialbales. L'ordre des Halobacteriales comprend trois familles: Haloarculaceae,
Halobacteriaceae et Halococcaceae. L'ordre des Haloferacales présente deux familles,

Haloferaceae et Halorubraceae, tandis que I'ordre des Natrialbales ne contient qu’une seule
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famille, celle des Natrialbaceae (Figure 9) (Gupta et al., 2015 ; Gupta et al., 2016a et 2016b).
Les génomes des archées identifiées de la classe des Halobacteria ont une taille variant de 2,4
a 5,3 Mb et la plupart est porteur d’un ou plusieurs plasmides dont la taille peut aller jusqu’a
830 kb. Leur pourcentage en GC est toujours élevé variant de 47 a 71%
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/prokaryotes/ Halobacteria).

En octobre 2019, la classe des Halobacteria comptait 66 genres dont 5 décrits en 2019
(Figure 9) et 276 especes dont 16 nouvelles pour I'année 2019 (J Peduzzi, communication

personnelle).

Euryarcheota
Halobacteria
Halobacteriales Haloferacales Natrialbales

Haloarculaceae Halobacteriaceae Halococcaceae Haloferacaceae Halorubraceae Natrialbaceae Non classée
Halapricum Haladaptatus Halococcus T Halobaculum Halobiforma Halanaeroarchaeum
Haloarcula T Halalkalicoccus Halobellus Halohasta Halopig
Halarchaeum Haloferax T Halolamina Halostagnicola Halobium
Halomicroharcula Haloarchaeobius Halogeometricum Halonotius Haloterrigena Halocalculus
Halomicrobium Halobacterium T Halogranum Haloparvum Halovivax Halosiccatus
Halorhabdus Halomarina Halopelagius Halopenitus Halosstella
Halorientalis Haloplanus Halorubrum T Natrialaba T Halovarius
Halosimplex Halorubellus Haloprofundus Salinigranum Natrinema Natribaculum
Natronomonas Halorussus Haloquadratum Natronobacterium Salinirrubellus
Halolovenus Halosarcina Natronobiforma Salinirubrum
Natronoarchaeum Natronococcus Salinirussus
Salarchaeum Natronolimnobius
Natronorubrum
Salinarchaeum
Saliphagus

Figure 9. Classification des archées halophiles de la classe des Halobacteria (phylum
Euryarchaeota).
T : genre servant a définir la famille. Les genres encadrés en noir ont été décrits en 2019.

Dans la classe des Methanomicrobia, les archées méthanogenes halophiles sont
retrouvées dans la famille des Methanocalculaceae avec le genre Methanocalculus dont 6
especes halotolérantes (Oren 2014), Methanocalculus natronophilus (Sorokin et al., 2015)
pouvant croitre jusqu’a 195 g.L'* NaCl. Mais le plus grand nombre de représentants halophiles
se retrouve dans la famille des Methanosarcinaceae (Oren, 2014), dans trois genres (sur sept)
Methanohalobium, Methanohalophilus et Methanosalsum. L'archée méthanogéne la plus
halophile est Methanohalobium evestigatum Z-7303, isolée du lagon hypersalin Syvash en
Ukraine, avec une croissance optimale a 250 g.L! NaCl. De telles découvertes nous informent
gue la réaction de méthanogenése peut avoir lieu a de trés fortes concentrations salines,
proche de la concentration de saturation en NaCl.
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En 2012, une étude métagénomique de la communauté microbienne du lac hypersalé
Tyrrell en Australie (250 g.L'! 3> 330 g.L ™ de sels) (Emerson et al., 2012), a révélé un nouveau
groupe d’archées : les Nanohaloarchaeota (anciennement nommé Nanohaloarchaea), intégré
d’abord dans le phylum des Euryarchaeota (Ghai et al., 2011 : Narasingarao et al., 2012), puis
dans le superphylum DPANN (Rinke et al., 2013). Trois genres candidats furent alors décrits
Candidatus Haloredivivus sp. G17, Candidatus Nanosalina et Candidatus Nanosalinarum.
Depuis seuls 18 génomes ont été recensés dans plusieurs environnements hypersalins
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/prokaryotes/Nanohaloarchaea), et un nouveau
genre a été décrit, Candidatus Nanopetramus sp. SG9 (Crits-Christoph et al., 2016). Par
opposition aux génomes des archées de la classe des Halobacteria, le génome des
Nanohaloarchaeota est petit (0,4 a 1,4 Mb) et a un plus faible pourcentage en GC (39 a 55 %).
Leurs cellules sont de petites tailles (0,6 um) et sont dénuées de vésicules gazeuses. Leur
génome présente un opéron d'ARNr en copie unique et des voies atypiques pour le
métabolisme des glucides (Narasingarao et al., 2012). Trés récemment, il a été montré que
deux souches de candidat Nanohaloarchaeum antarticus, isolées dans 2 lacs en Antarctique,
nécessitent la présence d’Halorubrum lacusprofundi de la famille des Halorubraceae pour
croitre (Hamm et al., 2019). C’est le premier exemple qui montre que les Nanohaloarchaeota
pourraient étre des symbiontes (partenaires les plus petits d’une symbiose), de la méme
maniére a ce que l'on observe chez les Nanoarchaeota et Pavarchaeota du superphylum
DPANN (Hamm et al.,, 2019). La position phylogénétique des Nanohaloarcheota reste
cependant souvent débattue (Petitjean 2015, Rayman et al., 2015 ; Castelle et al., 2015). Une
étude récente a montré que les Halobacteria du phylum des Euryarcheota et les
Nanohaloarchaeota du superphylun DPANN représentent 2 lignées indépendantes
d’halophiles extrémes qui dérivent de 2 lignées distinctes de méthanogeénes de classe I,
respectivement les Methanomicrobiales et les Methanocellales (Aouad et al., 2018) (Figure
10).
Figure 10. Arbre phylogénétique
: mettant en évidence les liens
Sickas b.l. 2.58 entre les Halobacteria, les
Methanocellales” 1 Nanohaloarchaeota et les métha-
nogenes de classe Il
Les données analysées corres-
Methano- pondent a 18 309 acides aminés
microbiales provenant de 155 séquences. La
1 barre d’échelle représente le
99 nombre moyen de substitution
par site. L'arbre consensus a été
aE construit par une répétition de
100 échantillonnages et la
proportion de boostrap est
9 indiquée au-dessus des branches.
1 La branche conduisant aux
1 Nanohaloarchaeota a été
99 raccourcie et sa longueur est

indiquée par b.l. (Aouad et al,
2018).
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2.4. Diversité microbienne dans les environnements hypersalins

Les milieux hypersalins sont colonisés par des espéeces appartenant aux trois domaines
duvivant, cependant les archées sont largement dominantes lorsque la concentration en NacCl
augmente. En effet, un déplacement des communautés microbiennes des bactéries vers les
archées se produit lorsque la concentration en NaCl dépasse 240 g.L? (Ghai et al., 2011). La
Figure 11 illustre la modification des communautés microbiennes en fonction du gradient de
salinité. Des études de pyroséquencage du géne codant 'ARNr 16S ont été réalisées dans
différents environnements : DCM3 (Mer Méditerranée) et les bassins SS19 et SS37 de la saline
Santa Pola a Alicante (Espagne). Cette comparaison montre une diminution de la diversité
microbienne lorsque la salinité augmente (Fernandez et al, 2014). Dans le milieu DCM3 avec
une salinité de 38 g.L?, il y existe une grande diversité et les bactéries du phylum des
Proteobacteria domine largement (59 %), tandis qu’il existe trés peu d’archées du phylum des
Euryarcheota (5 %) (Ghai et., 2010). Dans le bassin SS19 de salinité intermédiaire (190 g.L?),
les halophiles extrémes dominent avec 46% d’Euryarcheota et 15 % de bactéries du phylum
des Bacteroidetes. Ce phénomeéne est accentué dans le bassin de cristallisation SS37
présentant une salinité de 370 g.L'1. Ainsi dans ce bassin, les archées sont dominantes avec
88 % d’Euryarcheota, 2 % d’autres archées et 10 % de bactéries du phylum des Bacteroidetes,

principalement représentées par Salinibacter ruber (Ghai et al. 2011 ; Fernandez et al, 2014).

Betaproteobacteria (1%) Alphaproteobacteria

(7%) Euryarchaeota (88%)
; ia (49
Gammap;gt;obactena Other Proteobacteria (4%) Gammaproteobacteria (18%)

(13%) Actinobacteria (2%)

Verrucomicrobia (2%)

Bacteroidetes
(15%)

Cyanobacteria

(11%) Deltaproteobacteria (1%)

Actinobacteria (6%)

Unclassified

2 Verrucomicrobia (3%)
Bacteria (12%)

Firmicutes (1%) Bacteroidetes
Unclassified Bacteria (2%) (10%)

ia (19
Other Bacteria (1% Other Bacteria (1%)

Alphaproteobacteria Euryarchaeota (5%)

(41%) Unclassified Archaea

Euryarchaeota (46%) (2%)
Bacteroidetes (9%) ry; /o

DCM3 SS819 S837

Figure 11. Profil taxonomique des communautés microbiennes en fonction de la salinité.

Les profils résultent d’études métagénomiques sur les séquences des genes codant I’ARNr
16S. DCM3 correspond a I'eau de la Mer Méditerranée (salinité 38 g.L'!). SS19 et SS37
correspondent a deux bassins de la saline de Santa Pola a Alicante (Espagne) présentant
respectivement une salinité de 190 et 370 g.L%. Fernandez et al., 2014.
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3. Adaptation des micro-organismes halophiles et halotolérants au sel

Les organismes se développant dans des environnements hypersalins sont soumis a un
fort stress osmotique. Pour obtenir un équilibre osmotique entre le cytoplasme et le milieu
environnant qui contient de fortes concentrations en Na*, les organismes halophiles ont
développé des stratégies conduisant a créer une forte pression osmotique intracellulaire tout
en conservant une faible concentration en Na* a I'intérieur du cytoplasme (Gunde-Cimerman
et al., 2018). Les deux stratégies d’osmorégulation consistent en I'accumulation dans le
cytoplasme soit de chlorure de potassium KCl soit de solutés organiques osmorégulateurs, tels

gue des acides aminés, des polyalcools ou des sucres (Oren, 2006a).
3.1. Accumulation de chlorure de potassium

Cette stratégie également nommée " Salt-in "est énergétiquement la moins colteuse
(Oren, 2006a). Pourtant on ne la retrouve que chez les archées halophiles extrémes de la
classe des Halobacteria et quelques bactéries halophiles extrémes de |'ordre des phyla
Firmicutes (Oren, 2006b) ou Bacteroidetes comme S. ruber (Oren et al., 2002a). Pour
accumuler du chlorure de potassium dans le cytoplasme, plusieurs échanges membranaires
sont nécessaires. lls permettent I'accumulation de K*, I’efflux de Na* et I'accumulation de CI".
Chez Halobacterium salinarum, il a été mesuré une concentration intracellulaire en K*de 340,7
g.L'r (4,57 M) lorsque la croissance est réalisée dans un milieu contenant 233,8 g.L'! (4 M) en
Na* (Christian et Waltho, 1962). La Figure 12 présente les différents transporteurs
membranaires et la chaine respiratoire chez Halobacterium sp. NRC-1 (Ng et al., 2000 ;
DasSarma et DasSarma, 2017 ; Gunde-Cinerman et al., 2018). L’énergie nécessaire pour ces
flux ioniques provient du gradient de protons généré par la chaine respiratoire (Figure 12, voie
1), par le transporteur (K*/H*) KdpABC nécessitant I'hydrolyse de I’ATP (Figure 12, voie 2) et
par la bactériorhodopsine (Figure 12, voie 4) activée par la lumiére et couplée a une ATPase
(Figure 12, voie 5). En plus du transporteur KdpABC, I'accumulation intracellulaire de K* est
également réalisée grace a un uniporteur TrkAH (figure 12, voie 7) dépendant du potentiel de
membrane. Ce potentiel est de I'ordre de -125 mV avec une charge positive a I’extérieur et
une charge négative a l'intérieur de la cellule (Michel et Oersterhelt, 1976) (Figure 12).
L’exclusion de Na* est réalisé par le transporteur (Na*/H*) NhaC (Figure 12, voie 3) qui dépend
de I'hydrolyse de I’ATP et par un symporteur (co-transporteur) Na*/Cl- (Figure 12, voie 8)
dépendant du potentiel de membrane. L'afflux de K* dans le cytoplasme doit étre compensé
par une accumulation de CI". Cet import d’ion CI" est réalisé par le symporteur Na*/Cl" et
surtout par I’halorhodopsine (Figure 12, voie 6) qui est stimulée par I'énergie lumineuse
(Kandori, 2015).
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-125 mV
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Figure 12. Représentation schématique des transporteurs membranaires chez une archée
halophile extréme, Halobacterium sp. NRC-1.

La voie 1 correspond a la chaine respiratoire responsable de I'efflux de protons. Les voies 2 et
3 en gris foncé représentent les transporteurs dépendants d’une source d’énergie chimique
(ATP). Les voies 4 a 6 en blanc correspondent aux transporteurs dépendants d’une source
d’énergie lumineuse (UV) et I’ATPase associée a la bactériorhodopsine. Les voies 7 et 8 en gris
clair représentent les transporteurs dont I’action dépend du potentiel de membrane qui est
figurée par une fléche rouge. Jean Peduzzi, communication personnelle.

ATP : Adénosine triphosphate, ADP : Adénosine diphosphate, Pi : phosphate inorganique.

3.2. Accumulation de composés osmoprotecteurs

Cette stratégie d’adaptation osmotique, encore nommée " Salt out " ou "Low salt in "
est retrouvée parmi les organismes halophiles des trois domaines du vivant : bactéries
halophiles modérées ou halotolérantes, archées méthanogeénes et micro-organismes
eucaryotes (Oren, 2008 ; DasSarma et DasSarma, 2017). La concentration en Na* du milieu
intracellulaire est maintenue a une plus faible concentration qu’a I'extérieur grace aux
transporteurs couplés Na*/H*. Ainsi lorsque la bactérie halophile Halomonas elongata est
cultivée en présence de 198,7 g.L™* Na*, sa concentration intracellulaire n’est que de 36,8 g.L*!
Na*(Oren, 2006a). Le maintien de I'équilibre osmotique a l'intérieur de la cellule est alors
réalisé par I'import a partir du milieu extérieur de composés osmoprotecteurs, également
nommés solutés compatibles, ou par synthese endogéne de ces composés (Ventosa et al.,

1998). Cette stratégie est colteuse en énergie et dépend de la nature du soluté. Elle nécessite

15



une ou plusieurs voies de biosynthése et des pompes d’import localisées dans la membrane
cytoplasmique (Oren, 2001).

Ces solutés sont des molécules organiques polaires, trés solubles dans l'eau,
généralement neutres a pH 7 et de faible poids moléculaire. lls sont dits compatibles car méme
accumulés en forte concentration, dans le cytoplasme ils n’affectent pas la structure
tridimensionnelle des protéines ni les réactions enzymatiques (Oren, 2008). Contrairement a
la stratégie d’accumulation de KCl, cette stratégie permet aux organismes de tolérer
facilement des variations de concentration saline (Ventosa et al., 1998). Lors d’une baisse de
la concentration saline, les organismes utilisant cette stratégie vont diminuer la synthése de

ces composés ou arréter leur import du milieu extérieur.

Les solutés utilisés peuvent étre des sucres (saccharose, tréhalose), des dérivés de
sucres (sulfotréhalose, glucosylglycérol), des polyalcools (glycérol, arabitol, mannitol), ou des
acides aminés (proline, acide glutamique, glutamine) et leurs dérivés (glycine bétaine, ectoine
et ses dérivés (Roberts, 2005 ; Oren, 2006a) (Figure 13).

n O J e |

CH, O

'!'J'\s)l\ " OH NH MH
H,C”| o] OH N
H

CH, HO 0

Figure 13. Exemples de quelques composés osmoprotecteurs.
a :glycine bétaine, b : glycérol, c : ectoine, d : L-proline.

Les composés osmoprotecteurs les plus fréquemment rencontrés chez de nombreux
micro-organismes halophiles et halotolérants sont la glycine bétaine et I’ectoine, tandis que
certains eucaryotes halophiles comme les algues et les champignons accumulent
préférentiellement du glycérol (Oren, 2008 ; DasSarma et DasSarma, 2017). Chez Dunaliella
parva, on estime que la concentration en glycérol intracellulaire est de 2,1 M lorsque cette

algue verte est cultivée en présence de 85 g.L ™ NaCl (Gunde-Cimerman et al., 2018).

La limite entre ces deux stratégies d’adaptation des organismes a la salinité, n’est pas
toujours franche. Certains organismes combinent les 2 stratégies, ainsi chez certaines archées
des ordres Halobacteriales et Natrialbales (Natrialba magadi, Natronobacterium gregoryi,
Natronococcus occultus et Natronomonas pharaonis), il a été détecté en plus de
I"accumulation de KCI, un composé osmoprotecteur, le 2-sulfotréhalose (Oren 2002b et
2006a).

3.3. Adaptations des protéines halophiles

La stratégie d’adaptation des micro-organismes halophiles extrémes par accumulation
de forte concentration intracellulaire de KCI (jusqu’ a 300 g.L?) permet peu de flexibilité et
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d’adaptabilité aux changements environnementaux. En effet, les enzymes et protéines
structurales, adaptées aux fortes concentrations en NaCl dans le milieu, vont devenir instables
et inactives si la salinité diminue dans I'environnement. Pour s’adapter a de fortes
concentrations intracellulaires en KCl, les halophiles ont un protéome acide et moins
hydrophobe que les organismes retrouvés dans des environnements non hypersalins. La
composition en acides aminés des protéines halophiles présente donc un enrichissement en
acides aminés acides (acide aspartique et acide glutamique) et en thréonine tandis qu’il y a
une diminution des résidus basiques (lysine et arginine) (Paul et al., 2008 ; Ortega et al., 2015).
Il en résulte que les protéines halophiles présentent un point isoélectrique acide avec une
moyenne entre 4 et 5,5 (Paul et al., 2008 ; Ghai et al.,, 2011) Les acides aminés acides
interagissent avec les ions K* et permettent ainsi I’accumulation de molécules d’eau et donc
le repliement, la stabilité et la solubilité des protéines halophiles. Cette couche d’eau et de
sels crée une enveloppe protectrice autour des protéines et empéche leur dénaturation
(Madern et al. 2000 ; Mevarech et al. 2000).

La détermination de la structure cristallographique de protéines d’archées halophiles
a permis de mieux appréhender les spécificités des protéines halophiles (Madern et al. 2000 ;
DasSarma et DasSarma 2017). La figure 14 montre la comparaison entre la structure
tridimensionnelle de la malate déshydrogénase de |'archée halophile extréme Haloarcula
marismortui, avec celle de son homologue provenant d’'une bactérie mésophile Bacillus
anthracis (Pancsa et al., 2019). L’étude de la représentation de la surface de ces deux enzymes
confirme une forte proportion d’acides aminés acides (en rouge) et une faible quantité
d’acides aminés basiques (en bleu) chez I’'enzyme de Har. marismortui. Par contre la structure
tridimensionnelle de ces 2 enzymes est superposable.

Halophile Mesophile

180°

Figure 14. Comparaison de la structure tridimensionnelle de la malate déshydrogénase d’une
archée halophile, Haloarcula marismortui (PDB :1DB3) avec celle de la malate déshydrogénase
d’une bactérie mésophile, Bacillus anthracis (PDB :3TL2).

L’'enzyme halophile est représenté en violet tandis que I’enzyme mésophile est représenté en
gris dans la structure tridimensionnelle (centre de la figure). Dans la représentation des
surfaces les acides aminés acides sont colorés en rouge tandis que les acides aminés basiques
sont colorés en bleu. Pancsa et al., 2019.
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3.4. Exopolysaccharides et polyhydroalkanoates

La plupart des archées halophiles produisent également des exopolysaccharides (EPS)
pour résister aux fortes concentrations salines des milieux hypersalins. Ce sont des glucides de
haut poids moléculaire excrétés dans le milieu environnant. lls sont les principaux constituants
des polymeres extracellulaires retrouvés a la surface des archées mais aussi de certaines
bactéries. Ces composés protégent les micro-organismes contre les diverses agressions du
milieu telles que la salinité mais également les rayonnements UV, les basses températures, la

dessication et la prédation (Poli et al., 2011).

Les archées halophiles synthétisent également des polyhydroxyalkanoates (PHA) qui
sont des polyesters biodégradables composés d’acides gras hydroxylés stockés sous forme
d’inclusions lipidiques dans le cytoplasme. Ces PHA sont insolubles dans I'eau et sont utilisés
par la cellule chez les archées halophiles mais aussi chez des bactéries, comme stockage de
carbone et d’énergie. Ces PHA sont produits en grandes quantités par les archées halophiles
(Poli et al., 2011).

3.5. Adaptations aux rayonnements UV

Par ailleurs, certaines archées halophiles ont la capacité de se protéger et protegent
essentiellement leur ADN des rayonnements UV grace a la production de bactériorubérine qui
est le caroténoide le plus abondant chez les archées de la classe des Halobacteria. Il s’agit d’'un
isoprénoide composé de 50 atomes de carbone responsables de la couleur rouge de la
membrane (Rodrigo-Bafios et al., 2015). La bactériorubérine contient 13 doubles liaisons
conjuguées et 4 groupements hydroxyles. Cette molécule piege efficacement les radicaux
libres et inactive 'oxygene singulet, permettant ainsi une protection des cellules des fortes
intensités lumineuses et des expositions aux dérivés réactifs de I'oxygene (Mandelli et al.,
2012). De plus, chez les archées halophiles on retrouve des genes codant les enzymes de
réparation de I'ADN comme chez les bactéries et les eucaryotes. Le fort pourcentage en GC
(47-71 %) des génomes d’archées halophiles est également un facteur limitant les lésions de
I’ADN comme la formation de diméres de thymine sous I'effet des UV. Une seule espéece de la
classe des Halobacteria fait exception a ce fort pourcentage en GC, il s’agit d’Haloquadratum
walsbyi qui présente un génome avec 46,9 % en GC (Bolhuis et al., 2006). Pour corriger les
effets néfastes des UV sur son génome, celui-ci contient 4 copies du géne codant une
photolyase, enzyme impliquée dans la réparation des diméres de pyrimidines (Bolhuis et al.,
2006).

3.6. Adaptations a la dessication

Les milieux hypersalins sont caractérisés par une diminution de 'activité de I'eau (Aw)
qui représente la disponibilité en eau pour les réactions biologiques dans un environnement

donné (Grant, 2004). A, est égale a 1 dans l'eau pure, mais diminue a 0,75 dans les
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environnements hypersalins ol se développent les archées halophiles extrémes. Certains
facteurs comme une concentration élevée en MgCl, peuvent encore diminuer la valeur de Ay
en dessous de 0,70. Hgr. walsbyi qui est fréquemment rencontré dans les environnements
hypersalins (Ghai et al.,, 2011 ; Fernandez et al., 2014 ; Podell et al., 2014 ; Ventosa et al,
2014 ; Gémez-Villegas et al., 2018) présente une particularité lui permettant de résister a la
dessication dans un environnement présentant une Ay de 0,709 (Stevenson et al., 2015). Dans
le génome de la souche Hgr. walsbyi HBSQ001 isolée en Espagne (Burns et al., 2007), un géne
codant pour une halomucine Hmul de 9195 acides aminés a été identifiée (Bolhuis et al.,
2006). Cette protéine présente une organisation en domaines semblable a celle des mucines
animales dont le réle est de protéger les différents épithéliums de la dessication et d’autres
agressions du milieu extérieur (Hollingsworth et Swanson, 2004 ; Lieleg et al., 2012). Cette
halomucine présente des sites potentiels de glycosylation et de sulfatation qui contribueraient
a la charge globale négative. En région N-terminale de Hmul, on trouve un peptide signal de
type Sec, ce qui indiquerait une translocation de Hmul vers le milieu extérieur a travers la
membrane (Natale et al., 2008). Par des expériences d'immunomarquages de Hmul et une
coloration au bleu de Nil A des granules de poly-B-hydroxybutyrate incluses dans les cellules
d’Hgr. walsbyi, il a été montré que Hmul est effectivement localisée a I’extérieur des cellules

formant une sorte de capsule aqueuse autour des cellules (Zenke et al., 2015).

4. Applications des organismes halophiles

Les récentes avancées concernant la physiologie, le métabolisme et les mécanismes
d’adaptation des micro-organismes halophiles ont montré que ceux-ci produisent en réponse
aux conditions environnementales toute une variété de composés pouvant présenter de
potentielles utilisations en biotechnologie. Cependant, le nombre d’applications réellement
utilisées est encore faible.

Dans la production de sel alimentaire, le microbiote des salines jouerait un réle sur la
qualité du sel mais le role précis des micro-organismes est encore indéterminé (Oren, 2010b).
Par contre, les archées halophiles sont impliquées dans la fabrication d’aliments fermentés
notamment en Asie, comme les sauces de poissons et les sauces soja. Pour diminuer le temps
nécessaire a I’élaboration de ces sauces, le mélange aliments-sel peut étre ensemencé par des
cultures d’Halobacterium sp. SP1(1) (Akolkar et al; 2010). D’autre part, les organismes
halophiles produisent de nombreux métabolites intéressants pour I'industrie. Le B-caroténe,
pigment photoprotecteur chez les algues Dunaliella, est un produit dont la demande est tres
importante et dont la production est colteuse. C'est pourquoi dés 1965, on a commencé a
s’intéresser a la production de B-carotene par I'algue verte unicellulaire, Dunaliella salina.
Certaines algues peuvent contenir plus de 10 % de B-carotéene en poids sec. Jusqu’a
maintenant, c’est le principal succés dans le domaine de la biotechnologie des organismes

halophiles. Le B-caroténe est utilisé comme additif alimentaire, comme colorant alimentaire,
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ou encore comme anti-oxydant et comme précurseur de la vitamine A en cosmétologie (Oren,
2010b). Les algues Dunaliella produisent également de grandes quantités d’un soluté
osmocompatible, le glycérol qui est utilisé comme additif cosmétique et alimentaire. En effet
en conditions saturantes en NaCl, on peut obtenir une concentration intracellulaire de 6 a 7
M en glycérol. Cependant, contrairement au B-caroténe, la production du glycérol par
Dunaliella n’est pas vraiment rentable (Oren, 2010b). Les algues Dunaliella peuvent également
servir de matiére premiére pour la fabrication de biocarburants. En effet, une pyrolyse de leurs
cellules produit une substance huileuse et la réaction étant exothermique, la production ne
demande que I'énergie initiale pour démarrer le processus (Oren, 2010b). Les halophiles
modérés ou halotolérants comme Halomonas elongata produisent comme nous |'avons vu
précédemment des osmoprotecteurs pour réguler leur pression osmotique intracellulaire.
L'un d’entre eux I'ectoine est utilisée pour la stabilisation d’enzymes et d’acides nucléiques
commerciaux (Oren, 2010b). Cette molécule est également utilisée, en raison de son action
neutralisant les effets nocifs des UV-A, dans des produits cosmétiques dans la prévention du

vieillissement prématuré de la peau (Becker et Whittmann, 2020).

Deux types de biopolymeéres produits par les micro-organismes halophiles présentent
un intérét potentiel. Ainsi, Haloferax mediterranei et les bactéries du genre Halomonas
synthétisent de grandes quantités d’EPSs (exopolysaccharides) anioniques secrétés a
I’extérieur de la cellule (Oren, 2010b). Ces différents EPSs sont utilisés dans l'industrie
alimentaire comme agents gélifiants ou émulsifiants et en cosmétologie (Oren, 2010b). Les
PHAs (polyhydroxyalkanoates) sont accumulés a l'intérieur du cytoplasme en tres grande
quantité. Hfx. mediterranei peut ainsi produire des PHAs représentant jusqu’a 38 % de son
poids sec lorsqu’elle est cultivée en présence de 150 g.L'* NaCl. (Oren, 2010b). La récupération
de ces polymeéres est aisée, car il suffit de réaliser une lyse cellulaire en diminuant la
concentration en sel du milieu. De plus, en raison de leur forte concentration en sel, les
cultures ne risquent pas d’étre contaminées par des micro-organismes non halophiles (Yin et
al., 2015). Ces polyesters biodégradables et biocompatibles sont utilisés comme polymeres
pour la réalisation de matériaux d’emballages alimentaires biodégradables avec des
propriétés similaires a ceux des plastiques issus de la pétrochimie. Ces procédés de fabrication
sont utilisés dans différents pays (Oren, 2010b ; Torregrossa-Crespo et al., 2017), mais leur
fabrication doit encore faire face a une forte concurrence de la part des plastiques
traditionnels (Torregrossa-Crespo et al., 2017). Les PHAs sont également utilisés dans le

domaine médical pour la production de matériaux résorbables (Poli et al., 2011).

Par ailleurs, les micro-organismes halophiles possédent également de nombreuses
applications dans le domaine environnemental. De nombreux secteurs industriels (industrie
agro-alimentaire, industrie textile, industrie du cuir, industrie papetiére) générent des eaux
usées présentant une forte salinité ainsi que des agents toxiques, ayant un impact négatif sur

I’environnement. Ces effluents salins sont souvent traités par des techniques physico-
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chimiques, car la plupart des traitements biologiques sont inhibés par la forte concentration
en NaCl. Les micro-organismes halophiles sont de bons candidats dans la bioremédiation de
ces eaux usées industrielles (Castillo-Carvajal et al., 2014), en raison de leur activité
métabolique lorsque la concentration en sel est élevée. Actuellement, des organismes
halophiles utilisant des hydrocarbures comme source d’énergie participent a la dépollution
biologique des déversements de pétrole dans la mer (Uratani et al., 2014). De plus, de
nombreuses espéces d’archées halophiles sont capables de croitre dans des milieux contenant
différents solvants organiques, dont les composés halogénés. Des souches d’'Haloferax et de
Natrialba ont été décrites comme productrices de surfactants (Charlesworth et Burns, 2015).
Ces produits qui vont permettre I’émulsion des hydrocarbures et favoriser leur dégradation
par les archées halophiles (Djeridi et al., 2013 ; Khemili-Talbi et al., 2015). Des archées
halophiles, comme Hfx. mediterranei, sont également utilisés dans I’élimination de nitrites et
nitrates dans les bassins de salinité des marais salants (Oren, 2010b) ou dans des
environnements salés pollués. Plusieurs mécanismes peuvent étre mis en jeu. En aérobiose,
les cellules vont utiliser les nitrates et nitrites comme source d’azote, tandis qu’en
anaérobiose, une voie d’obtention d’énergie appelée dénitrification convertit les nitrates et
nitrites en N2 gazeux (DasSarma et DasSarma, 2015 ; Bonete et al., 2015). Enfin, la pollution
par les métaux lourds représente un véritable probleme environnemental en raison de leur
toxicité élevée. La biosorption des métaux lourds par les micro-organismes halophiles
représente une méthode de dépollution alternative aux moyens chimiques. Cette
bioremédiation peut impliquer différents mécanismes, comme la séquestration
extracellulaire des métaux a I’aides des EPS, la séquestration intracellulaire par des métallo

chaperonnes ou par détoxification enzymatique (Voica et al., 2014).

D’autre part, les archées halophiles de la classe des Halobacteria produisent de
nombreuses enzymes extracellulaires conservant leur activité dans des milieux hypersalins et
pouvant ainsi présenter un intérét potentiel (Oren, 2010b; Amoozegar et al., 2017;
Torregrosa-Crespo et al., 2017). Ainsi des protéases, dont on a vu précédemment le réle dans
la fabrication de produits fermentés, des amylases, des cellulases, des estérases, des lipases,
des xylanases et chitinases halophiles ont été décrites, mais aucune utilisation a grande
échelle n’est pour le moment développée, au contraire des enzymes isolées chez les
hyperthermophiles ou les alcalophiles. Par ailleurs, en raison de leurs propriétés
photochimiques, les bactériorhodopsines membranaires présentent des applications dans le
domaine bioélectronique (Oren, 2010b). Ainsi, la bactériorhodopsine sous forme de morceau
de membrane pourpre est préparée a partir d’Hbt. salinarum (Oren, 2010b). Les applications
sont variées en holographie, dans des cellules photovoltaiques, la mémoire optique en
informatique, la participation a la fabrication de rétine artificielle et plus récemment en tant
gu’immunocapteur pour la détection de micro-organismes (Oren, 2002b et 2010b ; Li et al.,
2018).
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Les archées halophiles produisent des métabolites secondaires comme des
dicétopipérazines (Charlesworth et Burns, 2015). Ces composés ont plusieurs activités, I'une
d’entre elles étant d’avoir une influence sur le quorum sensing chez les bactéries. Le quorum
sensing est un mode de communication chez les bactéries conduisant a la synthese
d’autoinducteurs permettant la régulation des populations microbiennes. Ces molécules
pourraient étre utilisées en thérapeutique contre certains pathogénes comme Pseudomonas
aeruginosa. Il a d’ailleurs été montré récemment que l'acide trans 4-(2-carboxy-vinyl)
benzoique présent dans des surnageants de Natrinema versiforme DSM16034 inhibait le
guorum sensing et les biofilms de P. aeruginosa (Basaran et al., 2020). Des utilisations
industrielles sont également envisagées en utilisant ces métabolites pour réduire la formation
de biofilms, soit dans le domaine médical (cathéters) soit dans les chantiers navals pour

I’entretien de la coque des bateaux (Charlesworth et Burns, 2015).

Enfin, des souches productrices de peptides antimicrobiens, les halocines (O’Connor et
Shand, 2002), ont été testées dans I'industrie du cuir pour inhiber la croissance de souches
halophiles dégradant les peaux (Birbir et al, 2004). Ces halocines, dans une recherche
constante de nouvelles molécules antibiotiques pourraient faire |'objet d’études plus
poussées, en particulier pour une éventuelle utilisation contre les souches bactériennes
halotolérantes comme P. ageruginosa. Ces halocines qui font I'objet de mon projet de

recherche sont décrites dans le prochain paragraphe.

lll. Peptides antimicrobiens

Les peptides ou protéines antimicrobiens (PAMs) sont des substances naturelles
principalement actives contre les bactéries, les virus et les champignons (Fan et al., 2016).

D’origine variée, ils sont retrouvés dans les trois domaines du vivant (Roncevi¢ et al., 2019).

1. Peptides antimicrobiens synthétisés par les eucaryotes

Les PAMs des eucaryotes ou eucaryocines sont retrouvés chez de nombreux
organismes : les mammiféres ; les batraciens ; les insectes ; les protistes et les plantes (Andr3,
et al., 2003 ; Bulet et al., 2004 ; Salas et al., 2015). Chez les animauyx, ils sont considérés comme
I'un des éléments clefs du systéeme immunitaire inné (Ganz, 2003, Diamond et al., 2009). Ainsi,
ces peptides contribuent a la protection de I'organisme contre un environnement riche en
micro-organismes qui sont souvent pathogénes. lls sont sécrétés par un grand nombre de

tissus en contact direct avec les micro-organismes (Jenssen et al., 2006).

2. Peptides antimicrobiens synthétisés par les bactéries

Contrairement aux PAMs des organismes eucaryotes, de nombreux PAMs d’origine
procaryote ne sont pas synthétisés par la voie ribosomique, voie normale de biosynthese des

protéines. Ces peptides résultent d’une synthése utilisant des enzymes modulaires
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multifonctionnelles, les peptides synthétases (Sissmuth et Mainz, 2017). Ces enzymes
peuvent incorporer des acides aminés non protéinogenes et produisent des peptides allant
jusgu’a une vingtaine d’acides aminés dont les structures sont trés diverses (Sissmuth et
Mainz, 2017).

2.1. Classification

La voie de biosynthese ribosomique permet de synthétiser des peptides et protéines
de plus grandes tailles modifiés ou non post-traductionnellement (Klaenhammer, 1993 ;
Arnison et al, 2013). Il existe une grande diversité de PAMs, en termes de taille, de structure,
d’organisation des voies de biosynthése, de modes d’action et d’'immunité, ce qui rend la
classification des PAMs bactériens souvent compliquée. Globalement, il existe trois grandes
familles de PAMs synthétisés selon la voie ribosomique. Les bactériocines ont, dans un
premier temps, été définies comme étant des composés antimicrobiens produits par
Escherichia coli avec un spectre d’activité étroit contre des souches bactériennes
phylogénétiquement proches (Tagg et al.,, 1976). Cependant le terme bactériocine est
maintenant plus restrictif, correspondant uniguement aux PAMs produits par les bactéries a
Gram positif et plus particulierement les bactéries lactiques (Klaenhammer, 1993 ; Cotter et
al., 2005 ; Nishie et al, 2012). Les bactériocines présentent un large spectre d’activité contre
plusieurs espéces de bactéries a Gram positif et parfois contre les bactéries a Gram négatif
(Simons et al., 2020)

Les bactériocines sont actuellement subdivisées en 3 classes (Cotter et al., 2005 ; Rea
et al. 2011). La classe | regroupe les lantibiotiques qui sont des petits peptides présentant
d’importantes modifications post-traductionnelles (Cotter et al., 2005 ; Field et al., 2015). La
classe |Il, correspondant aux peptides ne présentant pas de modifications post-
traductionnelles, est divisée en plusieurs sous-classes. Elle contient les bactériocines de type
pédiocine qui sont des peptides cationiques et hydrophobes (lla) (Drider et al., 2006), les
bactériocines composées de deux peptides (Ilb) (Nissen-Meyer, et al., 2010), les bactériocines
cycliques (lic) (Perez et al., 2018) et les bactériocines sans peptide leader (Ild) (Perez et al.,
2018). Enfin, les bactériolysines qui constituaient antérieurement la classe Il sont des

protéines thermosensibles a activité enzymatique (Cotter et al, 2005 ; Rea et al 2011).

Chez les bactéries a Gram négatif on distingue les colicines qui sont des protéines
synthétisées par E. coli (Rebuffat, 2011) et les microcines qui sont des peptides produits par
les entérobactéries (Duquesne et al. 2007). Ces PAMs présentent le plus souvent un spectre
étroit d’activité (Simons et al., 2020). Les colicines sont des protéines antimicrobiennes
thermolabiles de masse moléculaire élevée (30-80 kDa) produites par de nombreuses souches
d’E. coli (Cascales et al., 2007). Les colicines sont subdivisées en 2 sous-classes soit en fonction
de leur mode d’action (de Zamaroczy et Nauleau, 2011) soit en fonction du mécanisme de

reconnaissance utilisé par les colicines pour étre internalisées dans les bactéries cibles
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(Rebuffat et al., 2011 ; Kim et al., 2014). Les microcines sont des PAMs (< 10 kDa) synthétisés
par des entérobactéries. Deux classes ont été définies. La classe | correspond aux peptides de
masse moléculaires < 5 kDa présentant d’'importantes modifications post-traductionnelles
(Duguesne et al., 2007 ; Severinov et al, 2011), La classe |l comprend des peptides de masse
moléculaire variant de 5 a 9 kDa, ne présentant pas de modifications post-traductionnelles
(classe l1a), ou présentant une modification post-traductionnelle sur la sérine C-terminale de

ces microcines (classe llb) (Duquesne et al., 2007, Vassiliadis et al, 2011).
2.2. Biosynthése

Les groupes de geénes conduisant a la biosynthese des PAMs sont localisés soit sur le
chromosome, soit sur des plasmides et sont souvent associés a des éléments transposables.
Les PAMs sont le plus souvent produits sous forme d’un précurseur inactif qui doit subir une
maturation pour devenir actif. Cette étape se réalise en général lors de I'export du précurseur
a travers la membrane de la bactérie productrice. L’organisation de ces groupes de génes est
plus ou moins complexe et présente une ou plusieurs unités de transcription. Certains groupes
de génes sont tres simples, comme celui aboutissant a la synthése des colicines qui ne
comprennent que 1 a 3 genes (Cascales et al., 2007 ; de Zamorczy et Nauleau, 2011), tandis
gue celui conduisant a la biosynthése du lantibiotique le plus connu, la nisine, comporte 11
genes (Asaduzzaman et Sonomoto, 2009). Les groupes de genes impliqués dans la biosynthese
des bactériocines et des microcines, comprennent au minimum : un géne codant le précurseur
du PAM, un gene codant la protéine d’'immunité localisée dans la membrane, qui va protéger
la souche productrice de I’activité de son propre composé antimicrobien et un ou plusieurs
génes codant des protéines impliquées dans la maturation et I'export du PAM. Parmi ces
protéines, un transporteur ABC (ATP-binding cassette) est souvent associé a une protéine
accessoire chez les microcines et les bactériocines de classes | et Il (Ennahar et al., 2000 ;
Fimland et al.,, 2005; Duquesne et al., 2007 ; Asaduzzaman et Sonomoto, 2009). Ce
transporteur ABC présente en région N-terminale une activité protéasique qui réalise le
clivage du précurseur aboutissant ainsi a la forme active du PAM (Havarstein et al., 1995).
Parfois, ces protéines d’export jouent un réle complémentaire dans 'immunité de la souche
productrice, agissant alors comme des pompes d’efflux (Du et al., 2018). Bien que I’export via
un transporteur ABC soit le plus fréquemment rencontré chez les bactériocines des classes |
et Il et les microcines, il existe en particulier chez les bactériocines de classe Il des peptides
utilisant la voie générale de sécrétion Sec pour leur export sous forme non structurée vers le
milieu extracellulaire (Cintas et al., 1997, Natale et al., 2008). Chez les colicines, le groupe de
genes se termine par un géne codant une protéine de lyse ou de relargage dont le role va étre
de lyser la cellule productrice et de libérer la colicine dans le milieu extracellulaire (Cascales
et al.,, 2007).
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Chez les bactériocines de classe | ainsi que chez certaines bactériocines de classe lla, le
groupe de géne peut présenter également des genes impliqués dans une régulation a deux
composants qui permet une autorégulation par le quorum sensing (de Ruyter et al., 1996 ;
Ennahar et al., 2000). Enfin, chez les PAMs qui présentent d’importantes modifications post-
traductionnelles comme les lantibiotiques, les bactériocines de classe lic et les microcines des
classes | et llb, le groupe de géne comporte plusieurs génes codant des enzymes de
modification post-traductionnelle présentant des activités variées: cyclisation;
déshydratation; déshydrogénation; hydrolyse de liaison peptidique; méthylation
(Asaduzzaman et Sonomoto, 2009 ; Severinov et al, 2011 ; Vassiliadis et al., 2011, Perez, et al.,
2018). Ces modifications post-traductionnelles permettent a ces peptides d’adopter des

structures originales responsables de leur activité antimicrobienne.

2.3. Mécanismes d’action

De nombreux PAMs synthétisés par voie ribosomique possédent un caractére
cationique et hydrophobe qui leur permet d’interagir avec la membrane cytoplasmique et
d’en perturber les propriétés. Cependant, les mécanismes d’action de ces composés ne se
limitent pas toujours a la perturbation de la membrane cytoplasmique et sont généralement
plus complexes. Ces antimicrobiens peuvent donc interagir soit avec la membrane
cytoplasmique soit au niveau intracellulaire en interagissant avec des cibles spécifiques. Dans
tous les cas, la premiére interaction de ces PAMs avec la cellule cible a lieu au niveau de la

paroi (bactérie a Gram positif) ou de la membrane externe (bactérie a Gram négatif).

En ce qui concerne le premier mécanisme d’action au niveau de la paroi, on peut citer
le cas de la nisine, un lantibiotique bien connu pour son utilisation dans la préservation des
aliments (Field et al., 2015). La nisine interagit avec le lipide Il, un précurseur de la paroi, ce
qui conduit a I'inhibition de la synthése du peptidoglycane, et/ou a la formation de pores a
travers la membrane cytoplasmique (Cotter et al., 2013 ; Simons et al, 2020) (Figure 15A).
Dans tous les cas, la formation de pores au niveau de la membrane entraine une fuite d’ions
ou d’autres composés conduisant a la mort cellulaire. Les bactériocines de classe Il ont
également la capacité de former des pores en s’insérant dans la membrane cytoplasmique
(Nissen-Meyer 2009 ; Nissen-Meyer 2010 ; Perez et al., 2018 ; Simons et al. 2020). Certaines
bactériocines de la classe lla comme la lactococcine A interagissent au niveau de la membrane
cytoplasmique avec des composants de la mannose phosphotransférase (Man PTS) (Figure
15A) ce qui conduit également a la formation de pores (Cotter et al, 2013 ; Simons et al. 2020).
Une microcine de classe llb, la microcine E492 est également impliquée dans la formation de
pores impliquant des composants de la Man-PTS, mais avant de se retrouver au niveau de la
membrane cytoplasmique, cette microcine doit d’abord interagir au niveau de la membrane
externe avec des récepteurs lui permettant de se retrouver au niveau de |'espace
périplasmique (Duquesne et al ; 2007). La formation de pores est également le mécanisme

d’action d’une des deux classes de colicines, qui comme la microcine E492, doivent au
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préalable interagir avec des récepteurs au niveau de la membrane externe des bactéries a
Gram négatif (Kim et al., 2014 ; Hahn-Lébmann et al., 2019).

Le second mécanisme d’action des PAMs implique [linhibition d'une cible
intracellulaire. C’est le cas des microcines de la classe | qui présentent de fortes modifications
post-traductionnelles. Ainsi la microcine B17 interagit avec I’ADN gyrase, la microcine C7
inhibe l"aspartyl-ARNt synthétase, tandis que la microcine J25 inhibe I’ARN polymérase
(Duguesne et al, 2007) (Figure 15B). Par ailleurs, la microcine H47 (classe llb) cible I'ATP
synthase (Duquesne et al., 2007). La seconde classe des colicines inhibent les souches cibles
par une activité nucléasique, portée par la région C-terminale cytotoxique de la colicine,
ciblant 3 types d’acides nucléiques : I’ADN, certains ARNt et I’ARN16S (Cascales et al, 2007 ;

de Zamaroczy et Nauleau, 2011).

A. Bactéries a Gram positif B. Bactéries a Gram négatif
o Classe lla
Classe | (nisine) (lactococcine A) Microcine B17  Microcine J25 Microcine C7
OOOO00OOX] OOO00OO] POOOOOOOOOOOC
HOOOOO0OOOA OOOOOOOA DOOOOO0OO0O0O00

, Paroi
sllele slabalobobe sl lebolal sl el ol ol o
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- 28 ooooor moc 7 HOO00000000
Membrane Membrane
cytoplasmique cytoplasmique
" e .....\ )... A 9000000088
TonB YejABF_F
l Man-PTS

Inhibition de la I Formation de pores | | Formation de pores :,"hibitb" de thl';':;n ::"hibition de
synthése du ADN gyrase el ! AspARNt
peptidoglycane polymérase synthétase

Figure 15. Exemples de mécanisme d'action de bactériocines de bactéries a Gram positif (A)
et de microcines de bactéries a Gram négatif (B).

A. Des bactériocines de classe | (nisine) inhibent le lipide Il entrainant la formation de pores
et/ou l'arrét de la synthése du peptidoglycane, constituant majeur de la paroi. Des
bactériocines de la classe lla, comme la lactococcine A forment également des pores pour tuer
les bactéries cibles, en interagissant avec la mannose phosphotransférase (Man-PTS). B. Les
microcines qui inhibent les bactéries a Gram négatif, doivent d’abord étre transportées a
travers les membranes externes et internes pour ensuite interférer avec I'ADN, I'ARN et le
métabolisme des protéines. Elles inhibent des cibles intracellulaires comme I'ADN gyrase,
I'ARN polymérase ou I'aspartyl-ARNt synthétase. OmpF et FhuA correspondent
respectivement a une porine et a un récepteur au ferrichrome. Les protéines SbmA, TonB et
le complexe YejABEF localisés dans la membrane interne servent a I'import des microcines
dans le cytoplasme. D’apres Cotter et al., 2013.
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3. Peptides antimicrobiens synthétisés par les archées : les archéocines

Contrairement aux peptides antimicrobiens produits par les eucaryotes et les bactéries
qui ont été largement étudiés depuis des décennies, les archéocines ont été découvertes
seulement dans les années 1980 et ont été peu étudiées depuis. La premiéere archéocine a été
décrite pour la premiere fois en 1982 (Rodriguez-Valera et al., 1982). Chez les archées
halophiles du phylum des Euryarcheota et de la classe des Halobacteria, elles sont nommées
halocines. Par la suite, d’autres archéocines ont été découvertes chez les archées du phylum
des Crenarchaeota, de |'ordre des Sulfolobales, elles ont été nommeées sulfolobicines
(Prangishvili et al., 2000).

3.1. Sulfolobicines

Les sulfolobicines sont produits par des archées hyperthermophiles, aérobies et
acidophiles du genre Sulfolobus. L'activité antimicrobienne des sulfolobicines est
principalement associée aux cellules car elles sont produites dans des vésicules membranaires
(Prangishvili et al., 2000. Les vésicules membranaires de Sulfolobus. acidocaldarius DSM639
ont été purifiées et une activité antimicrobienne est associée a deux protéines SulA et SulB
codées par deux genes adjacents (Ellen et al., 2011 ; Besse et al., 2015). Les sulfolobicines ont
un spectre d’activité étroit, dirigé contre des souches phylogénétiquement proches. Leur
mode d’action serait impliqué dans le blocage de la croissance cellulaire plutét que dans la

lyse cellulaire (Prangishvili et al., 2000).

3.2. Halocines

La production d’halocines est une caractéristique trés répandue chez les archées
halophiles (Rodriguez-Valera et al., 1982 ; Meseguer at al., 1986 ; Torreblanca et al., 1994),
mais elles peuvent également étre produites par certaines bactéries halophiles (Atanasova et
al., 2013). On rencontre comme dans le cas des bactériocines, un probleme de nomenclature,
halocine signifiant PAMs produits par des micro-organismes halophiles. Seules des halocines
d’archées ont été isolées jusqu’a maintenant. Les halocines peuvent étre soit des peptides soit
des protéines. Actuellement 17 halocines ont été identifiées, la plupart du temps partiellement
et dans certains cas la souche productrice n’a méme pas été identifiée. Cependant, on peut
remarquer que de nombreuses halocines ont été isolées a partir de souches du genre
Haloferax. (Tableau 2). Pour certaines de ces halocines, la stabilité a une température élevée
(thermostabilité) a été étudiée ainsi que la conservation de leur activité en diminuant la
concentration en sels et leur spectre d’activité. Cependant, a partir des données de la
littérature, il est difficile de comparer le spectre d’activité des différentes halocines, car les
souches cibles, les niveaux de purification des halocines et les tests antimicrobiens different
suivant les études. On considere qu’une halocine est thermosensible lorsqu’elle perd son

activité apres un traitement de 10 min a 60 °C et qu’elle est thermostable lorsqu’elle conserve
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son activité aprés un traitement de 10 min a 80 °C (Tableau 2). Les halocines considérées
comme stables en absence de sels sont celles qui conservent leur activité dans I'eau (Tableau
2).

Tableau 2. Principales caractéristiques des halocines

Les données de ce tableau proviennent de Shand et Levya, 2007 ; Pasi¢ et al., 2008 ; Kavitha

et al., 2011 ; Karthikeyan et al., 2013 ; Kumar et Tiwari, 2017a et 2017b ; Mazguene et al.,
2018 ; Ghanmi et al., 2020.

Masse moléculaire  Stabilité en absence

Halocine Souche productrice Lieu (kDa) de sel Thermostabilité
A4 (U1) archée halophile TuA4 Tunisie 7,435 oui oui
cg? Natrinema sp. AS7092 Chine 7,4 oui oui
H1 Haloferax mediterranei M2a Espagne 31 non non
H2 archée halophile GLA22 Espagne ND ND ND
H3 archée halophile GAA12 Espagne ND ND ND
H4® Haloferax mediterranei R4 Espagne 34,9 non non
H5 archée halophile MA220 Espagne ND ND ND
H6/H7 Haloferax. gibbonsii Ma2.39 Espagne 3 oui oui
H17 Haloferax sp. SWI17 Algérie 30 ND ND
HA1 Haloferax larsenii HA1 Inde 14 non oui
HA3 Haloferax larsenii HA3 Inde 13 non oui
KPS1 Haloferax volcanii KPS1 Inde ND non oui
R1 Halobacterium salinarum GN101 Mexique 3,8 oui oui
a archée halophile S8a Etats-Unis 3,6 oui oui
58 Halobacterium salinarum ETDS Tunisie 8,589 NDP ND®
S14 Halobacterium salinarum ETD5 Tunisie 14 NDP NDP
Sech7a Haloferax mediterranei Sech7a Slovénie 10,7 non oui
SH10 Natrinema sp . BTSH10 Inde ND ND ND

a : halocine dont les séquences protéiques et nucléotidiques sont connues, b : non déterminé car la souche produit 2 halocines

ND : non déterminé

Comme nous pouvons le voir dans le tableau 2, il existe 2 catégories d’halocines. Celles
dont la masse moléculaire est < 10 kDa sont thermostables et leur activité antimicrobienne
persiste en milieu faiblement salin. Celles dont la masse moléculaire est proche de 30 kDa sont
thermolabiles et leur structure tridimensionnelle nécessite une forte concentration en sels.
Les halocines HA1 et HA3 de masse moléculaire de 13-14 kDa ont des propriétés
intermédiaires (thermostabilité, mais instabilité en absence de sels). Les halocines C8 (Li et al.,
2003, Besse et al, 2017), H4/H1 (Meseguer et Rodriguez-Valera, 1985 ; Platas et al., 2002), H6
(Torreblanca et al., 1989), HA1 (Kumar et Tiwari, 2017a, HA3 (Kumar et Tiwari, 2017b), S8
(Price et Shand, 2000, Ghanmi et al., 2020) et Sech7a (Pasi¢ et al., 2008), ont été purifiées a
partir de surnageants de culture. Seules trois halocines ont été caractérisées au niveau de
leurs séquences protéiques et nucléotidiques : I'halocine C8 (Sun et al., 2005), I’halocine H4
(Cheung et al., 1997) et I’halocine S8 (Price et Shand, 2000).

L’'halocine C8 (HalC8) est produite par la souche de Natrinema sp. AS7092
préalablement nommée Halobacterium sp. AS7092, isolée du lac salé Chaidan en Chine (Li et

al. 2003). HalC8 est sensible a I'activité de la protéinase K mais pas a celle de la trypsine,
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résistante a la chaleur aprés un traitement d’1 h a 100 °C. HalC8 conserve son activité apres
un stockage pendant 1 an a 4 °C. Son activité est indépendante de la présence de NaCl
(Tableau 2). HalC8 est également capable de résister a I’action de solvants organiques comme
I’acétonitrile, I’éthanol, I'isopropanol et le méthanol (Li et al., 2003). HalC8 est donc un peptide
extrémement stable. Aprés séquencage par la méthode d’Edman des 15 résidus N-terminaux
de HalC8, deux amorces nucléotidiques dégénérées ont permis d’amplifier par PCR un
fragment de 44 pb puis de générer une sonde ARN grace a I’ARN polymérase T7. Cette sonde
s’hybride avec un fragment de restriction par BamH1 de 6,3 kb du génome de la souche
AS7092. Le séquencage de ce fragment a permis de montrer que HalC8 est codée par le géne
halC8 de 849 pb (Sun et al., 2005). La comparaison de la traduction du gene halC8 avec la
séquence en acides aminés N-terminale de HalC8 montre que cette halocine est un peptide
de 76 acides aminés avec une masse moléculaire de 7441,63 Da et qu’elle est donc synthétisée
sous forme d’un précurseur de 283 acides aminés (Sun et al., 2005). Une halocine A4, encore
nommeée U1 produite par une souche non identifiée TuA4 a été isolée d’une saline en Tunisie
(Shand et Levya, 2007). Sa masse moléculaire est de 7435 Da et elle présente des
caractéristiques physico-chimiques proches de celles de HalC8 (Tableau 2). Sa séquence N-
terminale montre une forte identité avec celle de HalC8. Il est donc fort possible que I’halocine
A4 soit un variant de HalC8 (Besse et al., 2015).

L’halocine H4 (HalH4) est la premiere halocine ayant été caractérisée (Rodriguez-
Valera et al.,, 1982). Elle a été purifiée a partir de la souche de Hfx. mediterranei R4,
préalablement identifiée comme Halobacterium mediterranei R4 (Rodriguez-Valera et al.,
1983), isolée dans la saline d’Alicante en Espagne (Meseguer et Rodriguez-Valera, 1985).
L'activité de HalH4 est sensible a I'activité de la protéase de Streptomyces griseus et disparait
totalement apres un traitement de 30 min a 80 °C, ou si la concentration en sel est inférieure
a 50 g.L'! (Tableau 2) (O’Connor et Shand, 2002). Apres purification de HalH4, la séquence N-
terminale des 10 premiers acides aminés a été déterminée et une digestion par la trypsine a
été réalisée. La séquence N-terminale et la séquence de 2 peptides trypsiques ont été utilisées
pour dessiner des amorces dégénérées (Cheung et al., 1997). Un fragment de 150 pb a été
amplifié, puis utilisé pour sonder une banque plasmidique. Le géne halH4 code le précurseur
ProH4 de 359 résidus qui conduit a une halocine mature de 313 résidus avec une masse
moléculaire de 34,9 kDa (Cheung et al., 1997). L’halocine H1 présente des caractéristiques
physico-chimiques proches de celle de HalH4 (Tableau 2). De plus, il n’existe pas d’inhibition
croisée entre ces 2 halocines (Rodriguez-Valera et al., 1982) ce qui laisse donc supposer que

ce sont une seule et méme halocine (Besse et al., 2015).

L’halocine S8 (HalS8) est produite par une archée halophile extréme S8a non identifiée,
isolée du Grand Lac Salé aux Etats-Unis (Price et Shand, 2000). L’activité de HalS8 est
indépendante de la concentration en sel, thermorésistante (1 h a 94 °C) et résiste aux solvants

organiques, donc cette halocine est particulierement stable (Tableau 2) (Price et Shand, 2000 ;
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O’Connor et Shand, 2002). La séquence de 36 résidus en position N-terminale de HalS8 a été
déterminée (Price et Shand, 2000). A partir de cette séquence, 2 amorces nucléotidiques
dégénérées de 17 et 20 pb ont permis de cribler une digestion du génome de la souche S8a.
Le géne halS8 est porté par un fragment Pstl/EcoRV de 2873 pb qui a été séquencé. Le géne
halS8 n’est pas localisé sur le chromosome mais sur un mégaplasmide d’environ 200 kb (Price
et Shand, 2000). D‘une masse moléculaire de 3,58 kDa, HalS8 de 36 résidus, résulterait d’un
double clivage d’un précurseur de 33,9 kDa (311 acides aminés) dans les régions N- et C-
terminales (Price et Shand, 2000). Récemment, une seconde forme de HalS8 a été isolée a
partir d’Hbt. salinarum ETD5 isolée a partir de la saline de Sfax (Ghanmi et al., 2020). Le gene
halS8 a été amplifiée avec des amorces dessinées a partir de la séquence du géne halS8 chez
la souche S8a. Aprés clonage et séquencage de I'amplicon, la séquence du gene halS8 de 936
pb et la séquence N-terminale de HalS8 ont été déterminées (Ghanmi et al., 2020). Dérivant
du précurseur de 33,9 kDa, cette halocine S8 posséde une masse moléculaire de 8,6 kDa. Cette
seconde forme de HalS8 posséde la méme séquence N-terminale que celle produite par la
souche S8a, mais n’est pas clivée en région C-terminale. Il s’agit donc d’une halocine de 81
acides aminés possédant 8 résidus de cystéine qui pourraient étre impliqués dans la formation
de 4 ponts disulfure (Ghanmi et al, 2020). Par ailleurs, une halocine R1 est produite par la
souche d’Hbt. salinarum GN101 isolée de la saline de Guerrero Negro au Mexique. Cette
halocine présente les mémes caractéristiques physico-chimiques que celles de HalS8 (Tableau
2, page 28) et une ségquence N-terminale trés proche de celle de HalS8 (OConnor et Shand,
2002). Une analyse du génome d’Hbt. salinarum sp. GN101 révele, sur un mégaplasmide de
283 kb, un géne codant HalS8. Cette observation montre que les halocines S8 et R1 sont
fortement apparentées et pourraient étre codées par un seul et méme gene ou par des copies

multiples de ce géne (Besse et al, 2015).

La production d’halocines dépend de la croissance de leur souche productrice. Pour la
plupart des halocines, le maximum d’activité est observé entre la fin de la phase de croissance
exponentielle et le début de la phase stationnaire (Platas et al., 1996 ; Kavitha et al., 2011 ;
Besse et al., 2015 ; Mazguene et al., 2018). Seules les halocines HA1, HA3 et Sech7a ont une
activité maximum observée lors de la phase exponentielle de croissance (Pasi¢ et al., 2008,
Kumar et al., 2016, Kumar et Tiwari, 2017b).

Le mode d’action des halocines est beaucoup moins étudié que celui des autres PAMs.
Il n’a été étudié que pour les halocines C8, H1, H4, H6/H7 et Sech7a. L’halocine H6/H7 agit sur
lamembrane de la souche cible Halobacterium halobium par inhibition de I’échangeur Na*/H*,
indispensable pour le maintien de la pression osmotique intracellulaire chez la souche cible
(Meseguer et al, 1995). Les quatre autres halocines entrainent des modifications
morphologiques de la membrane avec perturbation de la perméabilité membranaire
conduisant a la lyse des cellules (Meseguer et Rodriguez-Valera, 1986 ; Li et al, 2003 ; Shand
et Levya, 2007 ; Pasi¢ et al., 2008).
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3.3. Interactions antimicrobiennes dans les environements hypersalins

Une étude a été menée sur l'activité antimicrobienne de souches provenant de
différents milieux hypersalins a travers le monde (Atanasova et al., 2012). Cet échantillon
comprend 68 souches d’archées halophiles de la classe des Halobacteria et 22 souches de
bactéries halophiles modérées des genres Chromohalobacter, Halomonas, Pontibacillus,
Rhodovibrio, Salicola, Salinivibrio et Salisaeta (Atanasova et al., 2013). Quarante pourcents
des souches produisent une activité antimicrobienne, donc au moins une halocine. Cent
guarante-quatre activités antimicrobiennes ont été détectées entre des souches appartenant
a des genres différents tant chez les archées que chez les bactéries halophiles (Figure 16). De
nombreuses interactions ont été détectées entre des micro-organismes de genres différents
et appartenant a des environnements hypersalins éloignés.
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Figure 16. Activité d’halocines entre différents genres d’archées et de bactéries halophiles.
Les 90 souches utilisées dans cette étude ont été identifiées sur la base de la séquence de leur
ARNr 16S. Les souches types utilisées dans I'analyse phylogénétique sont marquées par un
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astérisque. Les archées et les bactéries sont séparées par un espace blanc et un arc de cercle
noir. Les souches appartenant a un méme genre sont regroupées dans des secteurs colorés
en nuance de bleu pour les bactéries et en nuances de violet pour les archées. Les 2 souches
d’Halobacteriaceae sp. SL-2 et SP3-2 dont le genre n’a pas été identifié sont regroupés dans
un méme secteur. Les souches des genres Halosarcina and Halogeometricum sont regroupées
dans un méme secteur en raison de leur parenté phylogénétique. Les fleches indiquent la
production d’halocine produite par un genre et active sur un autre genre. L'épaisseur de la
fleche indique le niveau de production de I’halocine (Atanasova et al. 2013).

Chez les bactéries, des activités antimicrobiennes sont observées chez Halomonas,
Pontibacillus, Salicola et Salinivibrio costicola. Ces activités sont dirigées contre des bactéries
halophiles (Chromohalobacter, Pontibacillus, Rhodovibrio et Salisaeta) a I'exception de la
souche de Salicola sp. s3-1 qui présente une activité interdomaine contre une archée halophile
Halorubrum sp. s1-2. L’activité antimicrobienne produite par la souche de Salicola sp. s3-1 est
diminuée par un traitement a la protéinase K, ce qui implique une activité de type halocine.
Des activités antimicrobiennes interdomaines sont également observées entre des archées
halophiles (Halorubrum, Haloferax, Halogranum) et des souches de bactéries halophiles des

genres Halomonas, Pontibacillus, Rhodovibrio et Salisaeta (Figure 16) (Atanasova et al., 2013).

L'ensemble de ces résultats montrent que les activités antimicrobiennes dans les
environnements hypersalins peuvent provenir de souches d’archées halophiles mais aussi de
bactéries halophiles. De plus, les principales activités observées sont dirigées contre des
souches provenant de sites éloignés, ce qui semble indiquer que la production d’halocines ne
conférerait pas un avantage écologique par rapport aux autres souches au sein d'un méme
écosysteme (Kis-Papo et Oren, 2000 ; Atanasova et al., 2013).

IV. Projet de recherche

La présence d’archées dans de nombreux milieux et leur dominance dans les milieux
hypersalins nous améne a nous interroger sur les facteurs leur conférant la faculté a coloniser
un écosysteme. Chez la plupart des bactéries, la production de PAMs joue un rd6le dans les
compétitions microbiennes (Riley et Gordon, 1999 ; Riley, 2011) surtout lors de carences
nutritionnelles ou de stress abiotique (Cornforth et Foster, 2013).

Un certain nombre de questions peuvent alors se poser, en ce qui concerne les
halocines produites par les archées surtout que les études sur ces antimicrobiens sont
limitées. Il semble que les halocines soient produites par un grand nombre de souches
d’archées halophiles (Meseguer et al., 1986 ; Torreblanca et al., 1994, Kis-Papo et Oren, 2000 ;
Atanasova et al., 2013). Cependant, les halocines auraient un réle négligeable dans la
dynamique des communautés d’archées halophiles et dans le contréle de la biodiversité des
micro-organismes colonisant les milieux hypersalins (Kis-Papo et Oren, 2000 ; Atanasova et
al., 2013). De plus, si de nombreuses souches produisent une halocine, pourquoi jusqu’a
maintenant peu d’halocines ont été isolées et caractérisées ?
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L'équipe, dans laquelle j'ai été intégrée pour mener ce projet de recherche travaille
depuis longtemps sur les composés antimicrobiens bactériens et a commencé des recherches
sur les halocines depuis quelques années. Comme nous venons de le voir précédemment,
seulement une quinzaine d’halocines ont été décrites, généralement de maniere peu
approfondie, chez les archées halophiles. Mon projet a concerné HalC8 et HalH4 car leurs
séquences protéiques et nucléotidiques sont connues (Cheung et al., 1997 ; Sun et al., 2005),
mais leurs voies de biosynthése sont encore inconnues. Des études antérieures ont révélé que
le géne halC8 était transcrit chez d’autres souches d’archées appartenant toutes au genre
Natrinema (Imadalou-ldres et al., 2013 ; Meknaci et al., 2014 ; Quadri et al., 2016).

Notre premier objectif était d’étudier la répartition de la biosynthése de HalC8 chez des
archées halophiles dans différents milieux hypersalins et de déterminer si seules les souches
d’archées du genre Natrinema produisaient cette halocine. Par la suite, nous avons effectué
les mémes recherches pour HalH4, pour déterminer si cette halocine était produite par

d’autres souches d’archées halophiles que celle de I’espéce Hfx. mediterranei.

Chez les bactéries, les génes impliqués dans la voie de biosynthése des PAMs (genes
codant le précurseur, la protéine d'immunité, les protéines impliquées dans I'export, la
régulation ou les modifications post-traductionnelles) sont généralement regroupés sur un
méme locus génétique (Kleerebezen, 2004). Un groupe de génes pourrait étre impliqué dans
la production de HalC8. En effet, cinq génes codant des protéines aux fonctions putatives ont
été identifiés en amont et en aval du géne halC8 (Mei et al., 2006). Dans le cas de HalH4, seul
le géne halH4 a été décrit dans la littérature (Cheung et al., 1997), bien que I’étude du génome
montre qu’il existe des phases ouvertes de lecture présentes a proximité de halH4 codant des

protéines inconnues et des transporteurs ABC (Besse et al., 2015).

Notre deuxiéme objectif était, dans un premier temps, d’étudier I'expression des
transcrits de halC8 et halH4 par q-RT-PCR en fonction de différents parameétres biotiques et
abiotiques, puis de déterminer, dans un second temps, si les genes adjacents a halC8 et halH4

pouvaient étre impliqués dans la biosynthése de ces halocines.

Notre troisieme objectif était de préciser le mode d’action de ces deux halocines.
HalC8 altérerait la membrane des cellules sensibles d’Halorubrum saccharovorum (Li et al.,
2003), tandis qu’il a été montré que HalH4 agit sur la membrane des souches sensibles en
perturbant la perméabilité membranaire (Meseguer et Rodriguez-Valera, 1985 ; O’Connor et
Shand, 2002). Néanmoins, on ne connait pas comment ces halocines interagissent avec leurs
cellules cibles. Pour cela, il est nécessaire de purifier ces deux halocines afin d’observer ensuite
en microscopie I'intégrité de la structure des cellules de souches sensibles exposées a ces
halocines et d'identifier une éventuelle atteinte de la membrane, une cible classique pour les

composés antimicrobiens.
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L'ensemble de ce projet de recherche avait pour but d’éclaircir la voie de biosynthese
et le mode d’action de HalC8 et HalH4 au sein des milieux hypersalins. Le choix du modele
d’étude porte un double intérét, puisqu’il concerne a la fois des milieux extrémes susceptibles
de révéler des adaptations originales des organismes colonisateurs, mais également le
troisieme domaine de la vie pour lequel de nombreux mécanismes restent encore inexplorés.
Ce projet vise a accroitre les connaissances encore treés parcellaires sur les substances

antimicrobiennes produites par les archées.
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MATERIELS ET METHODES

I. Méthodes de bactériologie
1. Souches archéennes et bactériennes

Pour ce projet, des souches isolées d’Algérie, de Tunisie et des souches provenant des
collections internationales DSMZ (https://www.dsmz.de/collection/catalogue) et JCM
(https://jcm.brc.riken.jp/en/catalogue_e) ont été utilisées (Tableau 3).

Tableau 3. Nom, origine et conditions de culture des souches utilisées dans cette étude
Les milieux de culture (LB, MB, M53, M352 et SW25 sont décrits dans I’annexe 1.

Souches Origine Culture
Archées halophiles

Haloarcula argentinensis DSM12282 Saline de Chica, Argentine M372, 37 °C
Haloarcula sebkhae SWO25 (SO25) Sebkha d'Ouargla, Algérie M372, 37 °C
Haloarcula vallismortis DSM3756 Désert de la vallée de la mort, USA M372, 37 °C
Halobacterium salinarum DSM3754 Cuir salé M372, 37 °C
Halobacterium salinarum ETD5 Saline de Sfax, Tunisie M372, 37 °C
Haloferax alexandrinus DSM27206 Saline El-Mallahet Alexandrie, Egypte M372, 37 °C
Haloferax gibbonsii DSM4427 Saline d'Alicante, Espagne M372, 37 °C
Haloferax mediterranei DSM1411 Saline d'Alicante, Espagne M372, 37 °C
Haloferax prahovense DSM18310 Lac salé Telega Prahova, Roumanie M372, 37 °C
Haloferax volcanii DSM3757 Sédiments de la mer morte, Israel M372, 37 °C
Halorubrum arcis DSM23454 Lac salé Ayakekum Tibet, Chine M372, 37 °C
Halorubrum chaoviator ETD3 Saline de Sfax, Tunisie M372, 37 °C
Halorubrum chaoviator ETR14 Saline de Sfax, Tunisie M372, 37 °C
Halorubrum tebenquichense SS1R14 Sédiments de la saline de Sfax, Tunisie M372, 37 °C
Halorubrum tebenquichense SS1R21 Sédiments de la saline de Sfax, Tunisie M372, 37 °C
Haloterrigena hispanica DSM18328 Lac salé Fuente de Piedra, Espagne M372, 37 °C
Haloterrigena jeotgali DSM18794 Crevette fermentée (Jeotgal), Corée du Sud M372, 37 °C
Haloterrigena limicola JCM13563 Lac salé Aibi, Chine M372, 37 °C
Haloterrigena longa JCM13562 Lac salé Aibi, Chine M372, 37 °C
Haloterrigena saccharevitans JCM12889 Lac salé Aibi, Chine M372, 37 °C
Haloterrigena salina JCM13891 Lac salé Xilinhot, Mongolie M372, 37 °C
Haloterrigena thermotolerans DSM11552 Saline de Cabo Rojo, Porto Rico M372, 37 °C
Haloterrigena thermotolerans SS1R12 Sédiments de la saline de Sfax, Tunisie M372, 37 °C
Haloterrigena turkmenica DSM5511 Sol salé, Turkmenistan M372, 37 °C
Natrialba aegyptia DSM13077 Sol salé Aswan, Egypte M372, 37 °C
Natrialba taiwanensis DSM12281 Sel, Taiwan M372, 37 °C
Natrinema altunense JCM12890 Lac salé Ayakekum Tibet, Chine M372, 37 °C
Natrinema ejinorense DSM18194 Lac salé d'Ejinor, Mongolie M372, 37 °C
Natrinema gari JCM14663 Sauce de poisson, Thailande M372, 37 °C
Natrinema pallidum DSM15623 Morue salée M372, 37 °C
Natrinema pellirubrum DSM15624 Cuir salé M372, 37 °C
Natrinema salaciae DSM25055 Lac profond Medee, Mer Méditérannée Italie M372, 37 °C
Natrinema sp. SSI9 Saline d'Ichekaben, Algérie M372, 37 °C
Natrinema sp. SWI15 Saline d'Ichekaben, Algérie M372, 37 °C
Natrinema versiforme DSM16034 Lac salé Aibi, Chine M372, 37 °C

Bactéries halophiles

Halomonas sabkhae DSM19122
Lentibacillus halophilus DSM19123
Nesterenkonia halophila DSM16378
Oceanobacillus kapialis DSM23158

Sebkha d'Ezzemoul, Algérie
Sauce de poisson, Thailande
Sol salé, Chine
Sol salé, Chine

MB + 8%NaCl, 40 °C
M372, 30°C
M53+10% MgCl2, 28 °C
M53+10% MgCl2, 28 °C

Salinibacter ruber DSM13855 Saline de Majorque, Espagne SW25, 37 °C
Salinicoccus siamensis DSM21576 Pate de crevettes fermentée, Thailande M372, 28 °C
Bactérie pour clonage

Escherichia coli DH5a LB, 37 °C
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2. Milieux de culture

Des milieux reflétant les concentrations molaires en sels retrouvées dans les milieux
hypersalins ont été utilisés pour la culture des archées et bactéries halophiles (Annexe 1), pour
que leurs cellules ne soient pas lysées sous I'effet de la pression osmotique.

De I’agar (Conda), utilisé pour son niveau élevé de pureté, est ajouté dans les milieux
liquides a raison de 20 ou 15 g.L ! lors de la réalisation de milieux gélosés, et a raison de 8 g.L*

pour les géloses molles.

3. Cultures en milieu solide et en milieu liquide

Les ensemencements en milieu solide sur boites de Pétri contenant un milieu adéquat
gélosé (Tableau 3) ont été réalisés a partir de souches conservées au congélateur a -80 °C en
présence de 15 % de glycérol. Pour les archées, nécessitant un temps d’incubation de 7 a 14
jours en moyenne, les boites ont été placées dans des sachets pour éviter la déshydratation

des géloses contenant de fortes concentrations en sels.

Pour les cultures en milieu liquide, un volume de 10 mL du milieu nutritif adapté a été
ensemencé a partir d’une colonie prélevée sur une boite de Pétri. Cette préculture a ensuite
été utilisée pour ensemencer des cultures de plus grand volume, pour obtenir une DO 600 nm =
0,1.

4. Courbe de croissance

La croissance bactérienne de la souche de Hfx. mediterranei DSM1411 et celle de la
souche Natrinema altunense JCM12890 ont été étudiées en milieu liquide. De fagon a
rechercher le maximum de I’activité antimicrobienne produite lors de la croissance de Hfx.
mediterranei DSM1411, la DO 00 nm d’une culture de 100 mL en milieu M372 a été mesurée
apres4 h,5,5h, 23,25 h,30,5h, 49 h, 54,5 h, 71 h, 78,5 h, 95,5h et 100,5 h. Parallelement, les
surnageants aux temps 30,5 h, 54,5 h, 71 h, 78,5 h, 95,5 h et 100,5 h ont été prélevés, filtrés
sur des membranes de 0,22 um (Sartorius) pour éliminer d’éventuelles cellules bactériennes
ou virus puis dilués avec du milieu M372 au 1/4 et au 1/16° afin de tester leur activité

antimicrobienne a I'aide d’un test par diffusion sur gélose.

5. Tests antimicrobiens en milieu solide par diffusion sur gélose

5.1. Echantillons a tester

Les cultures (20 mL) ont été testés en fin de phase exponentielle soit a une DO 600 nm
comprise entre 0,9 et 1,3 pour Nnm. altunense JCM12890 et entre 5 et 5,5 pour Hfx.
mediterranei DSM1411. Dix mL de culture ont également été centrifugés a 12000 g pendant

5 min a 4 °C. Les surnageants obtenus ont été filtrés sur des membrane de 0,22 um.
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5.2. Gélose molle ensemencée

La souche cible a été inoculée dans 10 mL de gélose en surfusion M372 ou SW25 a 8
g.L't d’agar a une DO 00 nm finale de 0,001 ou 0,01, puis coulée a la surface d’une gélose de 20
mL a 15 g.L'? d’agar. Aprés solidification de la gélose molle, des puits ont été réalisés
stérilement pour le dép6t des échantillons a tester (50 ou 100 pL). Les boites ont été incubées
entre 5 et 21 jours a 37 ou 45 °C suivant la souche cible, dans des sachets hermétiquement
fermés. Aprés "apparition d’un tapis, une action inhibitrice sur la souche cible se traduit par
la présence d’un halo d’inhibition dans la croissance de la souche incluse dans la gélose molle
(Figure 17). Les halos d’inhibition sont mesurés en mm.
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Figure 17. Test antimicrobien en milieu solide par diffusion sur gélose.
Un extrait de Hfx. mediterranei DSM1411 (50 uL) a été déposé dans un puits sur une gélose
molle ensemencée par la souche cible, Hbt. salinarum DSM3754.

Il. Méthodes de biologie moléculaire

1. Extraction cellulaire pour I'obtention d’ADNg
Une méthode spécifique pour les archées halophiles a été utilisée (Pfeiffer, 2009). Un
mL de culture fraiche en phase exponentielle ou en début de phase stationnaire a été
centrifugé pendant 1 min a 12000 g pendant 1 min a 4 °C. Le surnageant a été jeté et 400 plL
d’eau MilliQ® ont été ajouté au culot, mélangé doucement par plusieurs pipetages successifs.

Enfin les DNases ont été inactivées en chauffant la solution d’ADN a 70 °C pendant 10 min.

2. Amplification des fragments d’ADN par la réaction de polymérase en
chaine
Les différentes amorces utilisées pour amplifier les génes impliqués dans la
biosynthese de HalC8 et HalH4 figurent dans I’'annexe 2. Les amorces ont été choisies puis
analysées et validées par les programmes Primer3 Plus et OligoAnalyzer (voir paragraphe 1V,
page 48). Les différentes amorces utilisées lors de cette étude ont été synthétisées par
Eurofins Genomics.
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Pour chaque réaction de polymérase en chaine (PCR), 1 uL de ’ADN a amplifier a été
mis en présence de 1 puL d’amorce F 10 uM, 1 uL d’amorce R 10 uM, 1 plL d’une solution de
dNTPs (10 mM chacun) (Promega), 0,25 plL de polymérase Taq (VWR, 5 U/uL) et 2,5 pL de
tampon Extra 10X MgCl, 25 mM (VWR) dans un volume final de 25 pyL d’eau MilliQ®. Le
mélange réactionnel a été chauffé a 95°C pendant 5 min avant de subir 30 cycles
d’amplification comprenant : une phase de dénaturation a 95 °C pendant 30 s ; suivie de la
phase d’hybridation des amorces avec I’ADN pendant 30 s a des températures variant de 52 a
64 °C en fonction des températures de fusion des amorces utilisées ; puis d’'une phase
d’élongation a 72 °C variant de 30 s a 5 min en fonction de la taille du fragment a amplifier (1
min/kb). La réaction a été terminée par une incubation des échantillons a 72 °C pendant 7 min
afin de terminer les élongations des fragments. Les réactions de PCR ont été réalisées a I’aide

d’un thermocycleur Veriti (AB Applied Biosystems) ou GenePro™ (Bioer Technology).

3. Electrophoreése sur gel d’agarose

Afin de vérifier la taille des fragments d’ADN obtenus apres amplification par PCR, 5 pL
de chacun des échantillons ont été déposés sur un gel d’agarose en présence de tampon de
charge 1X (Ozyme). Le gel d’agarose 1 % (p/v) (Qbiogene, MP Biochemicals) a été préparé dans
du tampon TAE 1X (40 mM Tris, 20 mM acétate, 1 mM EDTA, pH 8,0) contenant 2 uL d’un
agent intercalant (Gelred®) (Biotium, VWR) qui permet de suivre la migration de ’ADN. La
migration a été réalisée sous 90 V, dans du tampon TAE 1X. Les fragments d’ADN, ont été
visualisés sous UV (E-Box, Vilber Lourmat) et leur taille a été comparée a celles du marqueur
Exact Ladder DNA Premix 2 log (Ozyme), présentant des tailles de 100 pb a 10 kb.

4. Clonage
4.1. Purification de I’ADN amplifié par PCR

Aprés visualisation sur gel d’agarose, les produits d’amplification obtenus ont été
purifiés sur colonne a I'aide du kit " PCR Clean-up " (Macherey-Nagel™) et ensuite quantifiés
a I'aide du spectrophotomeétre Nanovue (GE Healthcare). Ces fragments ont été insérés dans

un plasmide vecteur lors du clonage.

4.2, Ligation
Le plasmide vecteur pGEM®-T est un plasmide ne nécessitant pas d’étape préalable de
digestion par des enzymes de restriction, car il est fourni sous forme linéaire dans le kit
" pGEM®-T Easy Vector System " (Promega) (Figure 18). Les inserts purifiés ont été ligaturés
dans ce plasmide a raison de 50 ng de vecteur, 1 uL d’ADN ligase T4 (Promega), 5 uL de tampon

de ligation 2X (Promega) et une quantité d’insert calculée a I’aide de la formule suivante :
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vecteur (ng)x taille insert (kb) [insert]
taille vecteur (kb) x [vecteur]

insert (ng) =

La taille du vecteur est de 3 kb, et en général on souhaite un rapport molaire insert/vecteur
de 3/1. Le mélange réactionnel a été incubé a 4 °C pendant une nuit.

Xmnl 1994
Scal Nael
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) 17
f1 ori 1 1 départ
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( p) Notl 62
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Figure 18. Carte du plasmide pGEM®-T (Promega).

Amp": géne de résistance a I'ampicilline, ori : origine de réplication, f1 : phage f1, lacZ : gene
codant la B-galactosidase, T7 : site d’initiation de la transcription par ARN polymérase T7, SP6 :
site d’initiation de la transcription par I’ARN polymérase SP6.

4.3. Préparation des cellules compétentes

Deux cent pL d’une préculture de la souche E. coli DH5a ont été inoculés dans 50 mL
de LB. La culture a été incubée a 37 °C avec une agitation de 200 rpm et lorsqu’elle a atteint
une DO 600 nm comprise entre 0,2 et 0,3, la culture a été placée dans la glace (4 °C). Les cellules
ont été transférées dans des tubes Falcon™ préalablement refroidis puis centrifugées
pendant 15 min a 4000 g a 4 °C. Les culots obtenus ont été remis délicatement en suspension
dans 50 mL de CaCl, 0,1 M, ce qui a pour action de fragiliser la paroi cellulaire, a 4 °C pendant
30 min avant d’étre a nouveau centrifugés (15 min 4000 g a 4 °C). Pour terminer, le culot a été
remis en suspension dans 500 pL de CaCl; 0,1 M a 4 °C, additionné de 10 % de glycérol, puis
des aliquotes de 50 uL de cellules ont été conservées au congélateur a -80 °C.

4.4. Transformation des cellules d’E. coli DH5a

Les cellules compétentes obtenues précédemment ont été décongelées dans de la
glace (50 pL) et 3 uL des mélanges de ligation y ont été ajoutés et incubés pendant 10 min
dans de la glace avant de subir un choc thermique a 42 °C pendant 45 s et d’étre placés a

nouveau dans de la glace pendant 2 min. Cette étape permet aux cellules compétentes
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d’intégrer les plasmides vecteurs. Neuf cent cinquante pL de LB ont été ajoutés et ce mélange
a été incubé 1 h30a 37 °C (200 rpm). Les échantillons ont été centrifugés 5 min a 13000 g et
le culot, remis en suspension dans 100 pL de LB, a été ensemencé en totalité par étalement a
la surface de boites de LB gélosé contenant de I'ampicilline (100 pg.mL™?) qui permet la
sélection des colonies contenant le vecteur pGEM®-T, de I'IPTG (0,5 mM) et du X-Gal (80
pug.mL1). U'IPTG induit la transcription de la B-galactosidase permettant de cliver le X-Gal, ce
qui conduit a une colonie de couleur bleue. Les colonies obtenues sur les boites de Pétri
peuvent étre soit bleues si le géne lacZ n’a pas été inactivé par l'insertion d’un insert, soit
blanches si l'insert a été inséré a 'intérieur de lacZ. Les clones d’intérét sont donc contenus
dans les colonies blanches et celles-ci ont donc été repiquées sur des boites de LB-ampicilline-
IPTG-X-Gal.

4.5. Extraction et purification de I’ADN plasmidique

Les clones sélectionnés sur les boites de Pétri (colonies blanches) ont été utilisés pour
ensemencer des cultures en LB supplémenté en ampicilline (100 pg.mL™?) pendant 12 h 4 37 °C.
Apres centrifugation 5 min a 13000 g, le culot de 2 mL de ces cultures a été traité pour extraire
I’ADN plasmidique a l'aide du " Plasmid Miniprep kit" sur colonne (Qiagen), suivant le
protocole fournit par le fabricant. Une PCR a été réalisée, pour vérifier que nos inserts étaient
bien présents dans nos vecteurs, avec les amorces universelles M13-F/M13-R (Annexe 2), qui
sont des amorces s’hybridant au niveau du gene lacZ. Un controle positif a été réalisé a partir
de I’ADN purifié d’un clone d’une colonie bleue et un controle négatif en remplagant I’ADN

plasmidique par de |'eau.
4.6. Séquengage

Cinquante a 100 ng d’échantillons purifiés et validés ont été envoyés a Eurofins

Genomics pour séquencgage par la méthode de Sanger.

5. Extraction d’ARN

Une culture de 80 mL de Nnm. altunense JCM12890 en fin de phase exponentielle
(DO6oonm =1,2) ou de 25 mL de Hfx mediterranei DSM1411 en fin de phase exponentielle
(DOgoonm = 5) a été centrifugée pendant 15 min a 8000 g. Un mL de TRIzol™ (Ambion, Life
Biotechnologies, Thermo Fisher Scientific) a été ajouté au culot cellulaire et les cellules lysées
par plusieurs pipetages. Le TRIzol™ est une solution monophasique de phénol et
d’isothiocyanate de guanidinium qui solubilise le matériel biologique et dénature les
protéines. Aprés une incubation de 5 min du mélange de TRIzol™/cellules, 200 pL de
chloroforme ont été ajoutés puis le tube vigoureusement agité pendant 15 s et incubé 2 min
a température ambiante. L'ajout de chloroforme engendre une séparation de phases dans
laguelle les protéines sont contenues dans la phase organique, I’ADN a l'interphase et ’ARN

est contenu dans la phase supérieure aqueuse. Aprés centrifugation de I’échantillon a 12000

40



g pendant 15 min a 4 °C, la phase aqueuse contenant I’ARN a été prélevée puis transvasée
dans un nouveau tube. Cing cent uL d’isopropanol 100 % ont été ajoutés afin de précipiter
I’ARN contenu dans I’échantillon. Aprés une incubation de 10 min a température ambiante et
une centrifugation a 12000 g pendant 10 min a 4 °C, le culot d’ARN a été lavé avec 1 mL
d’éthanol 75 % (v/v). Aprés une centrifugation a 7500 g pendant 5 min a 4 °C, le surnageant a
été jeté et le nouveau culot a été séché pendant 5 min. L’ARN a ensuite été resuspendu dans
25 pL d’eau MilliQ® contenant 0,1 % de pyrocarbonate de d’éthyle (DEPC) et incubé a 55-60
°C pendant 10 min afin d’inhiber les RNases, il sera conservé a -20 °C. L'ARN extrait est
quantifié par mesure de la DO 0nm a l'aide du spectrophotométre Nanovue. Aprées
quantification, la solution d’ARN a été incubée en présence de DNase (1 U pour 5 pug d’ARN
extrait) (Promega), 1 pL de tampon de DNAse 10X, et d’"H,O-DEPC pour un volume final de 10
uL. Le mélange réactionnel a été incubé 1 h 30 a 37 °C. La réaction a été arrétée par I'ajout de
la solution DNAse STOP (1 pL /uL de DNAse) et incubée 10 min a 65 °C. L’échantillon d’ARN
traité aux DNAses a ensuite été mis en présence de 500 pL d’éthanol 70 % (v/v) avant d’étre
mélangé puis transféré sur une colonne du " PureLink® RNA Mini kit" (Ambion, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific). Afin de vérifier I’absence d’ADNg résiduel, une PCR a
été réalisée en utilisant les amorces amplifiant le géne codant I’ARNr 16S (ARNr 16S-F/ARNr
16S-R) (Annexe 2). L'intégrité de I’ARN a été vérifiée par migration sur gel d’agarose 1 % (p/v)
d’UltraPure™ agarose dépourvu de DNases (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) préparé
dans du tampon TAE 1X. Les échantillons d’ARN ont été quantifiés en mesurant la DO 260 nm €t
leur qualité a été appréciée par le calcul des rapports DO 260 nm/DO 280 nm €t DO 260 nm/DO 230 nm.

Les échantillons ont été conservés au congélateur a -80 °C.

6. Transcription inverse

La transcription inverse conduit a la synthese d’ADN complémentaire a partir d’un brin
d’ARN et d’'une ADN polymérase ARN-dépendante ou transcriptase inverse. La réaction a été
réalisée en présence de 150 ng, 300 ng ou 500 ng d’ARN, 1 pL d’un mélange de dNTPs 10 mM
(VWR), 0,4 uL de mélange d’amorces aléatoires (hexaméres) a 500 pg.mL?* (Random primers,
Promega), et d’H,O-DEPC pour un volume final de 12 uL. Le mélange a été chauffé a 65 °C
pendant 5 min, puis placé rapidement dans de la glace. Aprés une bréve centrifugation du
mélange, 4 uL de tampon (first strand 5X, Invitrogen) et 2 puL d’un agent réducteur, le
dithiothréitol (DTT) 0,1 M (Invitrogen), ont été ajoutés, mélangés délicatement puis incubés 2
min a 25 °C. Ensuite, 200 U de transcriptase inverse (SuperScript™ I, Invitrogen) ont été
ajoutées au mélange réactionnel qui a été délicatement mélangé par plusieurs
aspirations/refoulements a I'aide d’une micropipette avant d’étre incubé 10 min a 25 °C puis
50 min a 42 °C. Enfin, la réaction a été arrétée en chauffant le mélange 15 min a 70 °C. Les
ADNc ont été conservés a-20 °C et ont été utilisés pour vérifier la transcription du géne codant
I’ARNr 16S spécifique des archées par PCR en utilisant les amorces ARNr 16S-F/ARNr 16S-R
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(Annexe 2). Deux controles ont été réalisés, I'un sans ARN (contréle négatif de transcription
inverse), I'autre avec 500 ng d’ARN sans la transcriptase inverse.

Les 3 quantités d’ARN (150, 300 ou 500 ng) ont permis d’obtenir des quantités d’ADNc
exploitables pour poursuivre nos essais de PCR quantitative. Par la suite, une quantité d’ARN
de 500 ng a donc été utilisée pour la transcription inverse.

7. RT-PCR quantitative ou RT-PCR en temps réel

La PCR quantitative (g-PCR) permet de mesurer la quantité initiale d’ADNc et donc
d’ARN de nos échantillons. La matrice de cette PCR est 'ADNc obtenu suite a la transcription
inverse de nos extraits d’ARN. Les fragments d’ADN synthétisés (amplicons) sont détectés en
continu, en temps réel, grace a la fluorescence qu’ils émettent. En effet, un fluorophore se
fixant a 'ADN double brin, le SYBR® Green a été utilisé dans le milieu réactionnel. Ainsi, le
complexe ADN double brin/SYBR® green absorbe la lumiéere bleue (Amax = 497 nm) et va
émettre la lumiére verte (Amax = 520 nm). Lors de la PCR, la fluorescence émise est

directement liée a la quantité d’amplicons synthétisés (Figure 19).
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Figure 19. Schéma de la réaction de RT-PCR quantitative.

Le fluorophore SYBR®Green libre (gris) émet de la fluorescence lorsqu’il est lié & de 'ADN
double brin (rouge). Gerlier et al., 2007.

La PCR quantitative se décompose en trois phases. La premiére phase correspond au
bruit de fond : la quantité de fragment amplifié double a chaque cycle mais la fluorescence
générée n’est pas suffisante et nest pas supérieure au bruit de fond. La deuxieme phase
montre une croissance exponentielle de I'intensité de fluorescence. La derniere phase est une
phase de plateau : certains réactifs (amorces et la polymérase Taq) deviennent limitants et le
systeme ne permet plus une amplification exponentielle (Figure 20).

42



S Phase exponentielle >, e —P

(R0 TENaa) ST W

Phase non
exponentielle
plateau

Juig

"

-

Fluorescence

Cycle seuil

VI ! o
%]
(]
£
4 N

Cycle

Figure 20. Courbe d’amplification obtenue lors d’'une PCR quantitative.

Le signal de fluorescence est mesuré en fonction du nombre de cycles d’amplification. @
représente la partie de la phase exponentielle ou le signal de fluorescence est inférieur au
bruit de fond. @ représente la phase exponentielle ou I'intensité de fluorescence double a
chaque cycle. @ représente la phase ol I'intensité de fluorescence n’est plus exponentielle
puis le plateau. https://www.bio-rad.com/fr-fr/applications-technologies/what-real-time-

pcr-gqpcr

Il est recommandé d’inclure au minimum trois génes de référence encore nommés
" génes de ménage " pour avoir une analyse précise des résultats de g-RT-PCR (Vandesompele
etal., 2002 ; Bustin et al., 2009). Un gene de référence est un géne qui est exprimé de maniere
stable dans la cellule. L'expression constitutive de ce géene permet de s’affranchir des
variations des quantités d’ADNc synthétisées, par comparaison de |I’expression du gene
d’intérét par rapport a I’expression des genes de référence. La mise au point de la spécificité
des amorces s’effectue donc avec au minimum 4 génes de référence pour ensuite conserver
les 3 meilleurs pour tester I'efficacité des amorces (Bustin et al., 2009). Il en sera de méme

pour les 2 génes d’intérét halC8 et halH4.

Pour chaque réaction de g-PCR, 4 uL d’échantillon d’ADNc dilué au 1/10 (quantité 50
ng) dans de I’'H,0 MilliQ®-DEPC ont été mis en présence de 2 puL d’amorces sens (F) et antisens
(R) a 2,5 uM chacune, 2 pL de SYBR™ Green PCR Master Mix 5X (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific) et 2 uL d’H20 MilliQ®, dans des capillaires de 20 pL (Roche Life Science). Aprées
une bréve centrifugation, ils ont été placés dans le thermocycleur LightCycler® 2.0 (Roche Life

Science). Chaque réaction a été réalisée en double.

Le mélange réactionnel a été chauffé a 95°C pendant 10 min puis 45 cycles
d’amplification ont été programmés. Chaque cycle comprend : une phase de dénaturation a
95 °C pendant 10 s ; une phase d’hybridation des amorces avec ’ADNc entre 60 °C et 64 °C
suivant la séquence des amorces, pendant 5 s, puis une phase d’élongation a 72 °C pendant
10 s. Apres ces 45 cycles, le mélange réactionnel a été incubé a 65 °C pendant 15 s. Les

amplicons obtenus ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose 2 % (p/v) pour
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controler la spécificité des amorces. Les résultats ont été analysés avec le logiciel LightCycler®
software 4.1 (Roche Life Science).

I1l. Méthodes de biochimie

1. Purification de I’halocine C8

1.1. Culture en milieu liquide

Le surnageant de 8 L de culture de Natrinema sp. SWI15 dans du M372 en début de
phase stationnaire (DO 600 nm = 1,5-1,9), obtenu aprés une centrifugation de 30 min a 8000 g,
a été chauffé a 100 °C pendant 10 min. Le surnageant a été concentré par une étape
d’extraction en phase solide sur une cartouche contenant une phase stationnaire apolaire.
Des fractions de 2 L de surnageant ont été chargées a un débit de 15 mL.min™? sur une
cartouche C8 SepPak® 35cc (Waters) pré-équilibrée avec un solvant polaire, I'acétonitrile
(ACN) 10 % (v/v) dans de I'’eau MilliQ®. Aprés un lavage de la cartouche avec ACN 10 % (v/v)
dans de I'eau MilliQ®, plusieurs étapes d’élutions ont été réalisées successivement avec 600
mL d’ACN 20, 60, 80 % dans de I'’eau MilliQ®(v/v) et 100 % avec un suivi de I’absorbance a 226
nm. L’ACN a été éliminé a I'aide d’un évaporateur rotatif sous une pression réduite (Buchi).
Les fractions ont été lyophilisées puis remises en suspension dans 10 mL d’ACN 80 % dans de
I"'eau MilliQ®(v/v) et enfin testées contre Halorubrum. chaoviator ETD3 par la méthode de
diffusion sur gélose pour détecter une activité antimicrobienne. Le solvant seul est également
déposé sur le test afin de vérifier qu’il n’est pas responsable de I’activité antimicrobienne que
I’on observe. Deux cents UL de la fraction présentant la plus forte activité ont été fractionnés
par CLHP sur une colonne a polarité de phase inversée, Uptisphere® C4 (4,6 mm x 250 mm, 5
1m, 300 A, Interchim). La colonne a été éluée par un gradient de 0 a 80 % (v/v) d’ACN dans de
I’eau MilliQ® en 20 min avec un débit d’1 mL.min%, puis une élution isocratique a 80 % d’ACN
dans de I'’eau MilliQ®(v/v) pendant 5 min. L’élution a été suivie en mesurant |’absorbance a
226 nm. Quarante fractions de 500 puL ont été collectées entre 5 et 25 min puis concentrées
sous vide a I'aide d’un SpeedVac® (Savant) puis solubilisées dans 50 pL d’ACN 80 % dans de
I'’eau MilliQ®(v/v). Dix puL de chaque fraction ont été testés contre la souche cible Hrr.
chaoviator ETD3 par la méthode de diffusion sur gélose pour détecter une activité
antimicrobienne. La fraction présentant la plus forte activité a été a nouveau fractionnée par
CLHP sur la méme colonne Uptisphere® C4 dans les mémes conditions que précédemment. Le
pic majoritaire a été analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser

Desorption lonization-Time of Flight) sur un spectrophotometre Voyager DE Pro (AB-Sciex).

1.2. Culture en milieu solide

Une autre méthode de purification a également été utilisée pour purifier HalC8. En
effet, cette halocine avait déja été purifiée a partir d’'un milieu gélosé par Meknaci et al. (2014).

La souche de Nnm. altunense JICM12890 a été choisie car sa croissance en milieu solide est
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plus importante que celle de Natrinema sp. SWI15. Trois cent vingt millilitres de M372 gélosés
ont été ensemencés avec une culture liquide pour obtenir une DO g00nm finale de 0,1. Seize
boites de Pétri ont été coulées et incubées pendant 14 jours a 37 °C. Les géloses ont ensuite
été découpées en petit morceaux qui ont été incubés pendant 4 h dans du méthanol de facon
a ce que tous les morceaux soient compléetement immergés. Le solvant a été évaporé avec un
évaporateur rotatif sous une pression réduite (Buchi), puis solubilisé dans H,O MilliQ®
contenant 0,1 % d’acide formique (AF) et extrait par du butanol. La phase butanolique a été
évaporée sous une pression réduite et solubilisée dans 50 mL AF 0,1 % (v/v) puis chargée sur
une cartouche C8 Sep-Pak® 35cc (Waters) pré-équilibrée avec ACN 10 % dans de I'eau MilliQ®
(v/v), puis éluée avec 600 mL d’ACN 80 % dans de I'eau MilliQ® (v/v). Cette fraction a été
évaporée, solubilisée dans 500uL d’ACN 80 % dans de I'eau MilliQ® (v/v) et analysée par

chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse (LC-MS).

2. Purification de I’halocine H4

Le surnageant de 250 mL d’une culture en milieu liquide M372 de Hfx. mediterranei
DSM1411 de 72 h a été dialysé a 4 °C a I'aide de membranes SPECTRA/POR™ (Spectrum
Medical) de seuil de rétention de 12 a 14 kDa successivement contre NaCl 100 g.L ! pendant 6
h puis 50 g.L'! pendant 15 h et enfin Tris HCl 20 mM pH 8,0 NaCl 10 g.L! pendant 24 h avec
deux changements du milieu de dialyse (le premier 4 h apres le début, le second 8 h apreés).
Une colonne échangeuse d’anions MonoQ® HR5/5 (5 x 50 mm) (GE Healthcare, Life Science)
a été conditionnée par passage de 5 mL de de tampon Tris-HCl 20mM pH 8,0 puis lavée par
10 mL de tampon Tris-HCI 20mM pH 8,0, 1,5 M NaCl. Le dialysat (360 mL) a alors été chargé
pendant une nuit sur la colonne MonoQ® HR5/5 pré-équilibrée avec un tampon Tris-HCI 20
mM pH 8,0 3 I'aide d’un appareil de chromatographie liquide (FPLC) AKTA Purifier (GE
Healthcare, Life Sciences). Un gradient de 0 a 1 M de NaCl dans un tampon Tris-HCI 20 mM pH
8,0 pendant 50 min a été utilisé pour I’élution des composés, avec un débit de ImL.min. Les
protéines ont été détectées en suivant la DO a 214 et 280 nm et des fractions de 2 mL ont été

collectées automatiquement.

3. Dosage de protéines

Le dosage de protéines a été réalisé a I'aide de la méthode de Bradford. Une gamme
étalon a été réalisée en utilisant une solution stock d’albumine de sérum bovin (BSA) a 2000
ug.mL 1. Deux mL de réactif de Bradford (kit Pierce, Fisher Scientific) ont été ajoutés a 100 pL
d’échantillon a doser ou de BSA (gamme de concentration de 0 a 2000 pg.mL™?). Aprés 10 min
d’incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 595 nm a l'aide d’un

spectrophotometre (WPA, Biochrom® Ltd).
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4. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS

4.1. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide SDS Tris-glycine

Le gel de séparation a 10% de polyacrylamide a été préparé en mélangeant
extemporanément 1,7 mL d’une solution 30 % acrylamide/bis-acrylamide 29/1 (p/v) (Sigma),
1,3 mL de tampon Tris-Hcl 1,5 M pH 8,8, 1,9 mL d’eau MilliQ®, 50 puL de SDS 10 % (p/v), 50 pL
d’APS 10 % (p/v) (Sigma) et 2uL de TEMED (Sigma). Le gel a été coulé entre deux plaques de
verre jusqu‘a environ 1,5 cm du bord supérieur et recouvert d’isobutanol saturé d’eau pour
obtenir une surface plane. Apres polymérisation, I'isobutanol a été éliminé de la surface du
gel et rincé a I'eau milliQ® avant de couler le gel de concentration au-dessus. Le gel de
concentration a 5 % de polyacrylamide a été préparé en mélangeant extemporanément 170
uL d’une solution 30 % acrylamide/bis-acrylamide 29/1 (p/v), 130 pL de tampon Tris-HCI 1 M
pH 6,8, 680 uL d’eau MilliQ®, 10 uL de SDS 10 % (p/v), 10uL d’APS 10 % (p/v) et 1uL de TEMED.
Avant polymérisation, un peigne en téflon a été inséré entre les plaques de verre pour former

les puits permettant le dépot des échantillons.

Avant de déposer les échantillons, ceux-ci ont été précipités de facon a éviter les
interférences produites par des concentrations salines élevées lors de la migration
électrophorétique. Afin de précipiter les protéines contenues dans les échantillons protéiques
dosés précédemment selon la méthode de Bradford, chaque échantillon (1 mL) a été traité
avec de 'acétone 100 % (8 mL) et de I'acide trichloroacétique 100 % (1 mL), puis conservés
une heure a -20 °C. lls ont ensuite été centrifugés a 11500 g pendant 15 min a 4 °C. Les culots
ont été repris dans 20 uL de tampon Tris 20mM ph 8,8 et 5 uL de tampon de charge (Tris 80
mM, glycine 200 mM, SDS 0,1 % (p/v), glycérol 7 % (v/v), bleu de bromophénol 0,1 % (v/v),
DTT 40 mM, pH 8,8). Les protéines ont été dénaturées par incubation a 100 °C pendant 10 min
puis 10 pg de protéines ont été déposés (volume de 10 a 20 pL selon les échantillons) dans les

puits du gel.

La migration des échantillons a été réalisée avec un appareil Mini-Protean® Tetra
vertical (Biorad) sous 90 V pendant 2 h dans du tampon Tris-glycine (1,92 mM, 25mM Tris,
0,1 % SDS (p/v), pH 8,3). La masse moléculaire des échantillons a été estimée a l'aide du

marqueur PageRuler™ unstained broad range Ladder (Thermo Scientific).

4.2. Coloration des gels

Le gel a été placé pendant une nuit dans une solution de coloration composée de 40 %
d’éthanol (v/v), 7 % d’acide acétique (v/v), 0,0025 % (p/v) de bleu de Coomassie (Brillant Blue
R, Sigma) sous agitation douce. Le gel a ensuite été décoloré dans plusieurs bains successifs
de solution de décoloration (40 % éthanol (v/v) et 7 % acide acétique (v/v). Lorsque les bandes
sont apparues, le gel a été rincé a I'eau milliQ®. Les bandes protéiques ont été visualisées a

I'aide d’un systéme Fusion FX-7 (Vilbert Lourmat).
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5. Spectrométrie de masse
5.1. MALDI-TOF

Cette méthode est basée sur la désorption et l'ionisation des molécules d’un
échantillon sous vide a I'aide d’un laser. Les particules sont désorbées d’'une matrice cristallisée
contenant I'échantillon a analyser ayant été déposé sur une plaque inerte, puis les particules
sont accélérées dans un champ électrique. Les ions vont étre séparés en fonction du temps
mis pour traverser I'analyseur a temps de vol (TOF). Ce temps est proportionnel a la masse (m)
et la charge (z) de chaque ion. Par définition, le MALDI-TOF est une spectrométrie de masse a
ionisation douce, ce qui signifie que la charge des molécules produites est généralement de 1.
Lappareil utilisé était un spectrophotométre Voyager-DE™ Pro (Aplied Biosystems, AB-Sciex).
L'échantillon a été co-cristallisé avec une matrice d’acide a-cyano-4-hydroxycinnamique puis

déposé sur une plaque en inox (Figure21).

laser UV Tube de vol Détecteur
sous vide
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Figure 21. Schéma présentant un spectrométre de masse MALDI-TOF.

Sous l'effet d’un laser les molécules d’un échantillon co-cristallisés avec une matrice sont
désorbées et ionisées. Elles sont ensuite séparées en fonction de leur rapport m/z puis
visualisées au niveau du détecteur. http://disciplines.ac-montpellier.fr/biotechnologies/
ressources/microbiologie/identification-de-micro-organismes-par-spectrometrie-de-masse-
maldi-tof-ms

5.2. Chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse

Cette technique permet d’utiliser la chromatographie de partage sur colonne de phase
inverse puis d’identifier et d’analyser tous les composants sortant de la colonne par un
couplage avec un spectrometre de masse. Une chaine Ultimate 3000 micro-CLHP (Thermo
Scientific) a été utilisée avec une colonne Zorbax 300 SB C18 (Imm x 150 mm, 3,5 um, 300 A)

(Agilent Technologies) couplée un spectrométre de masse. Il s’agit d’un spectrometre par
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ionisation par électronébulisation QSTAR PULSAR (Applied Biosystem) hybride constitué d’'un
qguadripole couplé a un temps de vol (ESI-qQ TOF). Aprés injection de I'échantillon (2 uL) sur la
colonne, celle-ci est éluée par un gradient de 0 a 80 % ACN (v/v) dans 0,1 % AF en 60 min avec
un débit de 40 pL.min. Les composés sortant de la colonne ont été détectés a 226 nm et la
source ESI a été utilisée en mode positif avec une tension de pulvérisation de 100eV.

IV. Méthodes de bio-informatique
1. Recherche et validation des amorces pour la PCR

Les différentes amorces utilisées lors de cette étude ont été analysées et validées par
les programmes Primer3 Plus (https://primer3plus.com/) (Untergasser et al., 2012) et
OligoAnalyzer  (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Ces programmes
permettent de déterminer la température de fusion (Tm) de chaque amorce, la probabilité de

structure en épingle a cheveux, les diméres et les hétérodiméres des amorces.

2. Recherche in silico de similarités de séquences

La présence de halC8 et halH4 et des protéines ProC8 et ProH4 a été recherchée parmi
la base de données GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) en utilisant les
algorithmes BLASTN, BLASTP (Altschul et al., 1990 ; Zhang et al., 2000) et TBLASTN (Gertz et
al., 2006). BLASTN compare des séquences nucléotidiques entre elles. BLASTP compare des
séquences protéiques entre elles, tandis que TBLASTN compare une séquence protéique
contre une base de données de séquences nucléotidiques traduites en séquences protéiques.
Les parametres par défauts ont été utilisés pour les 3 algorithmes ainsi que la matrice BLOSUM
62 (Henikoff et Henikoff, 1992) pour les algorithmes BLASTP et TBLASTN. Le score va
permettre d’évaluer la pertinence des résultats. Les scores obtenus sont égaux ou inférieurs
a celui de la séquence d’intérét et résultent des identités en acides aminés entre les 2
séquences mais également du taux de recouvrement des séquences comparées. Pour HalH4,
les séquences de la base de données GenBank correspondent a la souche Hfx. mediterranei
ATCC33500, et pas a la souche Hfx. mediterranei DSM1411 utilisée dans nos expériences au
laboratoire. Ces 2 souches sont identiques a la souche isolée de la saline d’Alicante Hfx.
mediterranei R4, qui a été déposée dans la collection américaine sous le numéro ATCC33500

et dans la collection européenne sous le numéro DSM1411.

3. Analyses des séquences protéiques

La recherche de phases ouvertes de lecture a été réalisée a I'aide du programme ORF

finder (https://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html).

La recherche d’une séquence de peptide signal, qui permet I'adressage d’un peptide
ou d’une protéine dans un compartiment cellulaire chez les archées a été réalisée par le

programme signalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Armenteros et al., 2019 ;
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Nielsen et al., 2019). Les structures secondaires des précurseurs ProC8 et ProH4 ont été
recherchées avec le programme JPRED (http:// www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4)
(Drozdetskiy et al., 2015).

La recherche de domaines conservés dans la séquence des protéines a été réalisée a
I’aide du programme CDART (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.
cgi) (Geer et al., 2002), dans la base de données Pfam (https://pfam.xfam.org/) (El-Gebali et
al., 2019) et dans la base de données de classification des familles de protéines InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/protein/UniProt/Entry) (Mitchell et al., 2019). La recherche
d’hélices transmembranaires a été réalisée a l'aide du programme TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) (Krogh et al., 2001).

4. Alignements multiples

Les alignements multiples des séquences nucléotidiques ont été générés grace au
logiciel Multalin (Corpet, 1988) (http///multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) en utilisant la
matrice DNA-5-0. Les alignements multiples de séquences protéiques ont été réalisés grace
au logiciel ClustalW (Thompson et al., 1994) en utilisant les matrices Blosum62 et PAM250
(Dayhoff, et al., 1978). Les valeurs de pénalités pour un espace sont celles associées par défaut

aux matrices.
5. Arbre phylogénétique

Les arbres phylogénétiques ont été réalisées grace au programme Phylogeny avec une
analyse a la carte (Dereeper et al., 2008) (https://www.phylogeny.fr/). Les alignements
multiples ont été réalisés avec le logiciel Clustal W, les alignements multiples ont été affinés a
I"aide du logiciel Gblocks (Castresana, 2000). Les arbres ont été construits par la méthode du
" Neighbour joining " (Gascuel, 1997) avec un rééchantillonnage des données de 1000 et ont

été dessinés a I'aide du logiciel TreeDyn (Chevenet, et al., 2006).
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CHAPITRE 1

HalC8 est un peptide antimicrobien fréquemment rencontré
chez les archées halophiles.

Comme nous l'avons vu précédemment, HalC8 est un peptide antimicrobien de 7,4 kDa
produit par la souche Natrinema sp. AS7092 isolée du lac salé Chaidan en Chine (Li et al., 2003).
Le géne halC8 code un précurseur de 283 acides aminés nommée ProC8 (Figure 22). Ce dernier,
aprés clivage puis maturation, via un mécanisme inconnu a ce jour, libére le peptide mature
actif HalC8. Une protéine d’'immunité Hall de 17,7 kDa, protégeant la souche productrice
contre l'activité de HalC8, est également libérée, ainsi qu’un peptide signal de 40 acides
aminés. Ce dernier possede, en région N-terminale, une séquence consensus typique d’'un
signal de sécrétion de type Tat (Twin arginine translocation) (Sun et al., 2005). La voie Tat
permet la translocation de peptides et de protéines repliés a travers la membrane

cytoplasmique, via la reconnaissance d’un motif Arg-Arg (Palmer et Berks, 2012).

1kb
halC8
MKEDNNTSEESGRIN@\IVLKTVGAAGLFAAGSTGMAAAAD
l SLSQAEEPKLLTGTEKRTLARELAKTPAFRELAQRARADGA
Précurseur ProC8 '[I:D' & QIRSDADSIVAGYARGEDFAREVVQYDLENLTDAAEASIVI
29,4 kDa (283 aa) GRNPETGEIEVANLDYYYETDDGVLDEVHRFEPTNASETDG
X ¥ VQSAATSDGATVIAVDTDAIREAQNSEIDVDESSPSNAAPT

Peptidesignal _D_c

Clivages

4,3 kDa (40 aa) protéolytiques
Protéine d’immunité Hall HalC8 mature
N e N ™= C
17,7 kDa (167 aa) -:]- D 7,4 kDa (76 aa)

Figure 22. Clivage et maturation du précurseur ProC8 codé par le géne halC8 chez la souche
Natrinema sp. AS 7092.

ProC8 est constitué en partie N-terminale par un peptide signal, surligné en gris clair,
comprenant une séquence Tat caractérisée par le motif Arg-Arg (entouré), puis par HalHI dont
la région hélicel-boucle-hélice2 essentielle pour I'immunité est soulignée. Enfin, en partie C-
terminale, la séquence de HalC8 mature est surlignée en gris foncé et les résidus de cystéine
sont en gras et soulignés. D’apres Besse et al., 2015.

Le précurseur ProC8 présente une structure originale puisque pour la premiere fois, la
protéine d’'immunité et le peptide antimicrobien sont codés par un seul et méme géne halC8.
Chez la plupart des PAMs de procaryotes, les bactériocines de la classe Il des bactéries a Gram

positif, les colicines a activité nucléasique et les microcines de classe 2 des bactéries a Gram
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négatif, la protéine d'immunité et le peptide antimicrobien sont codés par différents génes
(Cascales et al., 2007 ; Oppegard et al., 2007 ; Vassiliadis et al., 2011 ; Perez et al., 2018).

Un groupe de génes (Figure 23) pourrait étre impliqué dans la production de HalC8. En
effet, cinq génes codant des protéines aux fonctions putatives de régulation et d’export ont
été identifiés en amont et en aval du géne halC8 (Mei et al., 2006). Cette organisation
génétique n’a jamais été décrite précédemment pour une halocine, mais seulement dans la
production de bactériocines, de colicines et de microcines (Cascales et al., 2007 ; Duguesne et
al.,2007 ; Diep et al., 2009 ; Kuipers et al., 2011). En amont de halC8, on trouve le gene halR,
qui posséde des identités de séquence avec des génes codant un régulateur transcriptionnel
et le géne halU, qui code une protéine transmembranaire dont la fonction est inconnue (Mei
et al., 2006). En aval de halC8, les génes halT1, halT2 et halT3 codent des protéines qui
pourraient étre impliquées dans I'export de HalC8 via un systéme de transporteur ABC (Mei et
al., 2006).

1kb

e gl | 4

halUu halr halC8 halT1 halT2 halT3

Figure 23. Organisation du groupe de génes entourant le géne halC8 chez la souche Natrinema
sp. AS 7092 (GenBank, numéro d’accession DQ137141).

Le nom des génes est écrit en dessous du gene. Le géne halU code une protéine dont la
fonction est inconnue, halR code un putatif régulateur transcriptionnel, halT1, halT2 et halT3
coderaient des protéines impliquées dans I’export de HalC8.

De précédentes études ont montré que HalC8 était également produite par des
souches d’archées d’origine algérienne de l'ordre des Natrialbales et de la famille des
Natrialbaceae, appartenant toutes au genre Natrinema (Imadalou-ldres et al., 2013 ; Meknaci
et al., 2014 ; Besse et al., 2015 ; Quadri et al., 2016).

Il nous a alors semblé intéressant d’étudier la présence du géne halC8 codant ProC8
chez des archées halophiles dans différents milieux hypersalins et de déterminer si seules les

archées du genre Natrinema produisaient cette halocine.

I. Recherche in silico de similarités de séquences du géene halC8 et
du précurseur ProC8

Afin de découvrir quelles souches produisent HalC8, des analyses in silico de recherche
de similarités de séquences dans la base de données GenBank ont été réalisées, en utilisant

soit la séquence nucléotidique de halC8 (GenBank, numéro d’accession DQ137141) soit la
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séquence en acides aminés du précurseur ProC8 (GenBank, numéro d’accession AAQ82548)
provenant de la souche de Natrinema sp. AS7092.

En utilisant l'algorithme BLASTN, qui compare des séquences nucléotidiques entre
elles, on observe que les souches de Nnm. altunense JCM12890, Natrinema salaciae
DSM25055, Natrinema sp. SWI15, Haloterrigena thermotolerans DSM11552 et Haloterrigena
turkmenica DSM5511 possedent un gene halC8 complet de 880 pb codant le précurseur ProC8.

Pour compléter I'étude, les algorithmes BLASTP et TBLASTN ont été utilisés a partir de
la séquence en acides aminés du précurseur ProC8. Plusieurs précurseurs ProC8 ont été
identifiés chez les genres Natrinema, Haloterrigena, Haloferax, Halobacterium et 2 souches
non affiliées (JO7HX5 et JO7HB67) isolées du lac Tyrrell en Australie (Podell et al., 2013). La
séquence de ProC8 pouvant se subdiviser en 3 régions bien distinctes (peptide signal, Hall, et
HalC8, Figure 22, page 50), des recherches in silico ont été a nouveau réalisées soit avec la
séquence d’Hall soit avec la séquence de HalC8. Les résultats obtenus (Tableau 4) montrent
gu’il existe clairement deux groupes de séquences. Les séquences issues des genres Natrinema
et Haloterrigena présentent des similarités pour les séquences Hall et HalC8 (Tableau 4). Ces
2 genres phylogénétiquement trés proches appartiennent a la famille des Natrialbaceae
(Gupta et al., 2015). Par contre, les souches des genres Haloferax et Halobacterium présentent
uniquement de fortes similarités de séquences pour HalC8, mais aucune pour Hall (Tableau 4).
Ces deux derniers genres appartiennent respectivement aux familles des Haloferaceae et

Halobacteriaceae (Gupta et al., 2016a).

Une nouvelle analyse de recherche de similarités in silico a été réalisée au cours de la
rédaction de ce mémoire et a permis d’identifier de nouvelles séquences HalC8. Ainsi des
séquences HalC8 avec un précurseur ProC8 d’une taille proche de celle de ProC8 provenant de
la souche Natrinema sp. AS7092 (283 résidus) et la présence de 10 résidus de cystéine dans la
séquence de HalC8 (Figure 22, page 50) ont été trouvées chez d’autres espéces d’archées de
la classe des Halobacteria. Ainsi, une séquence HalC8 a été identifiée chez Halococcus
salifodinae  DSM8989 (GenBank numéro d’accession WP_161606962), Halopiger
goleimassiliensis 1IHH3 (GenBank numéro d’accession WP_049926653), Halorussus
amylolyticus YC93 (GenBank numéro d’accession WP_132057731), Halorussus salinus YJ-37-H
(GenBank numéro d’accession WP_135852295), Halostella pelagica DL-M4 (GenBank numéro
d’accession WP_138798054), Natronorubrum sediminis CGMCC 1.8981 (GenBank numéro
d’accession WP_175459731). De méme on retrouve HalC8 chez des archées n’appartenant pas
a la classe des Halobacteria : Archaeoglobus fulgidus VC-16 (GenBank numéro d’accession
AAB89672), Methanosarcina sp. WWM596 (GenBank numéro d’accession WP_052722646) et
Methanosarcina mazei ZM-15 (GenBank numéro d’accession WP_163645616). L'identification

de ces nouvelles séquences étant récente, elles n"apparaitront pas dans la suite de I'étude.
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Tableau 4. Recherche de similarités de séquences, a I'aide des algorithmes BLASTP ou TBLASTN, de la protéine d’'immunité Hall et de HalC8
provenant de la souche Natrinema sp. AS7092.

. Hall HalC8
Souche :umero . o, taux de " taux de
accession score Identité (%) score Identité (%)
recouvrement (%) recouvrement (%)
Natrinema sp. AS7092 AAQ82548 100 100 100 100
Précurseur halocine C8% [Natrinema sp. SWI15] AlI25935 404 97 100 154 100 100
Précurseur halocine C8% [Nnm. altunense JCM12890] ELY84479 343 99 87 153 100 100
Précurseur halocine C8% [Natrinema sp. SS19] All25940 308 74 100 115 70 100
Précurseur halocine C8% [Htg. salina JCM13891] ELZ21917 269 78 83 143 91 100
Précurseur halocine C8% [Nnm. pellirubrum JCM15624] ELY70477 206 56 98 127 80 98
Geéne hypothétiqueb [Natrinema sp. J7-2] CP003412 184 85 53 142 95 100
Précurseur halocine C8% [Nnm. gari JCM14663] WP_008456182 101 86 27 137 92 100
Protéine hypothétique® [Htg. thermotolerans DSM11552] ELZ16389 81.6 41 65 65,5 49 98
Halocine C8 (TBD)® [Hfx. gibbonsii ATCC33959] WP_004975848 ND ND ND 85,9 58 93
Halocine C8 (TBD)? [Hf. lucentense DSM 14919] WP_004064530 ND ND ND 85,9 58 93
Halocine C8 (TBD)® [Hfx. alexandrinus JCM10717) ELZ89596 ND ND ND 85,9 58 93
Halocine C8 (TBD)? [Hfx. volcanii DS2] ELY31431 ND ND ND 85,9 58 93
Gene hypothétique® [Hfx. gibbonsii ARA6] CP011947 ND ND ND 85,5 58 93
Géne hypothétique, plasmide pHV4ID [Hfx. volcanii DS2] CP001955 ND ND ND 85,5 58 93
Géne hypothétique, mégaplasmide 2° [Halobacterium sp. GN101] EU080936 ND ND ND 69,7 50 97
Protéine hypothétique JO7HB67_00644% [archaéon halophilique JO7HB67] ERH11636 ND ND ND 57,8 41 97
Protéine hypothétique® [Hfx. larsenii JCM13917] WP_007541953 ND ND ND 63,9 47 97
Protéine hypothétique® [Hbt. salinarum R1] WP_012289233 52 33 41 52 38 98
Gene hypothétique, plasmide pNRC200® [Hbt. sp. NRC-1] AE004437 52 33 41 43,5 40 96
Protéine hypothétique JO7HX5_02037° [archaéon halophilique JO7HX5] ERG89865 ND ND ND 60,8 47 94

? BLASTP, b TBLASTN, ND : non détécté
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Il. Analyse par amplification PCR du géene halC8

Les analyses in silico ont révélé que halC8 est bien conservé dans sa totalité au sein des
génomes de Natrinema et d’Haloterrigena. Pour confirmer que halC8 est une caractéristique
constamment retrouvée parmi ces deux genres, nous avons analysé par amplification PCR les
souches disponibles dans notre collection, commerciales ou non. Ainsi, deux couples
d’amorces spécifiques ont été utilisés (Annexe 2), le premier amplifie une séquence compléte
de halC8 (halC8-F/halC8-R) tandis que le second amplifie une séquence incompléte de halC8
codant une large région Hall-HalC8 (halC8-Imm-F/halC8-Imm-R).

Avec le premier couple d'amorces (halC8-F/halC8-R) des amplicons de 1058 pb ont été
obtenus chez les souches de Nnm. altunense JCM12890, Nnm. ejinorense DSM18194, Nnm.
salaciae DSM25055, Htg. jeotgali DSM18794, Htg. salina JCM13891, Htg. thermotolerans
DSM11552 et Htg. turkmenica DSM5511. Apres clonage, les amplicons ont été séquencés puis
les séquences nucléotidiques traduites. Pour Nnm. altunense JCM12890 la séquence de ProC8
obtenue lors de cette étude (KX382973) est identique a celle déposée dans GenBank
(ELY84479). Par contre chez Htg. salina et Htg. thermotolerans les séquences de ProC8
obtenues lors de cette étude different de celles déposées dans GenBank. Ainsi, les séquences
obtenues lors de cette étude sont nommées Htg. salinal (KX382979) et Htg. thermotoleransl
(KX382978), tandis que Htg. salina2 (ELZ21917) et Htg. thermotolerans2 (WP_006648340)

correspondent aux séquences issues de GenBank.

Avec le second couple d’amorces (halC8-Imm-F/halC8-Imm-R) des amplicons de 651
pb ont été obtenus avec toutes les souches de Natrinema et Haloterrigena testées (Tableau
5). Ainsi, des amplifications du géne halC8 ont été obtenues notamment chez Nnm. ejinorense
DSM18194, Nnm. pallidum DSM15623, Nnm. versiforme DSM16034, Htg. hispanica
DSM18328, Htg. jeotgali DSM18794, Htg. limicola JCM13563, Htg. longa JCM13562 et Htg.
saccharevitans JCM12889, pour lesquelles I’analyse in silico de similarités de séquences ne
révélait pas la présence de halC8 ou de ProC8. (Tableau 5).

Le tableau 5 présente I'origine des différentes souches de Natrinema et Haloterrigena
testées lors de cette étude et récapitule les résultats obtenus par la recherche in silico de
similarités de séquences de ProC8 dans GenBank et les résultats des amplifications par PCR de

halC8 avec les amorces halC8-Imm-F/halC8-Imm-R.
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Tableau 5. Origine des différentes souches de Natrinema et Haloterrigena, résultats des
recherches in silico de similarités de séquences de halC8 et ProC8 et de I'amplification de halC8
par PCR avec les amorces halC8-Imm-F/halC8-Imm-R.

Souches Origine halC8 et ProC8 (in silico) halC8 (PCR)
Htg. hispanica DSM18328 Espagne - +
Htg. jeotgali DSM18794 Corée - +
Htg. limicola JCM13563 Chine - +
Htg. longa JCM13562 Chine - +
Htg. saccharevitans JCM12889 Chine - +
Htg. salina JCM13891 Mongolie + +
Htg. thermotolerans DSM11552 Porto Rico + +
Htg. turkmenica DSM5511 Turkménistan + +
Nnm. altunense JCM12890 Chine + +
Nnm. ejinorense DSM18194 Mongolie - +
Nnm. gari JCM14663 Thailande + +
Nnm. pallidum DSM15623 Morue salée - +
Nnm. pellirubrum DSM15624 Cuir + +
Nnm. salaciae DSM25055 Italie + +
Nnm. versiforme DSM16034 Chine - +
Natrinema sp. SSI9 Algérie + +
Natrinema sp. SWI15 Algérie + +

Les recherches de similarités de séquences a partir de la base de données GenBank et
les amplifications par PCR ont mis en évidence la présence du gene halC8 parmi toutes les

souches testées des genres Natrinema et d’Haloterrigena.

lll. Alignement multiple et analyse phylogénétique de ProC8

A partir des souches identifiées lors de la recherche in silico de similarités de séquence
du précurseur ProC8 et des amplifications par PCR de halC8, des alignements multiples des
séquences de HalC8 et de la région peptide signal-Hall ont été réalisés a l'aide du programme
Clustal W (Thompson et al., 1994). Pour HalC8, la séquence de I'halocine A4, isolée a partir
d’une souche halophile TuA4 non identifiée (Shang et Levya, 2007) a été rajoutée en raison de
I'homologie de sa séquence avec celle de HalC8 provenant de Natrinema sp. AS7092.
Lalignement réalisé a partir des séquences en acides aminés de HalC8, provenant de souches
de Natrinema, Haloterrigena, Haloferax et Halobacterium, montre une tres forte similarité de
séquences (Figure 24). Chez les séquences de HalC8 compléetes, on remarque que la position
de 10 résidus de cystéines est conservée, cet acide aminé pouvant étre impliqué dans la

formation de pont disulfure.
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Natrinema sp. SSI9* DIDVSGEeDTEKFAASQI®KV SVLSISIPVGGLSE®FGLVRIVETVADELS
Htg. salinalf DIDVSGEeDTE®KFAASQI®KV SVLSISIPVGGLS®FGLVRIV®TVADELS -
Htg. jeotgalif DIDITGESA GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVTVADEYS-
Htg. thermotoleransl? DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVTVADEYS-

N
[ee)
w

(€ 6GDAVAEEA®--DRAGL
€ 6GDAVAEEA®--DRAGL®
(€ 6GDAVAKEA®--NRAGL®
(€ 6GDAVAKEA®--NRAGL®

Nnm. salaciaef DIDIT GLLGITIPVAGLSELGFVEIVETVADEYS-€eGDAVAKEAS--NRAGL®
Htg. turkmenicat DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVTVADEYS-€eGDAVAKEAS--NRAGL®
Nnm. ejinorensef DIDIT GLLGITIPVAGLSELGFVEIVETVADEYS-€eGDAVAKEAS--NRAGL®
Nnm. altunense®? DIDIT GLLGITIPVAGLSELGFVEIVETVADEYS-€e6GDAVAKEAS--NRAGL®

Natrinema sp. SWI15" DIDIT
Natrinema sp. AS7092" DIDIT

GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVETVADEYS
GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVTVADEYS-

(€ 6GDAVAKEA®--NRAGL &
[€[¢GDAVAKEA®--NRAGL®

Nnm. versiformet DIDIT GLLGITIPVAGLS[®¢LGFVEIVeTVAD

Strain TuA4 DIDIT GLLGITIPVAGLSSLGFFVITE®TTSADYY-SIPDSNAAK

Htg. hispanicat DIDIT GLLGITIPAAGLS TVAD

Nnm. gari® DIDIT GLLGITIPVAGLS TVADEYS -[¢/[6éGDAVAKEA&- -NRVGLe
Natrinema sp. J7-2" DIDIT GLLGITIPVAGLS TVADEYS -[¢/[6éGDAVAKEA&- -NRVGLe
Htg. salina2” DIEVT GFLGITIPVAGLS TVADEYS -[¢[6éGDAVAEEA®--DRAGL®
Nnm. pallidum’ DIEVT GFLGITIPVAGPS TVAD

Nnm. pellirubrum’ QIDVT GFLGITVPVAGLS TVADEYS-€6¢GDAVAEEA®--DRADL
Hfx. gibonsii” DVDID GLTGIAVPIAGLT, DVADALS-[¢[6GEAVAEE -DRT
Hfx. alexandrinus” DVDVD GLTGIAVPIAGLT DVADALS-[¢[6GEAVAEE -DRT
Hfx. lucentense” DVDVD GLTGIAVPIAGLT DVADALS-[¢[6GEAVAEE -DRT
Hfx. volcanii” DVDVD GLTGIAVPIAGLT DVADALS-[¢[6GEAVAEE -DRT

Hbt. salinarum NRC-1* VLNISS
Hbt. salinarum GN101* VLNISS

GLLGISV-VGGI
GLLGISV-VGGI

goounnnihnwnunu<K<K<KKOhhnHHNMKNONLNLNKNONhNN®NN®N

KVAEKAS -[¢6GDDLAATI[®KSSGLDV(eG
Hfx. larsenii” VLNISS GLLGISV-VGAV! YVAEKAS-{€¢GDDLAATI®KSSGLDVeGPNESGDIINVDIPYI
Htg. thermotolerans?2” ELNINS GLLGITV-VGPV! AERAS-[e[éGDDVAATL®KSSGLGV®GPDADGDIIDVDIPYF
Strain J07HX5" MNT; GLLGTSL-VGAV! AEKAS-[e[6GDDLAATI®KSSGIGV®GPNEDGDIIDADIPYI
Hbt. salinarum R1” ELDVS GVLGISV-VGGV! KVAEAATDEOGDSIGATI@®KSSGIGV®GPDKPGEITIEVPLPNI
Strain J07HB67" KFDVTE GLLGLSV-VGAV! ALDELS-{¢[éGDDVAATI®KSTGFDV®PDSRPGDPIG-NVPYI

Figure 24. Alignement multiple, obtenu a I'aide du programme ClustalW, de la séquence en acides aminés de HalC8.

* Séquences identifiées lors de I'analyse in silico (GenBank), T séquences déterminées lors de cette étude. Les séquences de Htg. hispanica, Nnm.
pallidum et Nnm. versiforme sont incomplétes car elles ont été obtenues avec les amorces (halC8-Imm-F/halC8-Imm-R) qui permettent seulement
d’obtenir une amplification partielle de halC8. La séquence de I'halocine A4 provient de la souche TuA4 (Shand et Levya, 2007).

A chaque position, un surlignage noir indique les résidus présents dans toutes les séquences. Un surlignage gris indique les résidus présents dans
une majorité des séquences ou appartement a une méme catégorie, c’est-a-dire : acides aminés hydroxylés (S, T), aliphatiques (A, G, |, L, P, V),
aromatiques (F, Y, W), acides (D, E) ou basiques (H, K, R).
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Lalignement de la séquence N-terminale comprenant le peptide signal et Hall a été
réalisée uniquement avec des séquences isolées chez des souches de Natrinema et
Haloterrigena. Celui-ci (Figure 25) montre un peptide signal avec une forte homologie de
séquence. On retrouve le double motif d’arginine du signal Tat en position 16-17 chez toutes
les séquences complétes et le triplet d’alanine localisé juste avant le site de clivage se retrouve
chez pratiguement toutes les séquences complétes. Les régions de structure secondaire
définies par Mei et al. (2008) sont également retrouvées dans les séquences de Hall (Figure
25), en particulier le motif hélicel-boucle-hélice 2 dont le role est essentiel a la fonction
d’'immunité de Hall vis-a-vis de HalC8. (Mei et al., 2008). Les hélices 3 et 4 de Hall sont
également conservées chez toutes les séquences, mais ces 2 hélices ne semblent pas avoir de

role dans la propriété d‘immunité. (Mei et al., 2008).
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1 93
Natrinema sp. SSIO" E OAEEVKLIdTET ORMRADGAEIRSDIDSVIHA
Htg. salinall M OAEEVKLMTET OR?: caETRSDDSVIN
Natrinema sp. AS7092" M OAEEPKLIWTET| QRHRADGAQIRSDHDSIVH
Nnm. altunense™f w QAEEPKILIFT(eT) ORIZ GAQIRSDHDSIVH
Htg. turkmenica' M OAEEPKLIWTET| QRHRADGAQIRSDHNSIVH
Htg. jeotgalil M OAEEPKLWTET| OR?: GAQIRSDHDSIVH
Nnm. salaciael w OAEEPKLIFTeT QRHRADGAQIRSDHDSIVH
Nnm. ejinorenseT M QAEEPKLIFT(ET) A GAQIRSD!: SIVH
Natrinema sp. SWI15" M QAEEPKLIFT(ET QORY: GAQIRSD!; SIVH
Htg. hispanica' EEPKLITET QRHRADGAQIRSDHDSIVH
Htg. thermotoleransl! [YKENNNTSEENGRENNGNZIKTIEANELFAAGSTGM Y ADHLEOAEEPKLITET OR': GAQIRSDHDSIVH
Nnm. versiforme' EEPKLIfT(eT) QR!RADGAQIRSD!DSIV!
Nnm. gari”
Natrinema sp. J7-2"
Htg. salinaZ2" YK DNNELEEGS GHN NI PK TIe AN LFAAGS TGMYNAAGDLEQAEEAK ORMRADSAQVRTDIDGVVIA
Nnm. pallidum' EEPK QRN SAQVRTDHDG A
Nnm. pellirubrum’ N TEDER - SDDKTGRDIN Ty 2R TNZe TINEVLATGTAGVIN Y GSQFSRAEET Q—HREDGNLIRNEHDGVTH
Htg. thermotolerans2” MSVSVLYLVA-DGTES-DPITI LETETELGYEFEFEEDAIDE

. : , . ' ,

Peptide signal Tat Hélice 1-boucle-hélice 2

Figure 25. Alignement multiple, obtenu a I'aide du programme ClustalW, de la séquence en acides aminés du peptide signal et de la protéine
d’'immunité Hall chez les souches de Natrinema et Haloterrigena.

* Séquences identifiées lors de I'analyse in silico (GenBank), T séquences déterminées lors de cette étude. Les séquences de Htg. hispanica, Nnm.
pallidum et Nnm. versiforme sont incomplétes car elles ont été obtenues avec des amorces (halC8-Imm-F/halC8-Imm-R) qui permettent
seulement d’obtenir une amplification partielle de halC8.

Les fleches noires indiquent le motif arginine-arginine caractéristique du peptide. La fleche rouge indique le site de clivage du peptide signal. Le
peptide signal et les éléments de structure secondaire sont indiqués en dessous des séquences.

A chaque position, un surlignage noir indique les résidus présents dans toutes les séquences. Un surlignage gris indique les résidus présents
dans une majorité des séquences ou appartement a une méme catégorie, c’est-a-dire : acides aminés hydroxylés (S, T), aliphatiques (A, G, I, L, P,
V), aromatiques (F, Y, W), acides (D, E) ou basiques (H, K, R).
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Natrinema sp. SSI9*
Htg. salinalt
Natrinema sp. AS7092"

NFKPTD--GPET------- ASDGAT---1IVS
NFKPTD--GPET----—--- ASDGAT---1IVS
NFEPTN--ASETDGVQSH
NFEPTN--ASETDGVQSI
NFEPTN--ASETDGVRSI
NFEPTN--ASETDGVRSI
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTN--ASETDGVRSI;
NFEPTG--GGESNGPQP!;
NFEPTG--GGESNGPQP!;
ATESADAAGSEQLETATI;

Nnm. altunense™!
Htg. turkmenicat'
Htg. jeotgalif

Nnm. salaciaef

Nnm. ejinorensef
Natrinema sp. SWI15"
Htg. hispanicat

Htg. thermotoleranslt
Nnm. versiformet
Nnm. gari®

Natrinema sp. J7-2"
Htg. salina2”

Nnm. pallidum?’

Nnm. pellirubrum®

TSDGAT---VIS
TSDGAT---VIS
TSDGAT---VIS
TSDGAT---VIS

Htg. thermotolerans2” EKVDLRYELSVSDYPSETGLSSIASTEPTIEKREIRPBRE
Hélice 3
182 207
Natrinema sp. SSI9” DAISDARNRETELNTTKSTDTAPSPA
Htg. salinalt DAISDARNRETELNTTKSTDTAPSPA
Natrinema sp. AS7092" DAIBRNEAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Nnm. altunense®t DAIEAQNSEIDIDESSPSNAAPTPA
Htg. turkmenicat DAIBREAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Htg. jeotgalit DAIREAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Nnm. salaciaet DAIEAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Nnm. ejinorensef DAIBREAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Natrinema sp. SWI15" DAIBREAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Htg. hispanicat DAIBREAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Htg. thermotoleransl! DAIREAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Nnm. versiformef DAIEAQNSEIDVDESSPSNAAPTPA
Nnm. gari” DAIZEAQNSEIDLDESSSSGTAPTPA
Natrinema sp. J7-2" DAIBRNEAQNSEIDLDESSSSGTAPTPA
Htg. salinal2* DAISEARNSELDPDQISPSGTAVTPA
Nnm. pallidum! DATISZEARNSELDPDQISPSGTAVTPA
Nnm. pellirubrum” AATBRVODGSTELDESGAGGTANGTVTT
Htg. thermotolerans2” ASVIZQFTNDLQRANAVTPAQSLPDLPD
L . —
Hélice 4

Figure 25 (suite)
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A partir des alignements multiples de séquences, des arbres phylogénétiques ont été
construits pour HalC8 et Hall. Larbre phylogénétique correspondant aux séquences de HalC8
montre clairement I'existence de 2 clades (Figure 26). Le clade | est composé uniquement des
séquences provenant des souches d’Halobacterium, Hfx. larsenii et Htg. thermotolerans2. Le
clade Il comprend les différentes séquences issues des souches de Natrinema et Haloterrigena
et comporte un sous clade comprenant les souches d’Haloferax a I'exception de celle de Hfx.
larsenii. On remarque que les 2 séquences d’Htg. salina 1 et 2 appartiennent au clade Il. Par
contre, pour les séquences d’Htg. thermotolerans, celle d’Htg. thermotolerans1 appartient au
clade Il avec toutes autres séquences d’Haloterrigena, tandis que celle d’Htg. thermotolerans2
se retrouve dans le clade | (Figure 26).

Strain JO7THB67" (ERH11636)
Hbt. salinarum GN101" (EU080936)

Hbt. salinarum NRC-17 (AAG20958)
0.72 Hfx. larsenii” (WP_007541953) I
Htg. thermotolerans2™ (WP_006648340)
Strain JOTHX5" (ERG89865)
Hbt. salinarum R1° (WP_012289233)
0,99, Natrinema sp. SSI9” (AI125940)
| Htg. salinal® (KX382979)
Hfx. alexandrinus™ (ELZ89596)
1.00 Hﬁr lucentense” (WP_004064530)

wa’mnn (WP_004043226)
onbonsn (WP_004975848)

Nnm. peifr’mbrmn (ELY70477)

0.06( Hig.salina2” (ELZ21917)

Nnm. pallidum™ (KX382980)

Hig. jeotgali’ (KX382977)

0.76| of g5 N1 gari” (WP_008456182)
_|- Natrinema sp.J7-2° (AFO55702) II

72| Natrinema sp.AS7092 (DQ137141)
Natrinema sp. SWI15" (AI125935)

Nnm. altunense™ (ELY84479, KX382973)
Nnm. ejinorense’ (KX382974)

Htg. turkmenica’ (KX382975)

0.4 Nnm. salaciae™ (KX382976)

Htg. thermotolerans1’™ (KX382978)

) 67— Ninm. versiforme’ (KX382981)
ﬂ;|_— Strain TuA4”

Htg. hispanica™ (KX382982)

0,96

0,66

Figure 26. Arbre phylogénétique, obtenu par la méthode du " neighbour joining", des
séquences de HalC8.

Léchelle indique le nombre de substitution par site. * Séquences identifiées lors de la
recherche in silico de similarités de séquences (GenBank), T séquences déterminées lors de
cette étude. Les numéros d’accession des séquences sont indiqués entre parenthéses. Larbre
consensus a été construit par une répétition de 1000 échantillonnage et la proportion de
boostrap supérieure a 60 % est indiquée au-dessus des branches.
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Larbre construit a partir de l'alignement des séquences d’Hall chez les souches
provenant des différentes espéces de Natrinema et d’Haloterrigena (Figure 27) montre une
trés grande proximité des différentes séquences avec des fortes valeurs de bootstrap (> 82 %),
a I'exception de la séquence provenant d’Htg. thermotolerans2 qui est la séquence la plus
distante. Ceci confirme la divergence observée entre les 2 séquences d’Htg. thermotolerans
(Figures 26 et 27).

Htg. thermotolerans2”™ (WP_006648340)
Nnm. pellirubrum™ (ELY70477)

0.98 | Natrinema sp. SSI19° (AI125940)
Htg. salinal® (KX382979)

0.82f Htg.salina2™ (ELZ21917)
| Nam. pallicum™ (KX382980)

Natrinema sp.AS7092 (DQ137141)
Nnm. altunense™ (ELY84479, KX382973)

0.98_{

Hig.salina2” (ELZ21917)
Hig. thermotolerans1™ (KX382978)

Nnim. versiforme’ (KX382981)
Hig. jeotgali® (KX382977) 02

Htg. turkmenica' (KX382975)
Num. gari” (WP_008456182)
[ Natrinema sp.J7-2" (AFQ55702)
Nnm. salaciae’ (KX382976)

Natrinema sp. SWI15" (AII25935)
Nnm. ejinorense’ (KX382974)

igure 27. Arbre phylogénétique, obtenu par la méthode du " neighbour joining", des
séquences de Hall.

Léchelle indique le nombre de substitution par site. * Séquences identifiées lors de la
recherche in silico de similarités de séquences (GenBank), T séquences déterminées lors de
cette étude. Les numéros d’accession des séquences sont indiqués entre parentheses. Larbre
consensus a été construit par une répétition de 1000 échantillonnage et la proportion de
boostrap supérieure a 60 % est indiquée au-dessus des branches.

IV. Role putatif des protéines codées par les génes entourant halC8

Nous avons vu qu’un groupe de genes codant 5 protéines pourrait étre impliqué dans
la production de HalC8 chez Natrinema sp. AS7092 (Figure 23, page 51) (Mei et al., 2006).
Avant de chercher si cette organisation est retrouvée chez toutes les souches de Natrinema et
Haloterrigena, une réévaluation du role des protéines codées par les genes entourant halC8 a

été réalisé en recherchant d’éventuel domaines connus.

Le gene halU situé en amont de halC8 code la protéine HalU de 534 résidus (UniProt
numéro d’accession Q45FP0). Le programme TMHMM montre que HalU présente 12 hélices
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transmembranaires délimitant 5 boucles extracellulaires et 7 boucles localisées dans le
cytoplasme. Bien qu’aucun domaine ne soit identifié par le programme CDART dans les bases
de données Pfam et InterPro, cette protéine appartiendrait a la super famille des facilitateurs
(données UniProt) qui assurent I'import et I'export de différents composés de petite taille (Law
et al., 2008). Cette famille de transporteurs est universellement présente dans les 3 domaines
du vivant (Pao et al., 1998), certains étant impliqués dans la réponse au stress.

HalR est une protéine de 269 résidus (UniProt numéro d’accession Q4L1M4)
homologue aux régulateurs transcriptionnels chez les archées halophiles. Elle posséde entre
les résidus 26 et 67 un domaine hélice-tour-hélice (HTH) liant I’ADN. Les régulateurs a domaine
de liaison a I'ADN de type HTH sont avec les régulateurs a domaine de liaison de ’ADN de type
RHH (ruban-hélice-hélice) I'un des deux groupes majoritaires de régulateurs transcriptionnels

chez les archées mais aussi chez les bactéries (Aravind et al., 2005).

HalT1 dont le gene forme une unité de transcription dont le sens est opposé a celui
des autres genes (Figure 23, page 51) est une protéine de 322 résidus (UniProt numéro
d’accession Q4LM3) présentant 6 hélices transmembranaires délimitant 3 boucles
cytoplasmiques et 2 boucles dirigées vers le milieu extérieur. Elle présente entre les résidus 2
et 279 les caractéristiques des transporteurs de la famille Al-2E (autoinducer 2exporter). Chez
les bactéries, ces protéines participent a I'efflux d’autoinducteurs du quorum sensing et
peuvent étre impliquées dans la formation de biofilm (Rettner et Saier Jr, 2010). HalT2 est une
protéine périplasmique de 359 résidus (UniProt numéro d’accession Q45FN9) qui
constituerait un des éléments du complexe transporteur ABC. Enfin, HalT3 est une protéine
de 550 résidus (UniProt numéro d’accession QA45FN8) présentant 10 hélices
transmembranaires. Elle présente deux domaines de transporteurs ABC de type 1 qui utilisent
I’hydrolyse de I’ATP pour permettre le transport de molécules (Biemans-Oldehinkel et al.,
2006). Chez HalT3, ces domaines sont localisés dans les régions 91-299 et 391-550. Ces 2
régions présentent respectivement 5 et 4 hélices transmembranaires et 2 boucles
cytoplasmiques (domaine de fixation du nucléotide ou NBD). Les domaines NBD se
comportent comme une ATPase avec un site de liaison de I’ATP, localisée dans la seconde
boucle cytoplasmique. Par contre aucun domaine a activité protéasique, responsable du

clivage du précurseur, n’est retrouvé dans la région N-terminale de HalT3.

V. Organisation génétique du groupe de genes impliqués dans la
biosynthese de HalC8

Nous savons que le gene hal C8 est retrouvé chez toutes les especes des genres
Natrinema et Haloterrigena. Nous avons alors recherché si le groupe de génes qui a été décrit
chez Natrinema sp. AS7092 se retrouvait chez ces 2 genres. Les phases ouvertes de lecture ont

alors été étudiées pour les souches de Natrinema et Haloterrigina dont le génome est connu
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et assemblé, afin de déterminer si les autres genes halU, halR, halT1, halT2 et halT3
potentiellement impliqués dans la production de HalC8 sont également conservés.

Chez Nnm. altunense, Nnm. pellirubrum, Nnm. gari, Natrinema sp. J7-2, 'organisation
génétique des genes en amont et en aval de halC8 présente de fortes similitudes avec celle
observée chez Natrinema sp.AS7092 (Figure 28). Les genes halU, halR, halC8, halT1, halT2 et
halT3 sont retrouvés a I'exception de halR chez Nnm. gari et Natrinema sp. J7-2. D'autres génes
codant des protéines de type transporteurs ABC sont retrouvés en amont du groupe de génes
impliquées dans la biosynthése de HalC8, chez Nnm. altunense, Nnm. gari, Nnm. pellirubrum
et Natrinema sp. J7-2. Chez Htg. salina2 seuls halU, halR, halC8 et halT1 (Figure 28) ont été
retrouvés. Cependant, chez cette souche, en amont du groupe de génes, on observe 2 génes
similaire a halT2 et halT3, codant 2 protéines impliquées dans le transport (ELZ21924 et ELZ
21923). Ces genes pourraient jouer le role de halT2 et halT3 chez Htg. salina2, mais dans ce
cas, les génes codant des protéines impliquées dans le transport de HalC8 seraient situés dans
2 régions distinctes du groupe de génes (Figure 28). La souche Htg. thermotolerans2 posséde
une organisation génétique tres différente de celle observée chez Natrinema sp. AS7092
(Figure 28). Les genes halU, halR, halT1, halT2 et halT3 sont absents. Cependant, des génes
codant des protéines transmembranaires (ELZ16388, ELZ16390 et ELZ16391) et des genes
codant des protéines de type transporteurs ABC (ELZ16392 et ELZ16393) ainsi qu’un géne

impliqué dans la régulation similaire a ha/lR (ELZ16394) ont été identifiés.

halTl
Natrinema sp. AS7092 5 - > ) ) E—
(DQ137141) halU halR  halC8 halT2 halT3
ELY84484
ELY70472 halll
Nnm. altunense . "
R Sy S ) S G S S — m— ) — — S— m—
Nnm. pellirubrum
ELY84486 ELY84485 ELY84483 ;117 halR  halCs halT2  halT3 ~ ELY84475
ELY70470 ELY70471 ELY70473 ELY70480
ELY79092 ELY79089
halTl
. AF055698 AF055701
Nnm. gari
Natrinema sp. 112 N ) S g S g S S — g ) S G— — m— m—
ELY79094 ELY79093 ELY79091 ...  sacs walT?  hars ELY79084
AF055696 AFO55697 AF055699 : AF055706
ELZ21922 halTl
Hig. salina2 S ) ) S G i — ) S ) e sy
ELZ21924 ELZ21923 ELZ21921 halU  halR halC8 ELZ21915
ELZ16390  ELZ16392 ELZ16393
Htg. thermotolerans?2 57 -—‘_—‘—_—_-* 3?

ELZ16388 halC8 ELZ16391 ELZ16394

Figure 28. Organisation génétique des genes entourant halC8 chez des especes de Natrinema
et Haloterrigena.

Le nom des genes et leur numéro d’accession sont indiqués en dessus ou en dessous des
genes. Les génes halC8 sont représentés par une fleche rouge, les génes codant un régulateur
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transcriptionnel sont représentés par une fleche bleue, les génes codant des protéines de type
transporteur ABC sont représentés par une fleche violette, les genes codant une protéine dont
la fonction est inconnue sont représentés par une fleche verte et les génes impliqués dans la
compétence sont représentés par une fleche jaune.

Pour les autres souches d’Halobacterium et les souches d’Haloferax, on ne retrouve
pas les genes rencontrés a proximité de halC8 dans le groupe de génes impliqués dans la
biosynthese de HalC8 chez Natrinema sp. AS7092.

Afin de savoir, si les autres souches de Natrinema et Haloterrigena possédant halC8
(Tableau 5, page 55), présentent une organisation génétique conservée, des amorces
spécifiques (Annexe 2) ont été dessinées pour amplifier halU (amorce halU-F/halU-R), halR
(amorce halR-F/halR-R), halT1 (amorces halT1-F/halT1-R), halT2 (amorce haltT2-F/halT2-R) et
halT3 (amorces halT3-F/halT3-R). Ces amorces ont été choisies en se basant sur l'alignement
des séquences des différents genes chez Natrinema sp. AS7092, Nnm. altunense JCM12890,
Nnm. gari DSM14663, Natrinema sp. 17-2, Nnm. pellirubrum DSM15624 et Htg. salina
JCM13891 (Figure 28). La souche de Nnm. altunense JCM12890 nous a servi de souche
référence pour valider ces différents couples d’amorces. Chez cette souche, aucune
amplification n’a été obtenue pour le gene halT1. Les résultats concernant les amplifications
des 4 autres genes halU, halR, halT2 et HalT3 sont portés dans le Tableau 6.

Tableau 6. Amplification par PCR des genes halU (amorces halU-F/halU-R), halR (amorces
halR-F/halR-R), halT2 (amorces haltT2-F/halT2-R) et halT3 (amorces halT3-F/halT3-R) chez
différentes souches de Natrinema et Haloterrigena.

Amplification des génes par PCR
halU halR halT2 halT3

Htg. hispanica DSM18328 - - + +
Htg. jeogali DSM18794 - -
Htg. limicola JCM13563 + -
Htg. longa JCM13562
Htg. saccharevitans JCM12889 - -
Htg. salina JCM13891

Htg. thermotoleran s DSM11552
Htg. turkmenica DSM5511
Nnm. altunense JCM12890*
Nnm. ejinorense DSM18194
Nnm. gari JCM14663

Nnm. pallidum DSM15623
Nnm. pellirubrum DSM15624 + +
Nnm. salaciae DSM25055 - -
Nnm. versiforme DSM16034 + -
Natrinema sp. SWI15 - -

* souche ayant servi a valider les amorces

Souches

+
1
+ + o+

+ o+ o+ o+ o+
+
1

+
' +
+ 4+ + + + + + + + + + + + + 4+

+ + + 4+ + + + 4+ o+ o+ o+
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Lamplification par PCR de halU, halR, halT2 et halT3 montre seulement la présence de
ces 4 génes chez Nnm. altunense JCM12890 (souche référence), Nnm. pellirubrum DSM15624,
Htg. salina JCM13891 et Htg. turkmenica DSM5511. Chez les 3 premieres souches,
I'organisation génétique du groupe de génes était connue (Figure 28, page 63) et donc ce
résultat était attendu. Chez la souche d’Htg. turkmenica DSM5551 I'amplification de halU,
halR, halT2 et halT3 n’implique pas que ces genes soient a proximité de halC8, comme c’est
d’ailleurs le cas chez Htg. salina2 et Htg. thermotolerans2 (Figure 28, page 63). Le gene halU
gui code une protéine transmembranaire, a été amplifié chez toutes les souches a I'exception
de Nnm. gari JCM14663, Nnm. salaciae DSM25055, Natrinema sp. SWI15, Htg. hispanica
DSM18328, Htg. Jeotgali DSM18791 et Htg. saccharevitans JCM12889. L'absence d’amplicons
chez ces souches n’entraine pas nécessairement que le gene halU n’existe pas chez ces
souches, dailleurs dans le groupe de genes entourant halC8, on retrouve halU chez Nnm. gari
JCM14663 (Figure 28, page 63). Le gene halR n’est que treés rarement amplifié, on le retrouve
uniquement chez les 4 souches ol les 4 génes halU, halR, halT2 et halT3 ont été amplifiés. Les
génes halT2 et halT3 qui codent des protéines probablement impliquées dans le transport sont
retrouvés chez la totalité des souches testées a I'exception de Htg. saccherivitans JCM12889,

ou halT3 n’a pas pu étre amplifié.

Contrairement a halR, les genes halU, halT2 et halT3 ont été amplifiés chez de

nombreuses souches des genres Natrinema et Haloterrigena (Tableau 6).

VI. Expression de HalC8 et activité antimicrobienne

La plupart des souches de Natrinema et d’Haloterrigena a notre disposition présente
en plus du géne codant le précurseur ProC8, des genes codant un régulateur et des genes
codant des protéines qui pourraient étre impliquées dans I'export de HalC8 vers le milieu
extérieur (Figure 28, page 63 ; Tableau 6 page 64). De facon a vérifier que halC8 est bien
transcrit, 'ARN de ces souches a été extrait en fin de croissance exponentielle (Besse et al,
2015) puis analysé apres RT-PCR avec le couple d’amorces préalablement utilisé (halC8-Imm-
F/halC8-Imm-R). En parallele, des tests antimicrobiens, par la méthode de diffusion en milieu
gélosé, ont été réalisés pour détecter une activité liée a la production de HalC8. Chez toutes

les souches testées, un ADNc donc une rétrotranscription de halC8 a été détecté.

Pour déterminer si ces souches produisent effectivement au moins une molécule
antimicrobienne, des surnageants de culture en fin de phase exponentielle ont été récupérés
pour toutes les souches de Natrinema et d’Haloterrigena. 1l est connu que HalC8 est un
peptide résistant au traitement par la chaleur (Li et al., 2003), c’est pourquoi les surnageants
avant d’étre déposés dans des boites de Pétri ont été portés a ébullition et filtrés. L'ébullition
permet d’éliminer une activité liée a la production éventuelle d’une deuxiéme halocine de

masse moléculaire élevée. La filtration (0,22 um) permet d’éliminer une éventuelle activité
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d’origine virale. Trois souches cibles ont été utilisées : Hrr. chaoviator ETR14, Hbt. salinarum
DSM3754 et Hrr. chaoviator ETD3 (Tableau 7). La souche d’Hrr. chaoviator ETD3 se révele la
plus sensible permettant la détection d’une activité antimicrobienne chez toutes les souches
testées.

Tableau 7. Activité antimicrobienne des surnageants bouillis et filtrés de cultures de
différentes souches de Natrinema et Haloterrigena sur 3 souches cibles.

Halo d'inhibition en mm sur 3 souches cibles

souche Hrr.chaoviator ETR14  Hbt. salinarum DSM 3754 Hrr. chaoviator ETD3
Htg. hispanica DSM18328 0 0 17
Htg. jeotgali DSM18794 0 0 15
Htg. limicola JCM13553 0 0 30
Htg. longa JCM13552 0 13 32
Htg. saccharevitans JCM12889 0 0 29
Htg. salina JCM13891 24 25 37
Htg. thermotolerans DSM11552 0 0 42
Htg. turkmenica DSM5511 0 0 30
Ntm. altunense JCM12890 26 44 53
Nnm. ejinorense DSM18194 0 15 24
Nnm. gari JCM14663 0 28 30
Nnm. pallidum DSM 15623 19 16 31
Nnm. pellirubrum DSM15624 0 16 21
Nnm. salaciae DSM25055 19 35 45
Nnm. versiforme DSM16034 24 27 46
Natrinema sp. SSI9 20 27 40
Natrinema sp. SWI15 24 20 30

La figure 29 illustre I'activité antimicrobienne en milieu gélosé contre la souche cible

d’Hrr. chaoviator ETD3 de différentes souches de Natrinema et Haloterrigena.

Figure 29. Test antimicrobien des surnageants de cultures bouillis et filtrés contre la souche
cible Hrr. chaoviator ETD3.

1 : Milieu de culture M372, 2 : Nnm. pallidum DSM15623, 3 : Htg. limicola JCM13563, 4 : Htg.
salina JCM13891, 5: Nnm. ejinorense DSM18194, 6 : Htg. jeotgali DSM18794, 7 : Htg.
turkmenica DSM5511, 8 : Natrinema sp. SWI15, 9 : Htg. hispanica DSM18328.
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VII. Purification de HalC8

Pour confirmer que l'activité antimicrobienne thermorésistante sur les souches Hrr.
chaoviator ETD3, ETR14 et Hbt. salinarum DSM3754 est due a la production de HalC8, le
peptide mature a été recherché dans des cultures de Natrinema SWI15 et Nnm. altunense
JCM12890. Ces souches ont été choisies en raison de leur forte activité antimicrobienne,
notamment sur la souche cible Hrr. chaoviator ETD3 (Tableau 7, page 66). Pour commencer
nous avons fractionné le surnageant d’une culture liquide de Natrinema sp. SWI15 sur une
cartouche Sep-Pak® C8. La fraction éluant a 80 % d’ACN, présentant I'activité antimicrobienne
la plus élevée a été fractionnée par CLHP en phase inverse sur une colonne Uptisphere® C4.
Les fractions obtenues ont été testées sur Hrr. chaoviator ETD3 et la fraction présentant la plus
forte activité a été a nouveau fractionnée sur la méme colonne. Lactivité antimicrobienne
contre Hrr chaoviator ETD3 a été testée avec les fractions du pic majoritaire éluant entre 16 et
17 min. Les fractions présentant une activité antimicrobienne ont été analysées en
spectrométrie MALDI-TOF. Un ion [M+H]* a m/z de 7443,91 Da a été détecté (Figure 30). La
masse mesurée correspond approximativement a la masse théorique d’aprés la séquence en
acides aminés de HalC8 (7441,63 Da).

[M+HT*
100 7443,91

90
80
70
60

50

Intensité %

40

30

20 ‘
3719.78 I

" L a2 74 1
P L4 \7630.12

4399.4 5799.8 7200.2 8600.6 10001.0

Masse (m/z)

Figure 30. Spectre MALDI-TOF de la fraction la plus active contre la souche cible Hrr.
chaoviator ETD3.

Cette fraction a été obtenue apres chromatographie sur colonne Uptisphere® C4 d’une fraction
purifiée a partir du surnageant d’une culture liquide de la souche Natrinema sp. SWI15.

Ce résultat s’étant révélé non reproductible, nous avons tenté une autre méthode de
purification en utilisant la souche de Nnm. altunense JCM12890 cultivée en milieu solide
(Meknaci et al.,, 2014). HalC8 a été isolée a partir des boites de Pétri par extraction

méthanolique des protéines et peptides de la gélose. Ensuite, la fraction active éluée d’une
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cartouche de Sep-Pak® C8 a 80 % ACN a été analysée par LC-MS avec un spectrometre de
masse ESI-gQ-TOF. Cette méthode permet de détecter précisément dans I'échantillon la masse
recherchée. A la sortie du chromatographe a la 52™¢ min, 2 pics ont été détectés sur le
spectromeétre de masse. Le premier présente un m/z de 1487,3526 et correspond a I'ion
[M+5H]* et le second présente un m/z de 1858,9384 et correspond a un ion [M+4H]** (Figure
31). Ces rapports m/z ont permis de déterminer une masse de 7431,752 + 0,011 Da. La masse
mesurée en ESI-gQ TOF révéle donc la perte de 10 Da par rapport a la masse théorique calculée
avec 10 cystéines (7441,63 Da). Ce résultat montre clairement que les 10 résidus de cystéine
retrouvés en position conservée dans les différentes séquences de HalC8 (Figure 24, page 56)
sont en fait impliqués dans la formation de 5 ponts disulfure, chacune des 10 cystéines perdant

un hydrogene lors de la formation des 5 ponts disulfure.
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Figure 31. Spectre ESI-gQ TOF de la fraction éluant a la 52eéme min sur la colonne Zorbax 300
SB 18.

Lextrait injecté sur la colonne provient de la purification d’une culture en phase solide de
Nnm. altunense JCM12890 purifiée sur cartouche de de Sep-Pak® C8.

VIII. Résultats complémentaires : spectre d’activité de HalC8

Les résultats obtenus lors de I'isolement de HalC8 chez Natrinema sp. AS7092 (Li et al.,
2003) montrent que cette halocine posséde un large spectre d’activité sur de nombreuses
archées halophiles comme Haloarcula hispanica ATCC33960, Hbt. salinarum ATCC33170,
Halococcus morrhuae DSM1309, Hfx denitrificans ATCC35960, Hfx. gibbonsii ATCC33959, Hfx.
volcanii ATCC 29605, Hrr. sacccharovorum ATCC29252, Hrr. trapanicum JCM9743 et Htg.
turkmenica DSM5511. Aucune activité n’avait été détectée contre la souche de Nnm.
versiforme JCM10478, ce qui s’explique par la présence de la protéine d’'immunité Hall chez
cette souche (Tableau 5 page 55 ; Figure 25, pages 58-59). HalC8 présente également une
activité contre des archées alcalophiles comme Natrialba magadii NCMB2190,
Natronobacterium gregoryi NCMB32189 et Natronomas pharaonis DSM2160 (Li et al., 2003).

Pour savoir si le spectre d’activité de HalC8 est restreint aux archées halophiles, nous
avons testé des surnageant de culture bouilli et filtré de Nnm. altunense JCM12890 et

Natrinema sp. SWI15 contre deux souches de bactéries halophiles extrémes, comme S. ruber
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DSM13855 (Antdn et al., 2002) abondante dans les milieux hypersalins (Antén et al., 2008 ;
Fernandez et al., 2014 ; Ventosa et al.,, 2014) et Lentibacillus halophilus DSM19123
(Tanasupawat et al., 2006), et quatre souches de bactéries halophiles modérées, comme
Halomonas sabkhae DSM19122 (Kharroub et al., 2208), Nesterenkonia halophila DSM16378
(Li et al., 2008), Oceanobacillus kapialis DSM23158 (Namwong et al., 2009) et Salinicoccus
siamensis DSM21576 (Pakdeeto et al., 2007). Les surnageants de Nnm. altunense DSM12890
et Natrinema sp. SWI15 présentent une activité antimicrobienne contre S. ruber DSM13855
avec des halos d’inhibition, respectivement de 25 et 15 mm. S. ruber est I'une des seules
bactéries halophiles extrémes dont I'adaptation a la salinité implique, comme chez les archées
halophiles extrémes, une accumulation intracellulaire de KCl et son protéome est

extrémement acide (Oren 2013).

Afin de vérifier si cette activité est réellement due a HalC8, des tests antimicrobiens

devront étre de nouveau réalisés contre S. ruber en utilisant HalC8 purifiée.

IX. Discussion

Dans l'introduction, nous avons vu qu’il existait peu de données concernant la
biosynthese et la production d’halocine chez les différentes especes d’archées halophiles.
HalC8 est synthétisée sous forme d’un précurseur ProC8 comprenant 3 régions, un peptide
signal Tat, une protéine d'immunité Hall et I'halocine mature. Des analyses de recherches de
similarités de séquences du précurseur ProC8 montrent que celui-ci est retrouvé chez les
genres Natrinema, Haloterrigena, Haloferax et Halobacterium (Tableau 4, page 53). Notre
récente recherche de similarités de séquences in silico a montré que la séquence de HalC8
était également retrouvée chez d’autres genres d’archées halophiles de la classe des
Halobacteria comme Halococcus, Halopiger, Halorussus, Halostella et Natronorubrum. Ainsi
HalC8 serait retrouvée chez des genres appartenant aux 3 ordres des Halobacteriales,
Haloferacales et Natrialbales, avec une large représentation des archées de la famille des
Natrialbaceae (Natrinema, Haloterrigena, mais aussi Halopiger et Natronorubrum). HalC8 est
également retrouvée chez des souches d’archées méthanogénes anaérobies du genre
Methanosarcina appartenant a la classe des Methanomicrobia et a la famille des
Methanosarcinaceae. Les especes du genre Methanosarcina sont des halophiles faibles dont
la croissance nécessite 3 a 60 g.L™* NaCl (Sowers et al., 1993). De méme, une séquence de
HalC8 est également retrouvée chez plusieurs souches d’Archeoglobus fulgidus appartenant a
la classe des Archaeoglobi et a la famille des Archaeaglobaceae. Les archées du genre
Archaeoglobus se retrouve dans les évents hydrothermaux et les gisements pétroliers. Elles
sont hyperthermophiles, sulfato-réductrices et trés faiblement halophiles avec un optimum
de croissance a 20 g.L'! NaCl (Klenk et al, 1997 ; Birkeland et al, 2017). Toutes les archées

possédant un gene halC8 appartiennent aux classes des Halobacteria, Methanomicrobia et
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Archaeoglobi qui se répartissent dans un méme cluster du phylum des Euryarchaeota (Hug et
al, 2016 ; Baker et al 2020). Nos résultats montrent également une vaste distribution de HalC8
chez des archées d’origine géographique tres diverse (Algérie, Asie, Australie, Europe, Porto-
Rico et USA) et de lieux d’isolement variés (aliments fermentés, fosse abyssale, lacs salé,
mines, salines et sols). Nos résultats sur la large distribution de HalC8 parmi les archées ont
été confirmés par la recherche de systémes toxiques dans les génomes d’archées (Marakova
et al. 2019).

Chez les souches des genres Natrinema et Haloterrigena, deux genres
phylogénétiquement tres proches, les séquences de la région N-terminale du précurseur
ProC8, contenant la protéine d’'immunité Hall et de la région C-terminale, correspondant a
HalC8, sont extrémement conservées. Chez les souches d’Haloferax et d’Halobacterium, seule
la région C-terminale présente une conservation au niveau de la séquence en acides aminés
de HalC8. Par contre, la région N-terminale présente une variabilité de séquence qui ne nous
permet pas de retrouver la protéine d’'immunité Hall typique de celle observée chez les

souches de Natrinema et Haloterrigena (Figure 25, pages 58-59).

Des amplifications par PCR de halC8 ont permis de confirmer que ce gene est
systématiquement retrouvé chez toutes les souches testées de Natrinema et Haloterrigena
(Tableau 5, page 55). HalC8 a été isolée pour la premiére fois dans le lac salé Chaidan en Chine
(Li et al.2003, puis chez différentes souches de Natrinema originaires d’Algérie (Imadalou-
Idres et al., 13 ; Meknaci et al., 2014 ; Besse et al., 2015 ; Quadri et al., 2016). Une analyse
phylogénétique basée sur les séquences en acides aminés de HalC8 des différentes souches a
révélé que ces différentes séquences de HalC8 appartiennent a deux clades distincts (figure
26, page 60).

Chez la souche de Natrinema sp. AS7092 ou I’halocine a été isolée pour la premiere
fois, le géne halC8 est entouré de genes aux fonctions putatives (Figure 23, page 51). Chez les
souches Nnm altunense JCM12890, Nnm gari JCM14663, Natrinema sp. 7-2, Nnm pellirubrum
DSM15634 et Htg salina JCM13891, les génes halU, halR, halT1, halT2 et halT3, putativement
impliqués dans les mécanismes d’export et de régulation de HalC8 ont également été
retrouvés, avec une organisation similaire a celle de Natrinema sp.AS7092 (Figure 28, page
63). Chez les autres souches de Natrinema et Haloterrigena, nous n’avons pas pu prouver la
présence de ces genes car les génomes sont incomplets. Des amplifications par PCR ont permis
de détecter halU, halT2 et halT3 dans de nombreuses souches testées de Natrinema et
Haloterrigena (Tableau 6, page 64), sans pouvoir prouver que ces génes soient proches de
halC8. Ces génes pourraient jouer un réle dans la biosynthése et la régulation de HalC8. Le
gene halU codant une protéine transmembranaire, a été largement retrouvé chez différentes
especes de Natrinema et Haloterrigena, mais jusqu’a présent le role de HalU dans la

biosynthese de HalC8 est toujours inconnu. Par contre, le geéne halR, qui pourrait étre impliqué
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dans la régulation transcriptionnelle de HalC8, n’est que trés rarement amplifié chez les
différentes souches de Natrinema et Haloterrigena (Nnm. altunense JCM12890, Nnm
pellirubrum DSM15624, Htg. salina JCM12889 et Htg. turkmenica DSM5511). Ceci implique
gue soit la séquence nucléotidique de halR est peu conservée, soit qu’un autre mécanisme de
régulation pourrait exister chez les autres souches testées. Chez les différentes espéces de
Natrinema et Haloterrigena, HalT2/HalT3 pourrait constituer un transporteur ABC et sa
protéine accessoire que I'on retrouve dans I'export de nombreux peptides antimicrobiens en
particulier les microcines (Duquesne et al., 2007 ; Vassiliadis et al, 2011). Les transporteurs
ABC sont présents dans les trois domaines d’organismes vivants (Higgins, 1992) et il a été
identifié de nombreux transporteurs de ce type dans les génomes des archées halophiles. Par
contre, contrairement a certains transporteurs ABC, on ne retrouve pas en région N-terminale
de HalT3, un domaine protéasique (Franke et al., 1999). Ceci implique nécessairement que la
maturation de ProC8 ne serait pas réalisée lors de son export vers le milieu extérieur. Enfin,
I'implication de HalT1, dont le géne est localisé sur une unité de transcription en sens inverse

a celle contenant halT2 et halT3, dans I’export de HalC8 reste a démontrer.

Toutes les souches de Natrinema et d’Haloterrigena testées expriment halC8 et
montrent une activité antimicrobienne importante contre les souches cibles, probablement
due a HalC8. En outre, HalC8 présente un large spectre d’activité sur les archées halophiles
extrémes (Li et al., 2003) ainsi que sur S. ruber, une bactérie halophile extréme. On observe
ainsi pour HalC8, une activité antimicrobienne interdomaine, phénoméne rarement observé
(Atanasova et al., 2013). Par ailleurs, il a été montré dans une précédente étude que parmi les
souches isolées de la saline d’Ichekaben en Algérie, la souche Natrinema sp. SWI15 présente
une activité antimicrobienne contre la souche Natrinema sp. SSI9, et vice-versa (Imadalou-
Idres et al., 2013). Nos recherches in silico de similarités de séquences ont montré que ces 2
souches possédaient un gene codant ProC8, mais qu’il y avait néanmoins 15 substitutions
d’acides aminés au niveau de la séquence de HalC8 (Figure 24, page 56). Si I’'on compare leurs
séquences de Hall (Figure 25, pages 58-59), la région hélice 1-boucle-hélice2, impliquée dans
I'interaction de Hall avec HalC8 est bien conservée, mais on observe 7 gaps dans la séquence
de Hall chez Natrinema sp. SSI9 et 9 substitutions d’acides aminés dans la région C-terminale
de Hall. Cette région ne semble pas spécialement impliquée dans I'immunité de Hall (Mei et
al., 2008) mais pourrait en ce qui concerne HalC8 chez les souches Natrinema sp. SSI9 et
Natrinema sp. SWI15 expliquer leurs activités croisées. Par ailleurs, ces 2 souches de
Natrinema appartiennent a 2 clades différents, tels que démontré par notre analyse
phylogénétique, aussi bien pour HalC8 que pour Hall (Figures 26 et 27, pages 60-61). Enfin, on
observe que les séquences en acides aminés de Hall-HalC8 de Natrinema sp. SSI9 et de Htg.
salinal JCM13891 sont totalement identiques (Figures 24, page 56 ; Figure 25, pages 58-59),
ce qui voudrait dire que la souche Natrinema sp. SSI9 pourrait en fait étre affiliée a I'espece

Htg. salina, mais des études taxonomiques plus poussées seraient nécessaires pour conclure.
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La purification de HalC8 a partir de Nnm. altunense JCM 12890 a permis de mesurer la
masse exacte de I’halocine secrétée. Cette masse, différant de 10 Da de la masse calculée a
partir de la séquence en acides aminés, montre que les 10 résidus de cystéine qui se trouvent
a des positions conservées dans la séquence de HalC8 (Figure 24, page 56) sont impliqués dans
la formation de 5 ponts disulfure. Un tel nombre de ponts disulfures dans un peptide de 76
résidus explique sa trés grande stabilité, sa résistance a la chaleur (1 h a 100 °C) et Ia
conservation de son activité antimicrobienne lorsque la concentration en NaCl du milieu
diminue (Li et al., 2003).

La majorité des résultats obtenus au cours de cette étude ont fait 'objet d’une
publication intitulée « Halocin C8, an antimicrobial peptide distributed among four halophilic
archaeal genera Natrinema, Haloterrigena , Haloferax and Halobacterium » dans la revue

Extremophiles (Annexe 5).
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CHAPITRE 2

HalH4 est une protéine antimicrobienne rencontrée chez
quelques souches d’archées halophiles.

HalH4 est une protéine a activité antimicrobienne purifiée a partir de la souche de Hfx.
mediterranei R4 (ATCC33500) isolée en Espagne dans la saline d’Alicante (Meseguer et
Rodriguez-Valera, 1985). Comme HalC8 et HalS8, HalH4 est biosynthétisée sous forme d’'un
précurseur. En effet, le gene halH4, localisé sur le mégaplasmide pHM300 de 322 kb, code un
précurseur ProH4 de 39,6 kDa (Figure 32) (Cheung et al., 1997). Le précurseur ProH4 présente
en partie N-terminale un peptide signal trés long de 46 acides aminés contenant dans sa région
N-terminale fortement cationique un doublet d’arginine caractéristique de la voie de
sécrétion Tat. Apreés clivage du précurseur (Figure 32), I’'halocine mature est une protéine de
34,9 kDa (Cheung et al., 1997), dont la cible primaire serait la membrane (Meseguer et
Rodriguez-Valera, 1996).

1 kb

halH4
MSKDRDGRRIT SRRGTLKKIGGFSLGALSFGAVGRTQAATGSSVTTA

DIAPPGPNGDPKSVQIDDKYTGAEMYGEGDFRVGLGTDLTMYPPVY

l RESLGNGSGGWEFDFTVCGSTACREVDSNGDVKEDDKAKEMWWQE T

NFNDINQDLYSRNDSDWVGSTPADTQPEFDYTDFALARDGVTLALT

. ALNPAMGSLALGATYFLSDMVNWIASQHEDDSSLKRKWDYDGLSGP

Precurseur ProH4 4T Fc LYPRDSSTYLLARDEMISNSYESFTIDNIAVAFPEFPVRTKYYVTET

39,6 kDa (359 aa) APDDPSTQSISTLEEEGIYRVPATEVAAARPPGSRRSKSAADEMVY
VADPKKFIEVEPVKNPSIPDRIYEETEQKKKQRSRKQ

Clivage
protéolytique

Petpide signal -I:I. C N _|:|_ C Halocine H4

4,7 kDa (46 aa) 34,9 kDa (313 aa)

Figure 32. Clivage, maturation et séquence du précurseur ProH4 codé par le gene halH4 chez
la souche Hfx. mediterranei R4.

ProH4 est constitué en partie N-terminale par un peptide signal présentant une séquence Tat
avec un motif Arg-Arg (entouré), puis par HalH4. Le peptide signal est surligné en gris clair et
HalH4 est surligné en gris foncé. Les acides aminés acides (Asp et Glu) sont en caractéres gras.
La séquence soulignée correspondant a la région hydrophobe localisée a l'intérieur de la
séquence de HalH4. D’aprés Besse et al. 2015.
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HalH4 comporte un fort taux d’acides aminés chargés négativement, un faible taux de
lysine et d’arginine, un taux élevé de résidus sérine, alanine, proline, glycine (Figure 32) et
possede un point isoélectrique calculé de 4,39. Ce sont des caractéristiques de protéines
halophiles (Paul et al. 2008 ; Anwar et Chauchan, 2012). Cependant, contrairement aux autres
protéines halophiles caractérisées par un faible taux d’acides aminés hydrophobes (Paul et al.,
2008), HalH4 possede une région hydrophobe de 32 acides aminés localisée entre les résidus
178 et 220 dans la séquence de ProH4 et au total 43,1 % d’acides aminés hydrophobes (Figure
32). HalH4 est produite pendant la transition entre la phase exponentielle et la phase

stationnaire (Meseguer et Rodriguez-Valera, 1985 ; Cheung et al., 1997).

Une étude a montré que HalH4 serait régulée post-transcriptionnellement caril n’y a
pas de corrélation entre le taux de transcrit mesuré par transfert Northern de halH4 et
I'activité de HalH4 (Figure 33) (Cheung et al, 1997). Lors de cette étude le taux de transcription
de halH4 est exprimé par rapport a celui de I’ARNs 7S qui est transcrit constitutivement. On
constate qu’il y a deux pics de transcription de halH4, le premier correspond au pic d’activité
antimicrobienne de HalH4 et le second correspond au début de la phase stationnaire. Par
ailleurs, le taux de transcription reste significatif bien aprés la diminution de I'activité

antimicrobienne (Cheung et al., 1997).
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Figure 33. Expression du géne halH4 pendant la croissance deHfx. mediterranei R4.

(o) : courbe de croissance, (®) : activité antimicrobienne de I’halocine, (O) : rapport taux de
transcription halH4/ARNs 7S. La fleche indique le début de I'activité antimicrobienne de
I’halocine. L'encart représente une autoradiographie du transfert par Northern avec des
sondes radioactives marquées au 32P spécifiques de halH4 et ARNs 7S. Les 18 points
correspondent aux 18 prélévements visibles sur la courbe de croissance. UA : unité arbitraire.
D’aprés Cheung et al., 1997.
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Ce résultat a été confirmé par une étude du transcriptome du chromosome et des
réplicons extrachromosomiques de Hfx. mediterranei a I'aide de puces a ADN. Il a ainsi été
montré que la transcription de halH4 est 5,3 fois plus importante au début de la phase
stationnaire qu’au milieu de la phase exponentielle de croissance (Liu et al., 2013b). Comme
halH4, la plupart des genes localisés sur le mégaplasmide pHM300 présente une régulation
positive a I'entrée de la phase stationnaire (Liu et al 2013a). L'ensemble de ces résultats
suggere qu’en plus de son activité antimicrobienne, HalH4 pourrait avoir une autre activité,
en particulier lors de la phase stationnaire. D’ailleurs, il a été montré récemment que HalH4
serait impliquée dans des mécanismes de compétence (capacité a intégrer de I’ADN
extracellulaire) et d’absorption de I’ADN (Chen et al., 2019).

D’autre part, Naor et al. (2012, 2013) ont montré qu’un mutant ou ha/H4 était délété
et gu’une souche hybride de Hfx. mediterranei ayant perdu son plasmide pHM300, conservent
leur capacité a inhiber la croissance d’archées halophiles comme Hbt. halobium et Hfx.
volcanii. La souche de Hfx. mediterranei R4 produirait donc en plus de HalH4 d’autres

composés antimicrobiens.

En ce qui concerne le cluster de genes conduisant a la biosynthese de HalH4, seul le
gene halH4 a été décrit (Cheung et al., 1997). L'étude de la séquence nucléotidique du
plasmide pHM300 chez Hfx. mediterranei ATCC33500 (GenBank, numéro d’accession :
NC_017943) montre gu’il existe des phases ouvertes de lecture présentes a proximité de
halH4 (Besse et al.,, 2015). On remarque en aval de halh4 (HFX_5264) plusieurs genes
(HFX_5266 a HFX_5270) codant des protéines qui sont des composants de transporteurs ABC
et donc qui pourraient étre impliquées dans I'export de HalH4 (Figure 34) (Besse et al., 2015).
Trois génes (HFX_5262, HFX_5263 et HFX_5265) a proximité de halH4, codent des protéines

aux fonctions inconnues (Besse et al., 2015).

1kb
HFX_5263 HFX_5264
HFX_5262 halH4  HEX_5265 HFX_5266 HFX_5267 HFX_5268 HFX_5269 HFX_5270

Figure 34. Organisation des genes entourant halH4 (HFX_5264) sur le plasmide pHM300 chez
la souche Hfx. mediterranei ATCC33500. (GenBank, numéro d’accession NC_017943).

Les genes HFX 5262, HFX 5263 et HFX 5265 codent des protéines dont la fonction est
inconnue, tandis que les génes HFX 5266 a HFX_5270 codent des protéines qui pourraient
étre impliquées dans I'export de HalH4.

Cependant, une étude des protéines codées par ces genes montre que HFX_ 5262

(GenBank numéro d’accession WP_004056476) est une protéine de 235 acides aminés avec 5
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hélices transmembranaires et une longue boucle cytoplasmique de 48 résidus. Cette protéine
est retrouvée chez quelques espéces de la classe des Halobacteria. Le peptide HFX_5263 de
60 acides aminés (GenBank numéro d’accession WP_004056475) ne présente pas de peptide
signal de type Tat ou Sec. Par contre, il est retrouvé avec de fortes identités sur la totalité de
sa séquence (> 40%) chez de trés nombreuses especes d’archées halophiles. Il semble donc
gue ce peptide ne soit pas directement lié a la biosynthése de ProH4. Enfin, le géne HFX_5265
orienté en sens opposé a celui de halH4 code le peptide HFX_5265 de 135 acides aminés
(GenBank numéro d’accession WP_014732704). Ce peptide est caractérisé par un peptide
signal de 20 résidus clivé par une signal peptidase de type Il ou LspA (Lipoprotein signal
protease) (Pugsley, 1993). Ce peptide est trés peu souvent retrouvé chez les archées

halophiles (J. Peduzzi, communications personnelles).

Dans le chapitre précédent, il a été montré que la séquence de HalC8, dont le géne est
localisé sur le chromosome, était distribuée chez toutes les especes des genres Natrinema et
Haloterrigena mais également chez plusieurs autres espéces d’archées halophiles,
méthanogénes ou hyperthermophiles. Nous avons cherché a savoir si c’était le cas également
pour HalH4. Cette halocine de 313 résidus, dont le géne est localisé sur un mégaplasmide, est-
elle uniquement rencontrée chez Hfx. mediterranei ou est-elle répartie chez d’autres genres

d’archées halophiles ?

I. Analyse de similarités de séquences in silico et manuelle de
ProH4

A partir de la séquence en acides aminés de ProH4 (359 acides aminés) déterminée a
la fois par des approches protéiques et nucléotidiques (Cheung et al., 1997) (GenBank numéro
d’accession AAB58316), des protéines présentant des similarités de séquence avec le
précurseur ProH4 ont été recherchées dans la base de données GenBank. L’algorithme BLASTP
utilisé soit avec la matrice PAM 250 soit avec la matrice BLOSUM 62 conduit a un faible
nombre de résultats. On retrouve avec un score de 736 la séquence correspondant a ProH4
de 359 acides aminés provenant du plasmide pHM300 (GenBank numéro d’accession,
AFK21096). La seule différence consiste en une substitution déja connue (Asp-Glu en position
171) par rapport a la séquence précédemment décrite (Cheung et al.,, 1997). Une autre
séquence de 289 acides aminés provenant du plasmide HMPLAS2 de Hfx. mediterranei
ATCC33500, (GenBank, numéro d’accession AHZ24316) mais avec un score plus faible (598)
est également retrouvée. Lorsque nous analysons cette entrée GenBank trés peu
documentée, nous nous apercevons que la séquence commence par MYGEGD dont la
méthionine est localisée en position 71 de ProH4 (Figure 32, page 73). Cette séquence a été
générée par annotation automatique et n’a pas été validée manuellement. Nous trouvons
également 4 autres séquences provenant de Nnm gari JCM14663 (score 318, 279 acides

aminés, GenBank numéro d’accession WP_008458115), Halorubrum arcis JCM13916 (score
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316, 282 acides aminés, GenBank numéro accession WP_049897369), Natrialba aegyptia
DSM13077 (score 304, 278 acides aminés, GenBank numéro d’accession WP_006667423) et
enfin avec un score beaucoup plus faible de 130, Haloterrigena jeotgali A29 (341 acides
aminés, GenBank numéro d’accession WP_136396896). Les séquences de Nnm. gari
JCM14663, Hrr. arcis ICM13916 et Nab. aegyptia DSM13077 sont bien plus courtes que celle
du précurseur ProH4 (359 résidus). Si on observe la séquence de ces 3 protéines, elles
commencent toutes par la séquence MYGEGD. Ces 3 séquences ont donc été annotées
automatiquement en se basant sur la séquence tronquée de ProH4 (GenBank, numéro
d’accession AHZ24316).

Une analyse manuelle a donc été réalisée sur les séquences nucléotidiques codant
ProH4 tronquée (GenBank, numéro d’accession AOLO01000001 positions 305101-306601). A
I'aide du logiciel ORF Finder la séquence de ProH4 de 359 résidus a été retrouvée dans la
séquence GenBank AHZ24316. La méme démarche a été renouvelée chez Nnm. gari
JCM14663 (GenBank, numéro d’accession AO1J01000063, nucléotides 184501-185941), Hrr.
arcis JCM13916 (GenBank numéro d’accession A0OJJ01000013, nucléotides 23641-25501) et
Nab. aegyptia DSM13077 (GenBank numéro d’accession AOIP01000056, nucléotides 83221-
85141). La recherche de phase de lecture ouverte conduit a ProH4 de 335 acides aminés chez
Nnm. gari JCM14663, de 338 acides aminés chez Hrr. arcis ICM13916 et de 353 acides aminés
chez Nab. aegyptia DSM13077. Ces séquences présentent des identités de séquences en
acides aminés (entre 51,1 et 49,3%) avec ProH4 de Hfx. mediterranei R4 (ATCC33500). La
séquence de Htg. jeotgali A29 présente seulement une identité de séquences en acides
aminés de 26,85% avec celle de ProH4 de Hfx. mediterranei ATCC33500.

Les analyses par BlastN a partir de la séquence nucléotidique de 1265 pb codant ProH4
(GenBank numéro d’accession U16389) révelent qu’en plus du plasmide pHM300 (GenBank,
numéro d’accession CP001870), le gene halH4 est également retrouvé sur les plasmides
pHME322 (GenBank numéro d’accession, CP039141) et HMPLAS2 (GenBank numéro
d’accession CP007553) qui sont tous des plasmides d’environ 320 kb présents chez Hfx.
mediterranei ATCC33500.

Il. Alignement multiple et analyse phylogénétique de ProH4

A partir des séquences des souches identifiées lors des recherches décrites
précédemment, un alignement multiple des séquences de ProH4 a été réalisé a I'aide du
programme Clustal W (Thompson et al., 1994). L’alignement multiple des séquences ProH4
montre une trés forte identité de séquences chez les souches de Hfx. mediterranei
ATCC33500, Nnm. gari JCM14663, Hrr. arcis JCM13916 et Nab. aegyptia DSM13077 (Figure
35) avec de moins bonnes identités au niveau du peptide signal. Cependant on retrouve chez
toutes les séquences le double motif d’arginine en position 12-13, caractéristique d’un peptide

signal Tat, et un site de clivage du précurseur, dont la nature des acides aminés en positions -
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3 et -1 avant le site de clivage, est compatible avec la régle de von Heijne (von Heijne, 1986 ;

Nielsen et al., 1997). La séquence issue d’Htg. jeotgali A29 montre de plus faibles identités de

séquences avec des régions d’insertions ou de délétions spécifiques a cette souche (Figure

35).
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368
|

Hfx. [Cheung] KQRSRKQ
Hfx.|[plasmide] KQRSRKQ
Ntm. gari* EELYI
Nab. aegyptia* EGLELE
Hrr. arcis* EDLELRA

Htg. jeotgali NKYDYLNW

Figure 35. Alignement multiple, obtenu a I'aide du programme Clustal W, de la séquence en
acides aminés de ProH4 de Hfx. mediterranei R4 (ATCC33500) et des séquences identifiées par
analyse in silico.

Hfx. [Cheung] correspond a la séquence décrite par Cheung et al. (1997) (GenBank numéro
d’accession AAB58316). Hfx. [plasmide] correspond a la séquence ProH4 issue de halH4
localisé sur le mégaplasmide pHM300 (GenBank numéro d’accession AFK21096). * Séquences
de Nnm. gari JICM14663, Hrr. arcis JCM13916, Nab. aegyptia DSM13077 qui ont été corrigées
manuellement. Htg. jeotgali correspond a la séquence de la protéine inconnue chez Htg.
jeotgali A29 (GenBank numéro d’accession WP_136396896). Le motif arginine-arginine
caractéristique du peptide signal Tat (positions 12-13) est souligné. La fleche indique le site de
clivage du précurseur ProH4 chez Hfx. mediterranei. La séquence surlignée en jaune
correspond a la région hydrophobe de ProH4 chez Hfx. mediterranei (Cheung et al., 1997). *
acide aminé présent chez toutes les séquences, : acides aminés aux propriétés fortement
semblables, . acides aminés aux propriétés faiblement semblables.

A partir des alighements multiples, un arbre phylogénétique a été construit a I’'aide du
programme Phylogeny (Dereeper et al., 2008). Cet arbre phylogénétique (Figure36) montre
un groupe composé des séquences provenant des souches de Nab. aegyptia DSM13077, Hrr.
arcis JCM13916 et Nnm. gari JCM14663 et de l'autre coté les 2 séquences de Hfx.
mediterranei. Clairement, ces 2 clades sont reliés comme le montre les hautes valeurs de
boostrap. Par contre la séquence d’Htg. jeotgali A29 est plus éloignée des autres séquences
de ProH4.

0,82 Nab. aegyptia DSM13077*
0,89 —l: Hrr. arcis JCM13916*
Ntm. gari JCM14663*
1 | Hfx. mediterranei R4 (ATCC33500) [AB58316]

U Hfx. mediterranei ATCC33500 (plasmide pHM300) [AFK21096]
Htg. jeotgali A29 [WP_136396896]

0,4

Figure 36. Arbre phylogénétique, obtenu par la méthode du " neighbour joining", des
séquences de ProH4 de Hfx. mediterranei ATCC33500 et des séquences issues de I'analyse in
silico.

L’échelle indique le nombre de substitution par site. * Séquences de Nnm. gari JCM14663,
Hrr. arcis JCM13916 et Nab. aegyptia DSM13077 qui ont été corrigées manuellement. Les
numéros d’accession des séquences sont indiqués entre parenthéses, sauf en ce qui concerne
les 3 séquences obtenues manuellement. L'arbre consensus a été construit par une répétition
de 1000 échantillonnages et la proportion de boostrap est indiquée au-dessus des branches.
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lll. Recherche par PCR du géne halH4

Lorsque cette recherche a été réalisée, la séquence nucléotidique codant la protéine
hypothétique chez Htg. jeotgali A29 (GenBank numéro d’accession CP031303) n’existait pas
puisqu’elle n’a été déposée dans la base de données GenBank qu’en avril 2019, c’est pourquoi,
elle n"apparait pas dans la suite de cette étude. Les premieres amplifications par PCR avec les
amorces halH4-Hm-F/halH4-Hm-R (Annexe 2) chez Hfx. mediterranei DSM1411 et les 3
souches identifiées par I'analyse in silico ont permis d’obtenir un amplicon uniquement chez
Hfx. mediterranei DSM1411. Un alignement multiple des séquences nucléotidiques a été
réalisé a I'aide du programme Multalin (Figure 37). On observe que pour les souches Nnm.
gari JCM14663, Hrr. arcis JCM13916, Nab. aegyptia DSM13077, plusieurs substitutions
existent au niveau du couple d’amorces halH4-Hm-F/halH4-Hm-R (Figure 37, amorces
surlignées en jaune) qui avaient été choisies sur la base de la séquence de halH4 chez Hfx.
mediterranei ATCC33500. Ces substitutions peuvent expliquer nos premiers résultats négatifs.
Afin de choisir de nouvelles amorces susceptibles d’étre utilisées pour amplifier par PCR le
gene halH4 chez un plus grand nombre de souches, nous avons utilisé I'alignement multiple
pour définir des amorces encadrant une région qui semble mieux conservée (positions 333 a
845) (Figure 37, surlignage gris foncé). Ces amorces dégénérées (halH4-F/halH4-R) (Annexe 2)
ont été utilisées pour les amplifications par PCR d’une région interne de halH4 chez les
souches de Hfx. mediterranei DSM1411, Nnm. gari JCM14663, Hrr. arcis JCM13916 et Nab.
aegyptia DSM13077
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Hfx. mediterranei ACCT
plasmid pHM300 ACCT
Nnm. gari ATCAGGCACT
Nab. aegyptia GCGT
Hrr. arcis ACAATC
Consensus ....acct
121
Hfx. mediterranei AGTGTATGTC
plasmid pHM300 AGTGTATGTC
Nnm. gari AAACCATGAA
Nab. aegyptia AAACAATGAA
Hrr. arcis AAACCATGAA
Consensus Aaac.ATGaa
241
Hfx. mediterranei CCGGCTCATC
plasmid pHM300 CCGGCTCATC
Nnm. gari CGAGCAGTGT
Nab. aegyptia CTGGTACTGT
Hrr. arcis CGGGCAGTGC
Consensus C.gGcactgc
361
Hfx. mediterranei TCGGTCTCGG
plasmid pHM300 TCGGTCTCGG
Nnm. gari TTGGACTGGG
Nab. aegyptia TCGGGTTAGG
Hrr. arcis TGGGCCTCGG
Consensus TcGG.cTcGG
481
Hfx. mediterranei ACAGTAACGG
plasmid pHM300 ACAGTAACGG
Nnm. gari ATGA---TGG
Nab. aegyptia ATAGCAGTGG
Hrr. arcis ATGATAATGG
Consensus AtagtaatGG

Figure 37. Alignement multiple de la séquence nucléotidique des génes halH4 a I’aide du programme Multalin (Corpet, 1988).

ATATGTATTT
ATATGTATTT
CGATGGACGG
AAATGCCCAG
GTCTGTTCAT
ataTGtac.t

GAAAGACAGA
GAAAGACAGA
GCGC---GGA
GGAAAAAGGA
GGAAATGTCC
G.aa.a..ga

GGTTACGACC
GGTTACGACC
CGCTGCAGAT
GGCTGCAAAC
CTCAGCTGAC
ggctgC.aac

AACTGACCTG
AACTGACCTG
TACCGACATC
CACTGACATT
TACGGATATC
.ACtGAcaT.

TGACGTCAAA
TGACGTCAAA
AGAGCCGATT
AGATCCGATC
AGACCCGATC
aGAcccgAt.

TATTATAATA
TATTATAATA
ACGCCAGCTG
CAGTGAACTT
GTGGTGATTA
.agt..a.Ta

GATGGGAGAA
GATGGGAGAA
CA--------
CA--------

TAAAAGTGAT
TAAAAGTGAT
CGGAGGTGCT
TCTTTCTTAT
AAATAAGACT
taaaagtgaT

GGACAAGTCG
GGACAAGTCG
-GCCTACGCG
—-GCAGACCCG

TC-—————-— - G---ACTCG

GCTGATATCG
GCTGATATCG
GGCCTTACAC
GATCTGACCC
GATCTGACCC
G.tcttAccc

ACGATGTATC
ACGATGTATC
ACTGCTTACG
ACTGCCTATG
ACGGCCTACG
ACggc.TAtg

GAGGACGACA
GAGGACGACA
GAGGACGAGA
AAGGACAATA
GAAGGAGACA
gAgGacgAcA

.G.c.ActCG

CACCTCCCGG
CACCTCCCGG
CACCTTCCGA
CACCA---GA
CACCG---GG
CACCt.ccGg

CGCCCGTGTA
CGCCCGTGTA
CCCCGGCTTG
CACCGTCCCA
CCCCTGICTG
C.CC.gt.ta

AGGCGAAAGA
AGGCGAAAGA
AGAATGAAGC
AAAACGAGGC
AAAATGAGAG
Agaa.ghag.

AATTTTTTCG
AATTTTTTCG
AAACTAGACA
ACTGAGTTAA
AGTTTTGAAA
Aattttttca

GCGAGGCACG
GCGAGGCACG
CCGAGATGCA
TCGAACTGCA
CCGAAGAGCA
.CGAgg.gCa

ACCGAACGGA
ACCGAACGGA
TCCGAATGCC
ACCGGATGGT
TGAAGGTGAA
accgaatGga

CCGTGAGAGT
CCGTGAGAGT
GAAAGACAGC
CAGCAA----
GCGTGACAGT
ccgtgA.agt

AATGTGGTGG
AATGTGGTGG
AATGTGGTGG
CATGTGGTGG
GATGTGGTGG
aATGTGGTGG

GAAAAATATA
GAAAAATATA
GTGCCGTTAA
AACTCAACAA
TTACCATTAT
gaa.cat.aa

TTAAAGAAAA
TTAAAGAAAA
CTCAA---AC
CTAAAACAAC
CTCAAGAAAA
cTaAAgaaha

GACCCGAAGA
GACCCGAAGA
GACCCCARAA
GATCCTGTAA
GATCCTGTGA
GAcCC.aagA

CTTGGAAATG
CTTGGAAATG
TTCAAG---G
————— G---G
ATCGGG---G

.t.gg9g9...G

CAGGAAATTA
CAGGAAATTA
CAAGAAACGA
CAAGATATCA
CAGGAGATTA
CAgGAaAttA

AATATTTGCT
AATATTTGCT
GTTTAATAAT
TTAACATAAT
TTAATGTAAT
.ttat.TaaT

TCGGCGGTTT
TCGGCGGTTT
TCGGCGCACT
TTAGCCTACT
TCGGTATATT
TcgGeg.atT

GTGTTCAGAT
GTGTTCAGAT
GTACCCAGGA
GTGCCCAGGA
GCACACAGGA
Gtgc.CAGga

GAAGCGGGGG
GAAGCGGGGG
AAGAAGGTCA
GGTCTAATCA
AAGACGGTAA

ga..cggt.a

ACTTCAACGA
ACTTCAACGA
AGCTGAGCGG
AGGTGAGTGG
CGGTGAGTGA
ag.TgAgcGa

CTGAATTTAA
CTGAATTTAA
ATAGTTGGTG
CATGTTCTCG
ATTCCTACAG
ct...T.tag

CAGTCTCGGA
CAGTCTCGGA
CGGTCTCGGA
CGGAGTTGGT
AGGTATTGGC
cgGtcTcGGa

AGATGATAAA
AGATGATAAA
TTCCGACACA
TCAGGACACC
TAAAGAGACA
t.a.GA.Aca

TTGGGAATTC
TTGGGAATTC
GTGGGAATAC
GTGGTCATAC
ATGGGAATAC
.TGGgaATaC

CATAAATCAG
CATAAATCAG
GGCAAGT---
TGCGTCA---
TGGGACT---
.g.aa.t...

GTATGCAATA
GTATGCAATA

GTTGTAACTC
GAACGAACGT
gta.gaA.ta

GCGCTTAGTT
GCGCTTAGTT

AGAATTATGT
AGAATTATGT
TGTAATGTAG
ATGATGCGAT
ACTGTGCG--
ag.att.t.t

TCGGGGCAGT
TCGGGGCAGT

ATCACGAGTC
ATCACGAGTC
TCATTGAAAC
CGCCTTAACG
-GCCGAAATA
..C..ghAatc

CGGACGAACT
CGGACGAACT

TACACCGGAG
TACACCGGAG
TACACTGGTT
TATACAGGAC
TATACTGGTG
TAcCAC.GGag

GACTTCACCG
GACTTCACCG
GACTTCACCA
GACTTTACAA
GACTTCACCA
GACTTcACca

GATTTATACA
GATTTATACA
GACGTCTACA
GACATCTATA
GATATTTACA
GAt.T.TAcCA

CCGAGATGTA
CCGAGATGTA
CTGACATGTA
CGGACATGTA
GGGACATGTA
c.GACATGTA

TTTGTGGGTC
TTTGTGGGTC
TCGAAGGGAC
TCGAAGGTAC
TCGAAGGATG
TcgaaGGgtc

GTCGGAACGA
GTCGGAACGA
GTCGAGAAGA
GTCGAGATGA
GCCGGGATGA
GtCGggA.GA

CGGCGAGGGT
CGGCGAGGGT
CGGTGAGGGT
CGGAGACGGT
TGGTGACGGC
cGG.GAgGGt

CACTGCCTGT
CACTGCCTGT
CACAGCATGT
TACCGCCTGC
TACTGCTTGC
CACtGCcTGt

TTCCGACTGG
TTCCGACTGG
TTCTGACTGG
TGCAGATTGG
CGCAGATTGG
ttC.GACTGG

120
ACATTCGGGA
ACATTCGGGA
ACCAATACAG
ATCGCTTGGG
GGCCGTAGTG
acc..t.ggg

240
CAAGCGGCGA
CAAGCGGCGA
GTAGTTAGTA
ATTGTTGGTA
ACCATGGTTG

..agtgg.ta

360
GACTTCAGAG
GACTTCAGAG
GATTTCCGAG
GACTTCCAAA
GAATTTCAGG
GAcTTccgag

480
CGATTTGTGG
CGATTTGTGG
AGATTCGTTG
CGCTTTGTCG
CGATTTGTCG
cGaTTtGT.G

600
GTCGGGTCGA
GTCGGGTCGA
GTCGGCTCCT
ATCGGCTCTT
ATTGGTTCTT
gTcGG.TC.t

Les séquences proviennent de GenBank avec les numéros d’accession suivant: Hfx. mediterranei ATCC33500 (U16389), plasmide pHM300
(NC_017943), Nnm. gari JCM14663 (AOIJ01000063), Nab. aegyptia DSM13077 (AOIP01000056) et Hrr. arcis JCM13916 (AOJJ01000013).
Surlignage bleu : codons d’initiation et de terminaison pour les différents genes halH4.
Surlignage jaune : séquences des amorces (halH4-Hm-F/halH4-Hm-R) permettant 'amplification de la séquence compléte de halH4 chez Hfx.
mediterranei ATCC33500 (Cheung et al, 1997).
Surlignage gris fonceé : séquences d’amorces dégénérées (halH4-F/halH4-R) communes a Hfx. mediterranei DSM1411, Nnm. gari JCM14663, Nab.
aegyptia DSM13077 et Hrr. arcis JCM13916 et permettant 'amplification de halH4 chez différentes espéces a notre disposition au laboratoire.

Surlignage gris clair : séquences des amorces spécifiques (halH4-Hmc-F/halH4-Hmc-R) permettant 'amplification d’une séquence interne a halH4 chez

Hfx. mediterranei DSM1411.
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Hfx. mediterranei CCCCTGCCGA
plasmid pHM300 CCCCTGCCGA
Nnm. gari CACCCAGCGA
Nab. aegyptia CTCCGACTGA
Hrr. arcis CTCCCAAGGA
Consensus C.CC.accGA
721
Hfx. mediterranei ACTTCCTCAG
plasmid pHM300 ACTTCCTCAG
Nnm. gari ACTTCCTCAT
Nab. aegyptia ACTTCCTATC
Hrr. arcis ATTTCCTATC
Consensus AcTTCCTca.
841
Hfx. mediterranei TACTGGCACG
plasmid pHM300 TACTGGCACG
Nnm. gari TGCTCGCTCG
Nab. aegyptia TGCTCGTTCG
Hrr. arcis TGCTCGTCCG
Consensus TgCTcGe.CG
961
Hfx. mediterranei ATGACCCGTC
plasmid pHM300 ATGACCCGTC
Nnm. gari CCTCTCCAAA
Nab. aegyptia CGCATCCGGA
Hrr. arcis CGGAGCCAAA
Consensus c.ga.CCg.a
1081
Hfx. mediterranei AGATGGTGTA
plasmid pHM300 AGATGGTGTA
Nnm. gari AAGGGGTCTA
Nab. aegyptia AAGAGGTCTT
Hrr. arcis AAGAAATCTA
Consensus Aag.ggTcTa
1201
Hfx. mediterranei AGTAGTTACT
plasmid pHM300 AGTAGTTACT
Nnm. gari TACACCGAAC
Nab. aegyptia AACTAACGAA
Hrr. arcis CATAATCGAC
Consensus aata.t.aa.
Figure 37 (suite).
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ATATCTACGC
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TAGCGGTGCC
TAGCGGTGCC
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CGAGCCGGTG
CGAGCCGGTG
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CAGAGTCGGA
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GATAACATCG
GATAACATCG
CAGAATACCG
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c.gTtGCcTT

CTACGGAAGT
CTACGGAAGT
——-—-—-AAAGAT
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GTATCCCGGA
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1
CGGCGAAGCT
CGGAGAAGCT
GTGACCCCGA
GTGCAGA
TTCCTACTAT

.tgc.aa..t

TCTCACGGCA
TCTCACGGCA
CCTCACCGCA
TCTTACTGCA
TCTGACAGCA
tCTcAC.GCA

GGATTACGAC
GGATTACGAC
GGACTATGCT
GGATTATACT
GGACTACACT
GGAtTAcgct

CCCAGAGTTC
CCCAGAGTTC
CCCAGAATAC
CCCAGAATAT
CCCTGAGTAC
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GGCTGCGGCC
GGCTGCGGCC
CAAACCTAAT
CGATACAAGC
CAAGCCAGAA
cgat.C.g.c

CCGAATCTAC
CCGAATCTAC
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CGAGGTCTAC
TACTGTGTAC
ccgagTcTAC
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T
T
A

AC

CTCAACCCCG
CTCAACCCCG
CTGAACCCCG
TTGAATCCTG
CTCAACCCTG
cTcAAcCCcG

GGGCTAAGTG
GGGCTAAGTG
CCGACGAACG
CCTCTGAACG
GTTCTCAACG
g.gct.AacG

CCCGTCCGGA
CCCGTCCGGA
CCGGTCATCA
CCGGTGGTCA
CCTGTGATCA
CC.GTc.tcA

AGACCACCGG
AGACCACCGG
CAGTCCGGAC
GAAGCCGCAA
AACAACAAGC
aaa.cc.cqg.

GAGGAGATAG
GAGGAGATAG
GAGGAAATCG
AAGGAGATGG
GACAAGATGG
gAggAgAT.G

CAATGGGGAG
CAATGGGGAG
CAATGGGTAG
CAATGGGCGG
CGATGGGGGG
CaATGGGgaG

GGCCGTTGTA
GGCCGTTGTA
GGCCAGAGTG
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GgCCg..gTg

CCAAGTACTA
CCAAGTACTA
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GGTCCCGACG
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AGCAAAAAAA
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a..AaAAgag

TCTTGCACTC
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TCTCAAACTC
ACTGGCACTT
GATCGGGCTC
tcT.gcaCTc

CGCCGATTCG
CGCCGATTCG
GGCAGACTCC
GGCAGACTCT
GGCAGATTCT
gGCaGAtTC.

CGTCACATTC
CGTCACATTC
CATTTCGTTC
TGTCTCTTTC
TGTCTCTTTC
cgTctC.TTC

TTCCAAATCG
TTCCAAATCG
CGCCTCGCCA
TAACAAAGAC
GCGAGAAAGC
t.ccaaa.c.

GAAACAACGG
GAAACAACGG
CGAGGAGCTA
GGAGGGACTT
AGAAGATCTC
ggAhagaaCt.

720
GGTGCCACGT
GGTGCCACGT
GGGGCGAGCT
GGTTCAACAT
GGGGCAACCT
GGtgC.Ac.T

840
TCGACGTACC
TCGACGTACC
TCAACCTTCC
TCGACCTTCT
TCGACCTTCC
TCgACcTtCc

960
ACTGCGCCGG
ACTGCGCCGG
ACCGTACCAC
ACGGCTCCCC
AACACGCCAC
Ac.gcgCC.c

1080
GCAGCCGACG
GCAGCCGACG
GAGCGGGATG
GCAGCTTCTG
GACTCAGATG
Gcagc.gatG

1200
AGTAGGAAAC
AGTAGGAAAC
TACATCTAAC
GAGCTCGAGT
GAGCTTCGAG

.a.at..aac
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Apreés purification, les amplicons obtenus avec les amorces dégénérées halH4-F/halH4-
R ont été séparés par électrophorése sur gel d’agarose. Pour les espéces Nnm. gari ICM 14663,
Nab. aegyptia DSM13077 et Hrr. arcis JCM13916, une bande intense est observée juste au-
dessus de la bande de 500 pb comme attendu (Figure 38). Pour I'amplicon correspondant a
Hfx. mediterranei DSM1411, une bande de plus faible intensité est également observée avec
ces amorces dégénérées halH4-F/halH4-R, ainsi que d’autres bandes non spécifiques de faible

intensité.

1,5 kb

1 kb

600 pb
500 pb

300 pb

Figure 38. Séparation par électrophorése sur gel d’agarose des amplicons de halH4 obtenus
avec les amorces dégénérées halH4-F/halH4-R chez Nnm. gari JCM14663, Nab. aegyptia
DSM13077, Hrr. arcis JCM13916 et Hfx. mediterranei DSM1411.

A gauche, le dép6t correspondant au marqueur Exact Ladder®DNA PreMix 2 Log (Ozyme).

1: Nnm. gari JCM14663, 2 : Nab. aegyptia DSM13077, 3 : Hrr. arcis JCM13916 et 4 : Hfx.
mediterranei DSM1411.

Ces résultats (Figures 37 et 38) indiquent que le gene halH4 est également retrouvé
chez Nnm. gari JCM14663, Nab. aegyptia DSM13077 et Hrr. arcis ICM13916. Précédemment,
nous avons vu que sur le plasmide pHM300 chez la souche Hfx. mediterranei ATCC33500
(Figure 33, page 74), il existait plusieurs génes codant des protéines dont la fonction est
inconnue ainsi que différents genes pouvant étre impliqués dans I’export de HalH4. Le génome
de Nnm. gari JCM14663 (contig 63, GenBank numéro d’accession AO1J01000063) a été exploré
autour de halH4 (GenBank numéro d’accession C486_17390). On ne retrouve aucun des genes
observés a proximité de halH4 chez Hfx. mediterranei ATCC33500, par contre on observe en
amont du géne codant ProH4, un géne codant une transposase TCE33 (GenBank numéro
d’accession ELY77234). De la méme maniére le génome de Nab. aegyptia DSM13077 a été
étudié (contig 56, GenBank numéro d’accession AOIP01000056). A proximité de halH4
(GenBank numéro d’accession C480_20224), on trouve en amont, adjacent a halH4, un gene

codant une transposase ISH1 (GenBank numéro d’accession ELY99630). Enfin, dans le génome
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d’Hrr. arcis JCM13916 (contig 13, GenBank numéro d’accession NZ_AQ0JJ01000013), on
retrouve a c6té du gene codant ProH4 (GenBank numéro d’accession WP_049897369) un
géne codant un peptide de 135 acides aminés (GenBank numéro d’accession WP_152420060)
présentant des identités de séquence avec le peptide HFX 5265 de Hfx. mediterranei
ATCC33500. Comme chez Hfx. mediterranei ATCC33500, les 2 génes sont en orientation
opposée chez Hrr arcis JCM13916. En amont de halH4, on observe également un géne codant
une transposase a domaine catalytique DDE de type 1 (GenBank numéro d’accession
WP_152420065).

Ayant obtenu peu de résultats lors de I'analyse in silico a partir de la séquence du
précurseur ProH4, des amplicons d’une partie conservée de halH4 ont été recherchés par
amplification par PCR, avec les amorces dégénérées halH4-F/halH4-R (Annexe 2), chez
différentes souches d’archées halophiles et deux souches de bactéries halophiles extrémes, S.
ruber DSM13855 et L. halophilus DSM19123 (Tableau 8). Chaque réaction a été réalisée 4 fois
de maniére indépendante pour chacune des souches étudiées. Chez certaines souches, les
résultats n‘ont pas été reproductibles, c’est-a-dire que parfois un amplicon de taille

compatible a celle attendue a été obtenu et parfois nous n’avons pas observé d’amplification.

Tableau 8. Origine des souches et amplifications du géne hal/H4 par PCR réalisées avec les
amorces communes dégénérées (halH4-F/halH4-R) et les amorces spécifiques de Hfx.
mediterranei ATCC30500 (halH4-Hmc-F/halH4-Hmc-R) sur des souches d’archées halophiles
et 2 souches de bactéries halophiles extrémes.

. Amorces
Souches Origine

halH4-F/halH-R  halH4-Hmc-F/halH4-Hmc-R

Haloarcula argentinensis DSM12282 Argentine - -

Haloarcula sekhae SWO025 Algérie - -
Haloarcula vallismortis DSM3756 Etats Unis - -
Hbt. salinarum DSM3754 Cuir + +
Hfx. alexandrinus DSM27206 Egypte - -
Hfx. gibbonsii DSM4427 Espagne - -
Hfx. mediterranei DSM1411 Espagne + +
Hfx. prahovense DSM18310 Roumanie - -
Hfx. volcanii DSM3757 Mer morte - +
Hrr. arcis DSM23454 Tibet + -
Hrr. tebenquichense SS1R14 Tunisie - -
Htg. salina JCM13891 Mongolie - -
Htg. thermotolerans DSM11552 Porto Rico - -
Htg. turkmenica DSM5511 Turkménistan - -
Nab. aegyptia DSM13077 Egypte + +
Nab. taiwanensis DSM12281 Taiwan + -
Nnm. altunense JCM12890 Chine - -
Nnm. gari JCM14663 Thailande + -
Nnm. pellirubrum DSM15624 Cuir - -
Natrinema sp. SWI15 Algérie + -

Lentibacillus halophilus DSM19123  Thailande - -
Salinibacter ruber DSM13855 Espagne - -

+ : amplification de halH4, - : pas d’amplification, * : résultats non reproductibles
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Comme attendu, des amplicons ont été obtenus avec les amorces dégénérées halH4-
F/halH4-R a partir de Hfx. mediterranei DSM1411, Nnm. gari JCM 14663, Hrr. arcis JCM13916
et Nab. aegyptia DSM13077 (Tableau 8, 3®™¢ colonne) (Figure 39). La souche de Natrinema sp.
SWI15 présente également une amplification de halH4 (Tableau 8) (Figure 39). Chez plusieurs
souches, dont Hrr. arcis JCM13916, plusieurs bandes sont obtenues (Figure 39). Ces
différentes bandes démontrent que chez ces souches I'amplification n’est pas spécifique,
certainement en raison de la dégénérescence des amorces. Chez les souches Hbt. salinarum
DSM3754 et Nab. taiwanensis DSM12281, les résultats ne sont pas reproductibles (Tableau 8,
3éme colonne). Des amorces spécifiques (halH4-Hmc-F/halH4-Hmc-R) de Hfx. mediterranei
ATCC33500 (Figure 37, pages 81 et 82, surlignage gris clair,) (Annexe 2) ont également été
utilisées. (Tableau 8, 4™ colonne). Les résultats obtenus avec ces amorces spécifiques halH4-
Hmc-F/halH4-Hmc-R sont présentés dans le tableau 8 (4°™¢ colonne). Seules les souches Hfx.
mediterranei DSM1411 (contrble positif) et. Nab. aegyptia DSM13077 présentent une
amplification de ha/lH4. Comme précédemment, avec les amorces communes dégénérées, des
résultats non reproductibles ont été obtenus chez Hbt. salinarum DSM3754 et Hfx. volcanii
DSM3757 (Tableau 8, 4°™¢ colonne).

Figure 39. Séparation par électrophorése sur gel d’agarose des amplicons de halH4 obtenus
avec les amorces dégénérées halH4-F/halH4-R chez différentes espéces d’archées halophiles.
A gauche, le dép6t correspond au marqueur Exact Ladder®DNA PreMix 2 Log (Ozyme).

1: Hrr. tebenquichense SS1R14, 2 : Natrinema sp. SWI15, 3 : Haloarcula vallismortis DSM3756,
4 : Hfx. alexandrinus DSM27206, 5: Hfx. gibbonsii DSM4427, 6 : Hrr. arcis DSM23454
(JCM13916), 7 : Hfx. prahovense DSM18310, 8 : Hfx. volcanii DSM3757, 9 : Haloarcula sebkhae
SWO025, 10 : Hfx. mediterranei DSM1411, 11 : Nnm. pellirubrum DSM15624, 12 : Haloarcula
argentinensis DSM12282, 13: Nnm. altunense JCM12890, 14: Htg. thermotolerans
DSM11552, 15: Htg. turkmenica DSM5511, 16 : Nab. aegyptia DSM13077, 17 : Htg. salina
JCM13891 et 18 : Nab. taiwanensis DSM12281. La ligne en tireté est tracée entre la bande de
500 pb du marqueur et I'amplicon de Nab. aegyptia pour corriger une vitesse de migration
des amplicons non homogene.
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Les différentes amorces que nous avons choisies ne nous permettent pas de conclure,
ni de poursuivre nos études notamment sur la présence de halH4 chez d’autres espéces
d’archées halophiles, a I'exception de la souche de Natrinema sp. SWI15 qui présente une
bande correspondant a la taille attendue de 512 pb.

A la suite des amplifications par PCR donnant des résultats positifs, la purification des
amplicons ne nous a pas permis d’obtenir des quantités suffisantes pour pouvoir cloner et

séquencer ces amplicons.

Comme nous avons rencontré des difficultés avec les analyses d’amplification par PCR,
une potentielle activité antimicrobienne a été recherchée chez certaines souches d’archées
halophiles possédant ou non un gene halH4. Avant de mettre au point un test d’activité
antimicrobienne correspondant a HalH4, une recherche de souches cibles a été menée al’aide

du surnageant de culture de Hfx. mediterranei DSM1411.

IV. Spectre d’activité antimicrobienne du surnageant de culture de
Hfx. mediterranei DSM1411

Pour déterminer le spectre d’activité liée au surnageant de culture de Hfx.
mediterranei DSM1411, contenant HalH4, des tests antimicrobiens, par la méthode de
diffusion en milieu gélosé ont été réalisés. Le surnageant non chauffé de Hfx mediterranei a
été testé contre de nombreuses souches d’archées halophiles, deux souches de bactéries
halophiles extrémes, comme S. ruber DSM13855 (Antén et al., 2002) abondante dans les
milieux hypersalins et L. halophilus DSM19123 (Tanasupawat et al., 2006) et quatre souches
de bactéries halophiles modérées, comme Halomonas sabkhae DSM19122 (Kharroub et al.,
2208), Nesterenkonia halophila DSM16378 (Li et al., 2008), Oceanobacillus kapialis DSM23158
(Namwong et al., 2009) et Salinicoccus siamensis DSM21576 (Pakdeeto et al., 2007). Les
résultats obtenus montrent que le surnageant de Hfx. mediterranei DSM1411 présente un
large spectre d’activité contre de nombreuses archées halophiles (Tableau 9). En revanche, le
surnageant de Hfx. mediterranei DSM1411 ne présente aucune activité antimicrobienne

contre les bactéries halophiles testées (Tableau 9).
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Tableau 9. Spectre d’activité du surnageant non chauffé de Hfx. mediterranei DSM1411 contre
des souches cibles d’archées et de bactéries halophiles.

Activité du surnageant d'Hfx
mediterranei DSM1411

Souches cibles

Har. argentinensis DSM12282 +
Har. hispanica SSI7 -
Har. marismortui DSM3752 -
Har. quadrata DSM11927 +
Har. vallismortis DSM3756 +
Hbt. salinarum DSM3754 +
Hbt. salinarum ETD5 +
Htg. turkmenica DSM5511 +
Hrr. chaoviator ETD3 +

Hrr. chaoviator ETR14 ++
Hfx. volcanii DSM3757 +
Nnm. altunense JCM12890 +
Nnm. ejinorense DSM18194 -
Nnm. pallidum DSM15623 +
Nnm. pellirubrum DSM15624 +

Natrinema sp. SWI15 -

Halomonas sabkhae DSM19122 -
Lentibacillus halophilus DSM19123 -
Nesterenkonia halophila DSM16378 -
Oceanobacillus kapialis DSM23158 -
Salinicoccus siamensis DSM21576 -
Salinibacter ruber DSM13855 -

Diameétres (mm) du halo d'inhibion (HI) :
Hl:++ =250 mm; +=15<HI <50 mm; - = pas d'halo d'inhibition

V. Recherche de I'activité antimicrobienne de HalH4

Les tests antimicrobiens chez les archées halophiles sont longs et difficiles. En effet,
une a 2 semaines sont nécessaires pour obtenir un tapis exploitable sur la gélose. Suite a la
détermination du spectre d’activité, nous avons observé que les souches Hbt. salinarum ETD5
et Hfx. volcanii DSM3757 présentent un tapis de croissance homogeéne, en 5 a 8 jours. Cette
croissance est plus rapide que pour la plupart des autres souches sensibles d’archées
halophiles. Sur ces deux souches cibles, les surnageants de culture de Hfx. mediterranei
DSM1411 forment de beaux halos d’inhibition. La souche Hrr. chaoviator ETR14 présente la
plus forte sensibilité (Tableau 9), cependant sa croissance est beaucoup plus difficile, et le
tapis obtenu est moins homogeéne que pour les 2 autres souches. C'est pourquoi, Hfx. volcanii

DSM3757 et Hbt. salinarum ETD5 ont été les 2 souches cibles utilisées par la suite.

Les tests antimicrobiens ont été réalisés avec des surnageants de cultures des souches

susceptibles de produire HalH4 ou chez d’autres especes d’Haloferax et Natrialba, dont une
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espéce Nab. aegyptia DSM13077 a montré qu’elle pouvait potentiellement produire HalH4.
Pour déterminer si ces souches produisent effectivement une activité antimicrobienne, des
surnageants de culture en fin de phase exponentielle ont été récupérés pour Hfx. mediterranei
DSM1411, Hfx. alexandrinus DSM27206, Hfx. gibbonsii DSM4427, Hfx. prahovense DSM 18310,
Hrr. arcis DSM23454, Nab. aegyptia DSM13077, Nab. taiwanensis DSM12281 et Nnm. gari
JCM14663.

La détection d’une activité antimicrobienne liée a HalH4 est plus compliquée que pour
HalC8. En effet, HalH4 étant thermosensible, les surnageants de culture ont été traités 10 min
a 100 °C. lls sont également filtrés (0,22 um) pour éliminer une possible activité virale.
L'activité antimicrobienne a également été recherchée dans les culots cellulaires, cette
fraction pouvant contenir de I’halocine associée aux membranes. Contrairement a ce qui a été
observé avec HalC8, c’est donc un test indirect puisque |I'on associe une perte d’activité apres
chauffage a la présence d’une halocine thermosensible comme HalH4. La souche cible d’Hbt.
salinarum ETD5 s’est finalement révélée la plus efficace pour détecter une activité
antimicrobienne chez plusieurs des souches cibles testées. Les cultures des souches Hfx.
mediterranei DSM1411 (contrdle positif), Nab. aegyptia DSM13077 et Nnm. gari JCM14663,
présentent une activité qui disparait aprés un traitement a la chaleur (Tableau 10). Cette
activité est retrouvée dans leur surnageant filtré, a I'exception de Nnm. gari JCM14663.
Etonnamment, Pour Hfx. alexandrinus DSM27206 et Natrinema sp. SWI15, on observe une
activité dans le surnageant de culture, le surnageant filtré et le surnageant chauffé (Tableau
10). Nab. aegyptia DSM13077 est la seule souche dont le culot présente une trés forte activité,
qui disparait aprés chauffage pendant 10 min a 100 °C (Tableau 10). En ce qui concerne la
souche Hrr. arcis JCM13916 qui posséde un gene putatif halH4, nous avons rencontré
beaucoup de difficultés pour la cultiver, ce qui explique que lors de notre étude la présence

d’activité antimicrobienne, cette souche n’a pas pu étre testée.

Tableau 10. Mesure des halos d’inhibition des surnageants et culots de cultures de différentes
souches contre la souche cible Hbt. salinarum ETD5.

Halo d'inhibition (mm ) sur la souche cible Hbt. salinarum ETD5

Souches productrices Culture Surn.ageleant Surnageant filtre Culot Culot
filtré 10' 100 °C 10'100 °C
Hfx. mediterranei DSM1411 30 15 - - -
Hfx. alexandrinus DSM27206 25 13 12 - -
Hrr. arcis DSM23454 - ND ND ND ND
Nab. aegyptia DSM13077 25 14 - 30 -
Nnm. gari JCM14663 30 - - - -
Natrinema sp. SWI15 30 16 14 - -

ND : non déterminé, - : pas d’halo d’inhibition
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VI. Production, purification et caractérisation de HalH4 produite
par Hfx. mediterranei DSM1411

Le mode d’action et la cible moléculaire de HalH4 sont inconnus méme si elle semble
interagir dans un premier temps avec la membrane (Meseguer et Rodriguez-Valera, 1986).
C’est pourquoi nous envisagions de purifier HalH4 par plusieurs approches : protéine native
obtenue par différentes étapes de chromatographies réalisées a partir du culot ou du
surnageant de culture de Hfx. mediterranei DSM1411; protéine recombinante (étiquetée ou
non). Malheureusement, nous n’avons pu utiliser la seconde approche, car les essais réalisés
dans I’équipe sur la surexpression de HalC8 et HalS8 chez Hfx. volcanii H98 (Besse, 2016 ;
Ghanmi, 2016) n‘ont pas été concluants. Donc, seule la purification de HalH4 par des
méthodes classiques a été entreprise. L'activité antimicrobienne de HalH4 étant dépendante
d’une concentration élevée en NaCl (O’Connor et Shand, 2002), les différentes étapes de
chromatographies envisagées sont délicates en raison de cette présence de sels. Avant de
commencer la purification de HalH4, nous devons rechercher les conditions optimales de
production de celle-ci. Au cours de la croissance en milieu liquide de la souche productrice de
Hfx. mediterranei DSM1411, plusieurs prélévements de culture ont été effectués a différents
temps et I'activité antimicrobienne des différents prélevements a été testée sur la souche

cible Hfx. volcanii DSM3757, ensemencée en milieu gélosé (Figure 40).
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Figure 40. Courbe de croissance de Hfx. mediterranei DSM1411 et halo d’inhibition du
surnageant de culture contre la souche cible Hfx. volcanii DSM3757.
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On retrouve comme pour la plupart des halocines, une production maximale en fin de
phase de croissance. Aprés avoir identifié le moment ol la production de HalH4 est maximale,
c’est-a-dire aprés 71 h de culture (Figure 40), la stabilité de I'activité antimicrobienne du
surnageant a été testée apres différentes dilutions dans du milieu de culture M372 de facon
a ne pas modifier la concentration en sels (Figure 41).

Figure 41. Effet de la dilution du surnageant de Hfx. mediterranei DSM1411 prélevé apres 71
h de culture, sur le diamétre du halo d’inhibition de la souche cible Hfx. volcanii DSM3757.
1:surnageant filtré, 2 : dilution au 1/4, 3 : dilution au 1/5, 4 : dilution au 1/10, 5 : dilution au
1/15, 6 : dilution au 1/20, 7 : dilution au 1/25, 8 : dilution au 1/30, 9 : dilution au 1/40. Les
dilutions sont du surnageant filtré dilué dans du milieu de culture M372. 10 : surnageant filtré
et chauffage pendant 10 min a 100 °C.

Comme attendu, le surnageant filtré et chauffé 10 min a 100°C perd totalement son
activité, prouvant la présence de HalH4 dans le surnageant de culture de Hfx. mediterranei
DSM1411. Les différentes dilutions du surnageant filtré entraine une diminution du diamétre
du halo d’inhibition, mais I'activité reste encore détectable aprés une dilution 40 fois du

surnageant.

Nous avons ensuite essayé de voir I'effet de la concentration en NaCl sur 'activité de
nos échantillons. Contrairement aux halocines peptidiques comme HalC8 ou HalS8, HalH4 voit
son activité diminuer lorsque la concentration en sels baisse, en raison de la déstabilisation de
sa structure tridimensionnelle. Dans le but de trouver pour la purification de HalH4 un éluant
avec une concentration en sels compatible avec I’activité antimicrobienne de HalH4, |'activité
du surnageant filtré en présence de différentes concentrations de NaCl allant de 100 g.L*a 5
g.L'! a été testée. Aprés de nombreux essais, une activité est détectée dans des échantillons
contenant seulement 5 g.L't NaCl (Figure 42).
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Figure 42. Effet de la concentration en sels du surnageant de Hfx. mediterranei DSM1411
prélevé apres 71 h de culture, sur le diametre du halo d’inhibition de la souche cible Hfx.
volcanii DSM3757.

1: surnageant filtré, 2 : surnageant filtré 100 g.L'* NaCl, 3 : surnageant filtré 50 g.L™* NaCl, 4:
surnageant filtré 25 g.L'™* NaCl, 5 : surnageant filtré 20 g.L"* NaCl, 6 : surnageant filtré 17 g.L?
NaCl, 7 : surnageant filtré 10 g.L'* NaCl, 8 : surnageant filtré 5 g.L"* NaCl, 9 : surnageant filtré
et chauffage pendant 10 min a 100 °C.

Ce dernier résultat nous montre que I’on peut travailler avec des surnageants filtrés a
des concentrations en NaCl qui deviennent compatibles avec une purification sur colonne. Peu
de techniques chromatographiques peuvent néanmoins étre utilisées, cependant HalH4 étant
une protéine présentant un pl trés acide (4,39), une étape de chromatographie échangeuse
d’ions peut étre envisagée. Une colonne échangeuse d’anions, Mono Q HR 5/5 a été utilisée
avec une chaine FPLC. Le surnageant a été dialysé en plusieurs étapes successives de fagon a
obtenir le surnageant dans un tampon Tris-Hcl 20 mM pH 8,0 contenant 10 g.L'! NaCl. Trois
cent soixante mL de surnageant dialysé, correspondant a 250 mL de surnageant récupéré a
partir de la culture, ont été chargés pendant une nuit sur la colonne Mono Q HR 5/5. Un
gradient de 0 a 1 M NacCl dans le tampon Tris-HCl 20 mM pH 8,0 a été utilisé pour éluer les
composés de la colonne (Figure 43). Les protéines ont été détectées en suivant la DO a 214 et
a 280 nm.
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Figure 43. Chromatogramme sur une colonne Mono Q HR 5/5 du surnageant de culture de
Hfx. mediterranei DSM1411 dans un tampon Tris-HCl 20mM pH 8,0 contenant 10 g.L™* NaCl.
Un gradient de 0 a 1 M NaCl dans le tampon Tris-HCl 20mM pH 8,0 a été utilisé pour I’élution
de la colonne avec un débit de ImL.minl. Des fractions de 2 mL ont été recueillies
automatiguement et 'activité antimicrobienne a été testée dans les factions 20 a 27. Les
protéines ont été détectées par mesure de la DO a 214 et 280 nm.

Les fractions 20 a 27, a I'exception de la fraction 23 qui a montré une absence de
protéines lors du dosage de Bradford, ont été analysées par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en milieu dénaturant (SDS). Dans les fractions 20 et 21, éluées de la colonne
aux alentours de 40 min, nous observons une bande majoritaire de 15 kDa mais aussi une
bande de plus faible intensité d’environ 30 kDa compatible avec la masse moléculaire de
HalH4 (Figure 44). D’ailleurs cette masse est proche de celle de 28 kDa obtenue par la méme
méthode lors de la purification d’HalH4 a partir de Hfx. mediterranei R4 (Meseguer et
Rodriguez-Valera, 1985). Cependant, les tests antimicrobiens des fractions 20 a 27 ne
permettent pas de détecter un halo d’inhibition sur la souche cible d’Hbt. salinarum ETD5.
Nous avons renouvelé plusieurs fois la chromatographie échangeuse d’anions, mais aucune
activité antimicrobienne contre Hbt. salinarum ETD5 n’a pu étre détectée dans les fractions
collectées en sortie de la colonne.
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Figure 44. Electrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant (SDS) des fractions
20 a 27 collectées en sortie de la colonne Mono Q HR 5/5.

A gauche, le dépét correspond au marqueur PageRuler™ unstained broad range protein
Ladder (Thermofisher Scientific). La fraction 23 n’a pas été déposée, car sa concentration en
protéine par dosage de Bradford est nulle. Une bande majoritaire de 15 kDa est présente dans
toutes les fractions, tandis qu’une bande de 30 kDa, compatible avec HalH4, est observée dans
les fractions 20 et 21.

VII. Discussion

HalH4 a été la premiere halocine décrite (Rodriguez-Valera et al., 1982). Comme HalCs,
elle est synthétisée sous la forme d’un précurseur ProH4. Ce dernier possede en partie N-
terminale un peptide signal avec une séquence Tat impliqué dans sa translocation a travers la
membrane. Le peptide signal est anormalement long, avec 46 résidus. Contrairement a HalC8
qui est un peptide de 76 acides aminés, HalH4 est une protéine de 313 acides aminés. Au
contraire de halC8, le gene halH4 ne code pas une protéine d'immunité. Chez les bactériocines
des bactéries a Gram positif ou les microcines d’E. coli, le gene codant la protéine d’'immunité,
guand il existe, est toujours localisé a c6té du gene codant le peptide antimicrobien ou son
précurseur et dans une méme unité de transcription (Johnsen et al., 2004 ; Fimland et al.,
2005 ; Duquesne et al., 2007). Dans le groupe de génes situés a proximité de halH4 sur le
mégaplasmide pHM300 chez Hfx. mediterranei (Figure 34, page 75) il n’existe aucun géne
adjacent a halH4 dans une méme unité de transcription. Cependant, en aval de halH4, et dans
la méme orientation que halH4, on observe 5 genes codant des protéines qui pourraient étre
impliquées dans I’export de HalH4 via un transporteur ABC. Pour Hfx. mediterranei, on peut
imaginer un mécanisme similaire a celui observé chez les microcines de classe |, ou I'immunité

est assurée par des protéines d’export présentes dans le groupe de génes (Duquesne et al.,
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2007). L'analyse de I’environnement de halH4 chez Nab. aegyptia DSM13077 et Nnm. gari
JCM14663, ne permet pas de retrouver un géne codant pour une protéine d’'immunité ni pour
des transporteurs ABC. Dans ces deux souches, on ne peut donc pas faire d’hypothéses sur le
mécanisme de sécrétion de HalH4. Chez Hrr. arcis JCM13916 on retrouve dans une orientation
opposée a halH4 comme chez Hfx mediterranei ATCC33500, un géne codant un peptide de
14,5 kDa présentant des identités de séquence avec le peptide HFX 5265 chez Hfx.
mediterranei ATCC33500. Ce peptide qui est trés rarement rencontré dans les génomes
d’archées halophiles, pourrait donc jouer un réle dans la biosynthese de HalH4 chez Hfx
mediterranei ATCC33500 et Hrr. arcis JCM13916. Cependant son réle est pour le moment
encore inconnu. La localisation chromosomique ou plasmidique de halH4, chez les 3 souches
Nab. aegyptia DSM13077, Nnm. gari JICM14663 et Hrr. arcis JCM13916 , n’est pas connue car
les génomes n’ont pas été assemblés. Chez ces 3 souches, on retrouve a proximité de halH4,
un gene codant une transposase, ce qui pourrait suggérer une acquisition de halH4 par
transfert horizontal de géne. Cependant, chez ces 3 souches I'absence a proximité de halH4
de génes codant au moins un transporteur ABC permettant I'export et I'immunité, n’est pas
compatible avec le transfert d’'un géne ha/H4 fonctionnel. Une meilleure compréhension du
mode de biosynthése de HalH4 chez Hfx. mediterranei DSM1411 serait nécessaire pour

connaitre les génes impliqués réellement dans cette biosynthese.

Des analyses in silico réalisées avec la séquence en acides aminés de ProH4,
complétées par des recherches de phases ouvertes de lecture, montre que ProH4 est retrouvé
chez Nab. aegyptia DSM13077, Nnm gari JCM14663, Hrr. arcis JCM13916 et avec un score
beaucoup plus faible chez Htg. jeotgali A29. Chez ces 4 souches, la séquence de ProH4
présente une forte similarité de séquences (Figure 35, pages 78 et 79) avec celle de Hfx.
mediterranei ATCC33500 mais avec de moins bonnes identités au niveau du peptide signal, a
I’exception du double motif d’arginine présents chez toutes les séquences. De plus, la région
hydrophobe localisée dans la séquence de Hfx. mediterranei ATCC33500 est retrouvée chez
Nab. aegyptia DSM13077, Nnm gari JCM14663, Hrr. arcis JCM13916 et Htg. jeotgali
DSM18794 (Figure 35, page 78 et 79). L’analyse phylogénique montre que la séquence trouvée
chez Htg. jeotgali A29 ne semble pas apparentée aux autres séquences de ProH4 (Figure 36,
page 79). L'arbre montre également qu’il existe 2 clades, d’un c6té les séquences de ProH4 de
Hfx. mediterranei, et d’un autre co6té les trois séquences de ProH4 issues de Nab. aegyptia
DSM13077, Nnm gari JCM14663 et Hrr. arcis JCM13916. Des amplifications par PCR de halh4
ont permis de confirmer la présence de ce géne chez Nab aegyptia DSM13077, Nnm gari
JCM14663 et Hrr arcis DSM 23454 (JCM13916). Nous avons également amplifié ce géne chez
Natrinema sp. SWI15. Chez cette souche, un amplicon a été obtenue seulement avec les
amorces communes dégénérées, il est probable que cette souche pourrait produire ProH4
comparable a celui de Nab. aegyptia DSM13077, Nnm gari JCM14663 et Hrr. arcis ICM13916.
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Pour les souches de Hfx. alexandrinus DSM27206 et Natrinema sp. SWI15 qui
possédent potentiellement HalC8 (Tableau 4, page 53) en plus de HalH4, I'activité
antimicrobienne de HalH4 ne peut donc pas étre mise en évidence, car apres chauffage,
I'activité due a HalC8 thermostable est toujours détectable (Tableau 10, page 88). Il est
compliqué d’observer une activité antimicrobienne due a HalH4, car le test antimicrobien est
un test indirect, nécessitant la perte de I’activité apres une étape de chauffage du surnageant.
Seules Hfx. mediterranei DSM1411 et Nab. aegyptia DSM13077 montrent une activité
antimicrobienne thermosensible contre la souche cible, retrouvée dans la culture et le
surnageant (Tableau 10, page 88). Chez Nab. aegyptia DSM 13077, I’activité est également
observée au niveau du culot, ce qui pourrait signifier qu’une partie de HalH4 est associée a la
membrane. Enfin, chez Nnm gari JCM14663 I'activité est retrouvée uniquement dans la
culture et perdue lors de la filtration du surnageant. L’activité observée dans la culture chez

Nnm. gari JCM14663 ne proviendrait donc pas de HalH4, mais serait plutot d’origine virale.

Nous avons trouvé deux souches possédant les genes ha/H4 et halC8 donc susceptibles
de produire 2 halocines. Cette production par une méme souche de 2 halocines différentes a
été également montrée chez Hbt. salinarum ETD5 qui produit HalS8 et une nouvelle halocine
HalS14 (Ghanmi et al. 2020). Il est possible que la souche de Hfx. mediterranei DSM1411
produise également deux halocines. En effet, un mutant ol halH4 a été délété conserve une
activité antimicrobienne (Naor et al.,, 2013). Ceci laisse a penser que Hfx. mediterranei
DSM1411 produit une seconde halocine. Cependant, contrairement aux souches de Hfx.
alexandrinus DSM27206 et Natrinema sp. SWI15, la seconde halocine produite par Hfx.
mediterranei DSM1411, serait comme HalH4, une halocine thermolabile, car toute I’activité
disparait lors du chauffage du surnageant. Chez les bactéries, cette situation est retrouvée
chez les bactériocines de classe Ilb qui produisent deux peptides agissant soit en synergie soit
de facon additive (Nissen-Meyer et al., 2010). Il en est de méme chez E. coli ol des souches
peuvent produire plusieurs colicines ou plusieurs microcines (Gordon et O’Brien, 2006,
Vasssiadis et al., 2010). Il serait intéressant de savoir, si chez les souches productrices de 2
halocines, celles-ci présentent une activité additive ou synergique. Pour cela, il faudrait
purifier les deux halocines provenant d’'une méme souche et réaliser des tests en milieu
gélosé, de fagon a observer ou non une action synergique des 2 halocines. Il est également
possible d’envisager que les 2 halocines ne soient pas produites en méme temps, mais dans
des conditions environnementales différentes. De plus la production de 2 halocines dans une
souche est coliteuse énergétiquement, donc cela procure probablement un certain avantage

a la souche productrice.

La purification de HalH4 a partir de Hfx. mediterranei DSM1411 ne nous a pas permis
d’obtenir des fractions actives en sortie de chromatographie échangeuse d’anions.
Cependant, par SDS-PAGE une masse compatible avec celle de HalH4 est détectée dans deux

fractions. Le fait que HalH4 soit une protéine instable en dehors d’un milieu hypersalin rend
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sa purification et la détection de son activité antimicrobienne délicates. Pour mener a bien la
purification de HalH4, il serait nécessaire d’utiliser d’autres méthodes chromatographiques,
cependant l'utilisation de colonnes a polarité de phase inversée est impossible car nous
sommes en présence d'une protéine qui resterait adsorbée sur ce type de support. Par
ailleurs, il subsiste le probléme de concentration du surnageant de culture. Nos derniers essais
de purification en concentrant le surnageant par lyophilisation puis en séparant les composés
par chromatographie d’exclusion sont encourageants et pourraient permettre de purifier des
guantités significatives de HalH4. Mais ces manipulations n’ont pas encore pu étre menées a
bien pour l'instant.
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CHAPITRE 3

Etude de I'expression des genes halC8 et halH4 : mise au
point des conditions de la RT-PCR quantitative

Pour en connaitre davantage sur le role de HalC8 et HalH4, en particulier sur leur
activité antimicrobienne, une étude de I'expression transcriptionnelle des génes halC8 et
halH4 a été entreprise. Chez les bactéries lactiques, la production des bactériocines peut étre
soit augmentée soit diminuée en réponse a des conditions de stress (Quadri et al., 2002 ; Liu
et al., 2006 ; Simsek et al., 2009 ; Chanos et Mygind, 2016 ; Turgis et al., 2016). Dans les milieux
hypersalins, de nombreux facteurs peuvent varier et entrainer un stress pour les micro-
organismes. La concentration en sels peut varier de maniere importante en fonction des
épisodes de sécheresse ou de pluie. De méme la température peut étre trés élevée dans les
lacs salés des déserts ou au contraire tres basse dans les eaux profondes. Par ailleurs, les
interactions au sein des communautés microbiennes peuvent engendrer un stress provenant
soit de la compétition pour les nutriments, soit de la production de composés toxiques,
comme par exemple des halocines. Ainsi, des variations de caractéres abiotiques (salinité,
température, pH, ..) et biotiques (compétition avec des souches d’archées halophiles
produisant ou non une halocine) seront envisagées pour voir leur influence sur I'expression
des génes halC8 et halH4.

Dans le chapitre 1 nous avons vu qu’un groupe de genes pourrait étre impliqué dans la
production de HalC8. En effet, on retrouve en amont de halC8, le gene halU codant une
protéine transmembranaire qui pourrait servir au transport de différents composés. Il serait
donc nécessaire de vérifier que ce gene est bien impliqué dans la biosynthése de HalC8. Le
geéne halR code un régulateur transcriptionnel. En aval de halC8, les génes halT2 et halT3
codent des protéines probablement impliquées dans I'export de HalC8 via un systeme de
transporteur ABC. Quant au gene halT1, qui se trouve dans une unité de transcription
spécifique, il pourrait coder un transporteur d’autoinducteur du quorum sensing, et son réle
dans la biosynthése de HalC8 reste énigmatique. Une étude de I'expression de ces différents
geénes pourrait nous révéler s’il existe une co-régulation des génes entourant halC8. Les genes
halU, halR et halC8 ne sont pas co-transcrits et donc ne font pas partie d’une seule unité de
transcription (Besse 2016). Cependant, une co-régulation de ces génes, au cours de la phase

de croissance, pourrait exister.

Par ailleurs, nous ne savons pas quels génes sont impliqués dans de la biosynthese de
HalH4. Il a été montré que halH4 est encore transcrit aprés le maximum de l'activité
antimicrobienne et que HalH4 serait impliquée dans des mécanismes de compétence et
d’absorption de I’ADN (Chen et al., 2019). Une étude de I'expression de halH4 en modifiant les

conditions de culture de la souche de Hfx. mediterranei pourrait nous en apprendre plus.

97



Enfin, nous souhaitions étudier la compétition entre deux souches productrices d’une
halocine. Pour cela il sera nécessaire d’étudier I'expression de halC8 lorsque le milieu de
culture contient HalH4 et inversement, c’est-a-dire étudier I'expression de halH4 lorsque le
milieu de culture contient HalC8. Ces études seront menées préférentiellement par des
expériences de co-cultures plutét que par addition dans le milieu de culture de HalH4 ou de
HalC8 purifiées a partir de cultures respectivement de Hfx. mediterranei DSM1411 ou de Nnm.
altunense JCM12890. En effet, nous avons vu précédemment que l'obtention d’halocine

purifiée en quantité suffisante est trés compliquée.

Pour répondre a toutes ces questions, la méthode de PCR quantitative a partir d’ARN
rétrotranscrit est la plus adaptée. Pour une interprétation convenable des résultats obtenus,
les niveaux d'expression du gene d’intérét seront normalisés par rapport a I'expression de
genes de référence exprimés de manieére stable. La g-RT-PCR implique une longue phase de
mise au point durant laquelle il faut vérifier la spécificité et I'efficacité de couples d’amorces
s’hybridant au géne d’intérét ainsi qu’aux genes de référence, ceci chez Nnm. altunense
JCM12890 et chez Hfx. mediterranei DSM1411 produisant respectivement HalC8 et HalH4.
L’exactitude des résultats de g-RT-PCR nécessite une normalisation précise de la transcription.
En effet, selon les conditions expérimentales et |'organisme étudié, le niveau basal de

transcription des genes de référence peut varier (Rebougas et al., 2013).

Il n‘existe pas de genes de référence universels, puisque I'expression des différents
génes dans les cellules varie suivant les especes et des facteurs propres aux cellules. En ce qui
concerne notre étude, le génome complet des 2 souches Nnm. altunense JCM12890 et Hfx.
mediterranei ATCC33500 sont disponibles, mais le plus important c’est de connaitre le
transcriptome. Lanalyse du transcriptome de Hfx mediterranei a été réalisée au milieu de la
phase exponentielle de croissance et au début de la phase stationnaire (Liu et al., 2013b).
Parmi les 3863 geénes putatifs contenus dans le génome (chromosome et réplicons
extrachromosomiques), a peu prés la moitié est exprimée différemment pendant la phase
stationnaire. (Liu et al., 2013b). Pour le choix des génes de référence, on peut considérer que
2 génes peuvent dans la plupart des cas étre utilisés. Il s’agit du gene codant ’ARNr 16S ou 18S,
et celui codant la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (gapdh) (Kozera et Rapacz,
2013). Quatre autres genes impliqués dans la transcription, la traduction ou la réparation de
I’ADN, ont été choisis, de fagcon a sélectionner ensuite les 3 meilleurs (Bustin et al., 2009). Il
s’agit : du géne codant la sous-unité B de 'ARN polymérase (rpoB) ; la protéine ribosomique
L10 (rpl10) ; la protéine RadA de réparation de I'ADN (radA) et la séquence de la région
transcrite entre le géne codant 'ARNr 16S et le gene codant 'ARNr 23S ou ITS1 (Internal

Transcribed Spacer 1).
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Plusieurs couples d’amorces spécifiques des génes de référence et d’intérét ont été
testés. La liste des différents couples d’amorces figure dans les annexes 3 et 4. Le choix des
amorces est compliqué car I'ADN des archées de la classe des Halobacteria est
particuliéerement riche en bases G et C (64,5 % pour Nnm. altunense et 57,9 % pour le plasmide
pHM300 de Hfx. mediterranei). Il en résulte qu’il existe une forte probabilité que nos amorces
s’hybrident entre elles (monomeére ou dimére) ou prennent une conformation en épingle a
cheveu. De plus, l'efficacité de la g-RT-PCR est meilleure si la taille des amplicons est petite
(50-150 pb).

I. PCR quantitative de ’ADNc des genes de références et de halC8
chez Nnm. altunense JCM12890

Avant de présenter nos résultats, il convient de rappeler les différents résultats qui vont
permettre de valider la spécificité d’un couple d'amorces. Tout d’abord, il est nécessaire que
les courbes de fluorescence des échantillons RT+ (en présence de transcriptase inverse)
apparaissent au minimum 10 cycles avant I'apparition des courbes des échantillons RT- (en
absence de transcriptase inverse). Théoriguement on ne devrait pas avoir de courbes RT-, mais
elles correspondent aux amplifications dues a des traces d’/ADNg contenu dans la préparation
d’ARN. Ceci permet donc d’apprécier également la qualité de I'extraction de I’ARN. Ensuite, les
courbes ou la matrice d’ARN est remplacée par de I'eau (RTH20) doivent apparaitre aprés le
32¢me cycle d’amplification. Enfin, & l'issue de la réaction d’amplification, il faut vérifier la
présence d’un seul produit de PCR. Pour cela une courbe de fusion a été réalisée permettant
de déterminer la température de dénaturation (Tm) du produit. Si I'échantillon d’ARN au
départ est homogéne, on doit observer un seul pic. Par contre, la courbe de fusion peut révéler
une contamination par des dimeres d’amorces ou plusieurs pics de Tm, ce qui traduit une

hybridation des amorces a plusieurs endroits de 'ARN (Wilhem et Pingoud, 2003).

1. Géne de référence codant I’ARNr 16S chez Nnm. altunense JCM12890

Nous commencgons par rechercher des couples d’amorces pour le gene de référence
le plus courant c’est-a-dire le gene codant I’ARNr 16S. Deux couples d’amorces (Annexe 3) ont
été choisies puis analysées et validées par les programmes Primer3 Plus et OligoAnalyzer. La
guantité d’échantillon au départ est tellement importante que la détection de notre ADNc est
immédiate et la valeur du cycle seuil (Cs) ou CP n"apparait pas dans I’afficheur de I'appareil
(Figure 45).
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Figure 45. Courbe d’amplification du géne codant I’ARNr 16S chez Nnm. altunense JCM12890
avec les amorces 16S-Na-F1/165-Na-R1.

Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du nombre de cycles
d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc ; RT-: échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse ; RTH20 :
controéle négatif, I'eau remplace I’ARN. U'encart sur fond bleu présente les résultats présentés
par le thermocycleur.

Comme le géne halC8 ne sera présent dans les cellules d’archée qu’en faible quantité,

le géne codant 'ARNr 16S ne peut donc pas étre utilisé comme gene de référence.

2. Geéene de référence codant la glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase (gapdh) chez Nnm. altunense JCM12890

Pour I’étude de ce gene 9 couples d’amorces ont été testés (Annexe 3). Nous avons
testé ces amorces malgré une probabilité non négligeable de création de monomere, de

dimeére ou de structure en épingle a cheveux.

Malgré de multiples tentatives d’optimisation en faisant varier notamment la
température d’hybridation de 60 a 64 °C, aucun des 9 couples n’a donné de résultats
satisfaisants. Soit le seuil de référence de nos échantillons (RT+) était trop proche de nos
contrbles négatifs de rétrotranscription (RT-) et de RTH20 (Figure 46), soit nos amorces se
fixaient entre elles préférentiellement a notre ADNc, c’est pourquoi nous observions un Tm

en amont de celui attendu pour nos échantillons (Figure 47).
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Figure 46. Courbe d’amplification du géne gapdh chez Nnm. altunense JCM12890 avec les
amorces gapdh-Na-F8/gapdh-Na-R8.

Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du nombre de cycles
d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc ; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse ; RTH20 :
contréle négatif, I'’eau remplace I’ARN.
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Figure 47. Courbe de fusion des amplicons, obtenus aprées g-RT-PCR du gene gapdh chez Nnm.
altunense JCM12890 avec les amorces gapdh-Na-F8/gapdh-Na-R8, en fonction de la
température.

3. Séquence de la région transcrite entre le géne codant ’ARNr 16S et le
gene codant I’ARNr 23S (ITS1) chez Nnm. altunense JCM12890

Pour I'étude de la séquence de cette région transcrite 2 couples d’amorces ont été
testés (Annexe 3). Le couple d’amorces ITS1-Na-F1/ITS1-Na-R2, a une température
d’hybridation de 60 °C, nous a donné des résultats encourageants pour la suite. Le signal de
fluorescence de I'échantillon RT+ (Cs de 23,25 et 23,34) a bien été détecté 10 cycles avant le

signal de fluorescence du contréle RT- (Cs de 34,44 et 33,33). Le signal de fluorescence de
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I'échantillon RT- est d0 a la faible quantité d’ADNg qui reste dans I'échantillon et dont
I'amplification est assez importante aprés 33 cycles d’amplification (Figure 48). De plus, le
signal de fluorescence de I'échantillon contenant de I'eau a la place de la matrice d’ARN a bien
été détecté aprées le trente-deuxieme cycle (Figure 48). Enfin, méme si nos amorces ont
tendance a se fixer entre elles, ce que nous pouvons voir dans les controles, elles se fixent
préférentiellement a notre ADNc en présence de celui-ci (RT+), c’est pourquoi nous observons

un seul pic de température pour les échantillons (Figure 49).
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Figure 48. Courbe d’amplification du géne codant la région ITS1 chez Nnm. altunense
JCM12890 avec les amorces ITS1-Na-F1/ITS1-Na-R2.

Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du nombre de cycles
d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc ; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse ; RTH20 :

contrdle négatif, 'eau remplace 'ARN.
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Figure 49. Courbe de fusion des amplicons, obtenu apres g-RT-PCR de la séquence ITS1 chez
Nnm. altunense JCM12890 avec les amorces ITS1-Na-F1/ITS1-Na-R2, en fonction de la

température.
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4. Géne de référence codant la sous-unité § de ’ARN polymérase (rpoB)
chez Nnm. altunense JCM12890

Pour I'étude du géne rpoB, 4 couples d’amorces ont été testés, aprés analyse et
validation (Annexe 3). Le couple d’amorces rpoB-Na-F4/rpoB-Na-R4 a montré des courbes de
résultats intéressantes, a une température d’hybridation de 60 °C. Nous avons bien obtenu 10
cycles d’écart entre le cycle de détection du signal de fluorescence de I'échantillon RT+ (Cs de
24,21 et 24,44) et celui du controle RT- (Cs de 35,79 et 33,97). Le signal de fluorescence de
I’échantillon contenant H,0 a bien été détecté apres le trente-deuxiéme cycle, ainsi que pour
I'’échantillon contréle de rétrotranscription RT? (contrdle réalisé en I'absence d’ADN, mais en
présence d’enzyme) (Figure 50). Nos amorces s’apparient entre elles dans les échantillons de

contrdle mais ce n’est pas le cas dans nos échantillons RT* et RT (Figure 51).
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Figure 50. Courbe d’amplification du gene rpoB chez Nnm. altunense JCM12890 avec les
amorces rpoB-Na-F4/rpoB-Na-R4.

Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du nombre de cycles
d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc ; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse ; RTH20 :
contréle négatif, I'eau remplace 'ARN ; R° contrdle sans ARN mais en présence de transcriptase
inverse.
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Figure 51. Courbe de fusion des amplicons, obtenu apres g-RT-PCR du géne rpoB chez Nnm.
altunense JCM12890 avec les amorces rpoB-Na-F4/rpoB-Na-R4, en fonction de la
température.

5. Géne de référence codant la protéine de réparation et de recombinaison
de ’ADN RadA (radA) chez Nnm. altunense JCM12890

Pour I'étude de ce géne 3 couples d’'amorces ont été testés, apres analyse et validation
(Annexe 3). Le couple d’amorces radA-Na-F2/radA-Na-R2 a été sélectionné pour la suite de
notre étude, avec une température d’hybridation de 64 °C. Dix cycles séparent le signal de
détection de fluorescence de nos échantillons RT+ (Cs de 23,85 et 23,87) et RT- (Cs de 33,68
et 34,88). Nos contréles RT? (Cs de34,59 et 35,14) et RTH20 (Cs de 33,52 et 35,91) présentent

un signal détecté a partir du trente troisieme cycle (Figure 52).
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Figure 52. Courbe d’amplification du gene radA chez Nnm. altunense JCM12890 avec les
amorces radA-Na-F2/radA-Na-R2.

Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du nombre de cycles
d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc ; RT-: échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse ; RTH20 :
contréle négatif, I'eau remplace 'ARN ; R° controle sans ARN mais en présence de transcriptase
inverse.
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Nos amorces se fixent trés bien a notre matrice ADNc dans nos échantillons RT+ et a
notre ADNg résiduel dans nos échantillons RT-, elles s’associent entre elles dans les
échantillons de controle (Figure 53).
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Figure 53. Courbe de fusion des amplicons, obtenu apres g-RT-PCR du gene radA chez Nnm.
altunense JCM12890 avec les amorces radA-Na-F2/radA-Na-R2, en fonction de la
température.

6. Géne de référence codant la protéine ribosomique L10 (rp/10) chez Nnm.
altunense JCM12890

Deux couples d’'amorces ont été testés pour ce géne (Annexe 3). Le couple d’'amorces
rpl10-Na-F1/rpl10-Na-R1, utilisé a une température d’hybridation de 60 °C, donne de bons
résultats. En effet, il y a bien 10 cycles d’écart entre le cycle de détection du signal de
fluorescence des échantillons RT+ (Cs de 20,52 et 20,67) et celui des échantillons RT- (Cs de
32,17 et 32,59), et le controle de RTH20 présente un signal de fluorescence détecté au 32-33¢
cycle (Figure 54).
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Figure 54. Courbe d’amplification du gene rp/10 chez Nnm. altunense JCM12890 avec les
amorces rpl10-Na-F1/rpl10-Na-R1.

Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du nombre de cycles
d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc ; RT-: échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse ; RTH20 :
contréle négatif, I'eau remplace 'ARN.
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Les amorces Rpl10-F1/Rpl10-R1 s’apparient préférentiellement a notre ADNc dans nos
échantillons RT+, mais elles s’apparient entre elles mais aussi a notre ADNg résiduel dans les
échantillons RT- (Figure 55).
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Figure 55. Courbe de fusion des amplicons, obtenu aprés g-RT-PCR du gene rp/10 chez Nnm.
altunense JCM12890 avec les amorces rpl10-Na-F1/rpl10-Na-R1, en fonction de la
température.

7. Géne d’intérét halC8 codant le précurseur de I’halocine C8 chez Nnm.
altunense JCM12890

Pour I'étude de notre géne d’intérét, halC8 codant ProC8, cing couples d’amorces ont
été testés (Annexe 3). Le couple d’'amordes halC8-Na-F4/halC8-Na-R4 (amplification d’un
fragment codant une partie de Hall) présente les résultats les plus encourageants a une
température d’hybridation de 60 °C. En effet, le signal de fluorescence de I'échantillon RT+(Cs
de 20,93 et 21,00) et celui du RT- (Cs de 36,06 et 33,85) apparait bien plus de 10 cycles apreés.
Pour les échantillons de contréle RTH20 et contrdle RT?, le signal de fluorescence est détecté
complétement en fin de la réaction de g-PCR, apres le trente troisieme cycle (Figure 56). De
plus, nos amorces se fixent bien a la matrice d’ADNc et non entre elles dans nos échantillons
RT+ (Figure 57).
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Figure 56. Courbe d’amplification du gene d’intérét halC8 chez Nnm. altunense JCM12890
avec les amorces halC8-Na-F4/halC8-Na-R4.
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Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du nombre de cycles
d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc ; RT-: échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse ; RTH20 :
contréle négatif, 'eau remplace 'ARN ; R° contréle sans ARN mais en présence de transcriptase
inverse.
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Figure 57. Courbe de fusion des amplicons, obtenu apres q-RT-PCR du géne d’intérét halC8
chez Nnm. altunense JCM12890 amplifié avec les amorces halC8-Na-F4/halC8-Na-R4, en
fonction de |la température.

Il. PCR quantitative de I’ADNc des génes de référence et de halH4
chez Hfx. mediterranei DSM1411

1. Genes de référence gapdh, rpoB, radA et rpl10 et séquence ITS1 chez Hfx.
mediterranei DSM1411

Nous n’avons pas recherché de couples d’'amorces pour le gene codant I’ARNr 16S car
nous savons que ce géne sera surexprimé et que nous ne pourrons pas normaliser les résultats

de notre géne d’intérét halH4 par rapport aux résultats du géne codant 'ARNr 16S.

Pour I’étude du gene gapdh, nous avons testés 3 couples d’amorces (Annexe 4). Le
couple d’amorces gapdh-Hm-F3/gapdh-Hm-R3 a été retenu pour la suite de I'étude, avec une
température d’hybridation a 64 °C. La courbe d’amplification montre un signal de fluorescence
pour les échantillons RT+ a partir du 25¢ cycle, ce qui est tard, I'idéal étant aux alentours du
20%™e cycle (Figure 58).
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Figure 58. Test de spécificité des amorces gapdh-Hm-F3/gapdh-Hm-R3 s’hybridant au géne
gapdh chez Hfx. mediterranei DSM1411.

A : courbes d’amplification. Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du
nombre de cycles d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+ : échantillon

avec ARN rétrotranscrit en ADNc ; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase

inverse ; RTH20 : contrble négatif, I'eau remplace I’ARN B : courbes de fusion en fonction de la
température.

Pour I'étude de la séquence ITS, nous avons testé 2 couples d’amorces (Annexe 4). Le
couple d’amorces ITS1-Hm-F2/ITS1-Hm-R2, testé a une température d’hybridation de 64 °C,

donne de bons résultats. Cependant, il serait préférable que le contréle de RTH20 présente un
cycle de détection plus élevé (Figure 59).
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Figure 59. Test de spécificité des amorces ITS1-Hm-F2/ITS1-Hm-R2 s’hybridant a la séquence
ITS1 chez Hfx. mediterranei DSM1411.

A : courbes d’amplification. Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du

nombre de cycles d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+ : échantillon

avec ARN rétrotranscrit en ADNc ; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase

inverse ; RTH20 : contréle négatif, I'eau remplace I’ARN B : courbes de fusion en fonction de la
température.
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Pour I'étude du géne codant la sous-unité B de 'ARN polymérase (rpoB), le seul couple
d’amorces rpoB-Hm-F/rpoB-Hm-R (Annexe 4) testé présente de bons résultats avec une
température d’hybridation de 63 °C (Figure 60). Il en est de méme pour le géne codant la
protéine de réparation et de recombinaison de I’ADN : RadA (radA), le couple d’'amorces radA-
Hm-F/radA-Hm-R (Annexe 4) a été sélectionné pour la suite de I'étude, avec une température
d’hybridation de 63 °C (Figure 61). Le couple rpl10-Hm-F/rpl10-Hm-R a été le seul testé pour
I'étude du gene codant la protéine ribosomique L10 (rp/10) et a une température d’hybridation

de 60 °C, ce couple présente des résultats encourageants (Figure 62).
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Figure 60. Test de spécificité des amorces rpoB-Hm-F/rpoB-Hm-R s’hybridant au géne rpoB
chez Hfx. mediterranei DSM1411.

A : courbes d’amplification. Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du
nombre de cycles d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+ : échantillon
avec ARN rétrotranscrit en ADNc; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase
inverse ; RTH20 : contréle négatif, I'eau remplace ’ARN. B : courbes de fusion en fonction de
la température.
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Figure 61. Test de spécificité des amorces radA-Hm-F/radA-Hm-R s’hybridant au géne radA
chez Hfx. mediterranei DSM1411.

A : courbes d’amplification. Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du
nombre de cycles d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+ : échantillon
avec ARN rétrotranscrit en ADNc; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase
inverse ; RTH20 : contrdle négatif, I'eau remplace I’ARN. B : courbes de fusion en fonction de
la température.
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Figure 62. Test de spécificité des amorces rpl10-Hm-F/rpl10-Hm-R s’hybridant au géne rp/10
chez Hfx. mediterranei DSM1411.

A : courbes d’amplification. Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du
nombre de cycles d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+ : échantillon
avec ARN rétrotranscrit en ADNc ; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase
inverse ; RTH20 : contrble négatif, 'eau remplace I’ARN ; R° controle sans ARN mais en
présence de transcriptase inverse. B : courbes de fusion en fonction de la température.

2. Géne d’intérét halH4 codant le précurseur de I'halocine H4 chez Hfx.
mediterranei DSM1411

Enfin pour I'étude de notre géne d’intérét halH4, nous avons testé 2 couples
d’amorces (Annexe 4). Le couple halH4-Hm-F1/halH4-Hm-R1 est sélectionné pour la suite de

notre étude (Figure 63).
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Figure 63. Test de spécificité des amorces halH4-Hm-F1/halH4-Hm-R1 s’hybridant a halH4
chez Hfx. mediterranei DSM1411.

A : courbes d’amplification. Le signal de fluorescence a 530 nm est mesuré en fonction du
nombre de cycles d’amplification. Chaque réaction est réalisée en double. RT+ : échantillon
avec ARN rétrotranscrit en ADNc ; RT- : échantillon avec ARN mais sans la transcriptase
inverse ; RTH20 : controle négatif, 'eau remplace I'ARN. B : courbes de fusion en fonction de
la température.
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Le tableau 11 présente les résultats obtenus lors des essais préliminaires avec les meilleurs
couples d'amorces pour étudier I'expression des genes halC8 et halH4 par g-RT-PCR. Les genes
et la séquence ITS1 en caractéres gras sont validés pour la suite de I'étude.

Tableaull. Récapitulatif de la détection du signal de fluorescence (cycle seuil) obtenu par g-
RT-PCR pour les amorces s’hybridant aux génes de référence et aux génes d’intérét halC8 et
halH4.

Geéne/Séquence Amorces RT+ RT- RTH20
Nnm. altunence JCM12890
ARN16S 16s-Na-F1/16s-Na-R1 ND ND 32,24 31,71 30,21 29,55
gapdh gapdh-Na-F8/gapdh-Na-R8 24,17 24,21 24,82 24,78 24,76 24,77
ITS1 ITS-Na-F1/1TS-Na-R2 23,25 23,34 34,44 33,33 35,21 34,53
radA radA-Na-F2/radA-Na-R2 23,85 23,87 33,68 34,88 33,52 3591
rpl10 rpl10-Na-F1/rpl10-Na-R1 20,52 20,67 32,17 32,59 32,54 33,85
rpoB rpoB-Na-F4/rpoB-Na-R4 24,21 24,44 35,79 33,97 34,87 35,02
halC8 halC8-Na-F4/halC8-Na-R4 20,93 21,00 36,06 33,85 33,13 33,76
Hfx. mediterrranei DSM1411
gapdh gapdh-Hm-F3/gapdh-Hm-R3 25,66 25,95 36,24 35,96 36,33 >40,00
ITS1 ITS-HM-F2/ITS-HmM-R2 20,58 20,88 34,58 31,10 30,26 30,67
radA radA-Hm-F/radA-Hm-R 24,72 24,61 ND ND ND  >40,00
rpl10 rpl10-Hm-F/rpl10-HM-R 20,97 21,13 34,23 34,27 34,88 34,94
rpoB rpoB-Hm-F/rpoB-Hm-R 23,71 23,74 34,07 34,25 >40,00 36,12
halH4 halH4-Hm-F1/halH4-Hm-R1 23,73 23,70 35,67 35,54 >40,00 >40,00

Les chiffres indiquent les valeurs en duplicat du cycle seui (Cs) a partir duquel le signal de fluorescence
est détecté. Les valeurs indiquées en gras valident la spécifité des amorces. RT+: échantillon avec ARN
rétrotranscrit en ADNc. RT-: échantillon avec ARN mais sans la transcriptase inverse. RTH20 : contréle
négatif ol I’eau remplace I’ARN. ND : non déterminable.

Les génes et laséquence ITS1 en caractéres gras sont validés pour la suite de I'étude.

l1l. Discussion

Pour I'étude de I'expression du géne halC8 chez Nnm. altunense JCM12890 par RT-PCR
guantitative, six génes de référence avaient été sélectionnés. Apres les nombreux essais, des
couples d’'amorces pour les 3 genes de référence (radA, rpl10 et rpoB) ainsi que la séquence
ITS1 répondent aux critéres de spécificité. En ce qui concerne notre gene d’intérét halC8, un

couple d’'amorces permet également de répondre aux critéres de spécificité.

Pour I'étude de I'expression du gene halH4 chez Hfx. mediterranei DSM1411 par RT-
PCR quantitative, 3 genes de référence (gapdh, rpl10 et rpoB) et la séquence ITS1 ont été
sélectionnés . Des couples d'amorces pour ces 4 genes répondent aux criteres de spécificité.

Pour le géne d’intérét haH4, un couple d’'amorce répond également aux critéeres de spécificité.

Létape suivante consistera a vérifier la reproductibilité des amplifications avec les

différents couples d’'amorces choisis et I'efficacité des couples choisis afin de ne conserver que
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les trois meilleurs couples. Un couple d’'amorces est dit efficace si un doublement de la
guantité d’ADNc est observé a chaque cycle.

Les couples d’amorces sélectionnés ne sont malheureusement pas parfaits. En effet,
pour certains le cycle de détection du signal de fluorescence de nos échantillons RT+ est aux
alentours des cycles 23 a 26. Or lors de la réalisation de la gamme d’efficacité, il ne faut pas
dépasser 30 cycles. Cela impose beaucoup de points pour déterminer la linéarité en utilisant
des dilutions rapprochées et par conséquent un dépassement du 308me cycle. 1l est donc
nécessaire d’obtenir des amplicons RT+ présentant un signal de fluorescence détecté avant le
20°™e cycle et aprés le 348™ cycle pour les amplicons RT-. Pour arriver a un tel résultat, il est
nécessaire d’optimiser encore notre protocole d’extraction d’ARN, pour récupérer des
échantillons contenant des quantités plus élevées d’ARN, de meilleure qualité et moins
contaminés par de I’ADNg. Enfin, alors nous pourrons tester l'efficacité de nos couples

d’amorces validés pour leur spécificité.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les archées qui constituent le 3°™ domaine du vivant sont des micro-organismes
colonisant majoritairement les milieux extrémes mais elles participent également a de
nombreux microbiotes dont le systeme digestif des ruminants et celui de I’homme. Ce projet
avait pour but d’étudier les halocines, peptides antimicrobiens produits par les archées
halophiles isolées des milieux hypersalins. Alors que les peptides antimicrobiens produits par
les bactéries ont été depuis longtemps trés étudiés, les données concernant les halocines,
leurs modes d’action et leur réle au sein des environnements hypersalins sont jusqu’a présent

rares et ce domaine de recherche reste encore peu explorée.

Notre étude s’est focalisée sur deux halocines dont la séquence nucléotidique du géne
codant les précurseurs ProC8 et ProH4 était connue. Nous avons cherché a savoir si les genes
halC8 et halH4 étaient fréguemment rencontrés dans les génomes des archées halophiles
extrémes. Nous avons également engagé une étude sur leur voie de biosyntheése et leur mode

d’action.

Nous avons montré dans cette étude que le géne halC8 est présent chez les différentes
espéces des genres Natrinema et Haloterrigena, deux genres phylogénétiquement tres
proches de la famille des Natrialbaceae. Mais halC8 est également retrouvé chez d’autres
espéces d’archées halophiles de la classe des Halobacteria comme plusieurs especes du genre
Haloferax, mais aussi chez des espéces des genres Halobacterium, Halococcus, Halopiger,
Halorussus, Halostella et Natronorubrum. Le géne halC8 est également présent chez des
especes du genre Methanosarcina, qui sont des archées méthanogenes halophiles
appartenant a la classe des Methanomicrobia et chez plusieurs souches d’archées
hyperthermophiles sulfato-réductrices de |’espece Archaeoglobus fulgidus appartenant a la
classe des Archaeoglobi. Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que halC8 est
retrouvé chez toutes les souches de Natrinema et Haloterrigena quel que soit leur origine
géographique. Cette répartition géographique large montrerait que ce géne, localisé sur le
chromosome, fait partie intégrante du génome de ces deux genres, et qu’il n’a pas été acquis
pas un transfert horizontal de génes entre archées halophiles. Cela laisse supposer que HalC8
pourrait avoir un autre rdle physiologique plus fondamental, que celui d’un peptide
antimicrobien. Ceci a d’ailleurs été évoqué récemment pour HalH4 qui serait impliqué dans
I'induction de l'absorption de I’ADN et donc serait potentiellement un activateur de
compétence chez Hfx. mediterranei (Chen at al., 2019). Nous avons également montré que
contrairement a halC8 présent chez de nombreuses espéces, le gene halH4, localisé sur des
mégaplasmides de 322 kb, n’est retrouvé que chez un nombre restreint de souches
appartenant a des genres éloignés phylogénétiquement : Haloferax, Halorubrum, Natrialba,

et Natrinema.
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Le gene halC8 code le précurseur ProC8 qui présente plusieurs régions dont la protéine
d’'immunité et HalC8 mature. C'est un exemple unique ou la protéine d’'immunité est localisée
sur le méme gene que celui codant le peptide antimicrobien. Nous avons montré que chez
Natrinema et Haloterrigena, les identités de séquences en acides aminés de ProC8 se retrouve
aussi bien au niveau de la protéine d'immunité qu’au niveau de I’halocine mature. Par contre
chez toutes les autres espéces possédant un géne halC8, les identités de séquence ne sont
observées qu’au niveau de HalC8. L’analyse phylogénétique des séquences de HalC8 a montré
gu’il existait deux clades, I’'un avec toutes les séquences provenant des especes de Natrinema,
Haloterrigena ainsi que 3 séquences provenant d’Haloferax, le second rassemblant les autres
séquences provenant des autres especes d’ Haloferax et Halobacterium. Au contraire de halC8,
halH4 ne code pas la protéine d'immunité, mais seulement le précurseur ProH4. Chez les
bactériocines des bactéries a Gram positif ou les microcines d’E. coli, le géne codant la
protéine d’'immunité est toujours localisé a coté du géne codant le peptide antimicrobien et
dans une méme unité de transcription. Nous avons étudié la nature des génes situés a
proximité de halH4 chez Hfx. mediterranei et montré qu’il n’existe aucun gene adjacent a
halH4 dans une méme unité de transcription qui pourrait coder une protéine d’'immunité. Par
contre, en amont de ha/H4, on observe plusieurs génes codant des protéines qui pourraient
étre impliqguées dans I'export de HalH4. Chez Hfx. mediterranei, on peut imaginer un
mécanisme similaire a celui observé chez les microcines de classe I, ou I'immunité est assurée
par des protéines d’export présentes dans le groupe de genes impliqués dans la biosynthese

de ces peptides antimicrobiens.

Nous avons montré que l'organisation du groupe de génes conduisant a la biosynthese
de HalC8 chez la souche de Natrinema sp. AS7092 est retrouvée chez les souches de
Natrinema et Haloterrigena dont le génome est disponible. On observe chez Natrinema sp.
AS7092 que halC8 est entouré de 5 génes. Le gene halU est présent dans les différents groupes
de génes mais son role dans la biosynthése de HalC8 demeure obscur. Le géne halR adjacent
a halC8 code une protéine régulatrice qui n’est pas retrouvée dans tous les groupes de genes
chez Natrinema et Haloterigena. Son réle dans la régulation de I'expression de halC8 reste a
démontrer. Les genes halT2 et halT3 codent 2 constituants de transporteur ABC qui pourraient
étre impliqués dans I'export de HalC8. Quant au gene halT1, il code une protéine participant a
I'efflux d’autoinducteur du quorum sensing. Son réle dans la biosynthése de HalC8 serait
également a préciser. Chez Hfx. mediterranei ATCC33500 productrice de HalH4, le géne halH4
est entouré de différents génes dont certains codent des protéines qui pourraient étre
impliquées dans I'export de HalH4, mais qui pourrait également jouer un réle dans I'immunité.
Contrairement a ce que I'on a observé chez les différents groupes de genes impliqués dans la
biosynthése de HalC8 chez Natrinema et Haloterrigena, on n'observe pas une organisation
conservée des genes aux alentours de halH4 chez Nab. aegyptia DSM13077, Nnm. gari

JCM14663 et Hrr. arcis JCM13916. Cependant chez Hrr. arcis on retrouve orienté en sens
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opposé a halH4, un gene homologue a celui présent chez Hfx. mediterranei ATCC33500.
Comme nous pouvons le voir, la voie de biosynthése de HalC8 et de HalH4 est encore loin
d’étre élucidée, et le role des différents génes a proximité de halC8 et de halH4 doit étre
précisé. C’est pourquoi, nous avons entamé l'étude de I'expression de halC8 chez Nnm.
altunense JCM12890 et de halH4 chez Hfx. mediterranei DSM1411 par g-RT-PCR. Des génes de
référence ont été validés chez Nnm. altunense JCM12890 et chez Hfx. mediterranei DSM1411
et des couples d'amorces sont disponibles pour nos génes d’intérét halC8 et halH4. Cependant
avant de poursuivre, il sera nécessaire d’optimiser encore notre protocole d’extraction d’ARN,
pour récupérer des échantillons contenant des quantités plus importantes, de meilleure
qualité d’ARN et moins contaminés par de 'ADNg. Ce travail pourra étre poursuivi aprés mon
diplome et toute cette phase de mise au point sera alors valorisée. Une fois les mises au point
terminées, le but sera de mesurer le taux de transcription des génes halC8 et halH4 au cours
de la phase de croissance. Nous compléterons cette étude par celle de I'expression des génes
halU, halR, halT1, halT2 et halT3 présents, chez Nnm. altunense JCM12890, dans le groupe de
génes afin de connaitre leur profil d’expression et de connaitre leur role dans la biosynthese
de HalC8. De la méme maniére, on pourra étudier I'expression des génes adjacents a halH4
chez Hfx. mediterranei DSM1411, afin de savoir s’ils sont impliqués dans la biosynthése de
HalH4. A plus long terme, afin d’identifier les fonctions exactes de chacun des genes contenus
dans le groupe de génes impliqué dans la biosynthése de HalC8, ils devront étre mutés un par
un, afin d’observer le phénotype résultant. Les génes pourront étre mutés par la méthode de
pop-in / pop-out décrit chez l'archée halophile Hfx. volcanii et qui consiste en deux
événements de recombinaison homologue successifs résultant en un remplacement du gene
sauvage par sa version mutée (Allers et Mevarech, 2005). Aprés mutations de chacun des
genes, des tests antimicrobiens pourront étre réalisés afin d’observer si I'activité est conservée
et des analyses par spectrométrie de masse permettront de vérifier si le précurseur est

toujours clivé ou si la production de HalC8 est modifiée.

Il serait également intéressant d’analyser 'expression des genes halC8 et halH4 par g-
RT-PCR en faisant varier différents facteurs abiotiques : salinité, température, pH ou un facteur
biotique en testant par exemple la présence d’une souche compétitrice. Cette derniére
expérience pourrait permettre de connaitre les conditions qui régulent la transcription des
geénes halC8 et halH4 et de formuler des hypotheses sur le réle de HalC8 et de HalH4 dans les

compétitions microbiennes.

Létude réalisée sur lactivité antimicrobienne de HalC8 a révélé une activité
interdomaine, puisque que HalC8 présente une activité contre une bactérie halophile extréme,
S. ruber, fréguemment rencontrée dans les milieux hypersalins. Une telle activité
interdomaine est un phénoméne rarement observé (Atanasova et al., 2013). En outre, HalH4
présente un large spectre d’activité, ce qui confirme les premiers résultats (Rodriguez-Valera

et al., 1982). Cependant, contrairement a HalC8, son activité est uniquement dirigée contre
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des archées halophiles. Nous avons également observé que parmi les souches testées, celles
de Hfx. alexandrinus DSM27206 et Natrinema sp. SWI15 produisaient probablement HalC8 et
HalH4. 1l serait intéressant de rechercher par la suite, si chez ces souches productrices de 2
halocines, celles-ci présentent une activité synergique ou additive. Pour cela, il sera nécessaire
de purifier les 2 halocines provenant d’'une méme souche et rechercher si on observe une
action synergique par tests en milieu gélosé. Une autre hypothése serait que les 2 halocines
soient produites dans des conditions environnementales différentes, ce qui pourra étre étudié

par PCR en temps réel.

La purification de quantité importante de HalC8 et de HalH4 rendrait possible I'étude
de leur mode d’action. Comme nous avons pu le voir lors de ce projet, la purification de ces
halocines en quantité suffisante demeure complexe et les probléemes rencontrés different
entre HalC8 qui est un peptide stable et HalH4 qui est une protéine dont l'activité disparaft
dans les milieux faiblement salins. Néanmoins, nous avons pu obtenir la masse exacte de HalC8
par chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse et ainsi pu prouver que
cette halocine possede 5 ponts disulfures expliquant ainsi sa tres forte stabilité. Il est probable
gue la structure de HalS8 de 8,6 kDa récemment décrite (Ghanmi et al., 2020), qui présente 8
cystéines, est également stabilisée par la formation de 4 ponts disulfure. Comme pour
beaucoup de peptides et de protéines, la surexpression de HalC8 et de HalH4 chez Hfx. volcanii
H98 ) sous forme de protéine recombinante (Bitan-Banin et al., 2003 ; Allers et al., 2004) serait
une solution qui permettrait d’obtenir de substantielles quantités d’halocine. Cependant, ces
techniques chez les archées sont moins classiques que chez les autres modeles. Pour I'instant,
tous les essais qui ont été réalisés n‘ont pas encore été concluants. L'utilisation d’halocines
purifiées nous permettrait de mesurer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sur les
différentes souches sensibles, et d’avoir une idée du mécanisme d’action. En effet des CMI de
I'ordre >10 uM implique en général une perturbation membranaire tandis qu’'une CMI de
I'ordre de 0,1 uM-nM implique une cible intracellulaire essentielle (Socchi et al, 2015). Pour
les PAMs présentant un double mécanisme d’action, il est nécessaire d’utiliser une
concentration au minimum supérieure a 10 fois la CMI pour observer un effet membranaire
du PAM (Socchi et al, 2015).

Nous n’avons pas réalisé complétement tous nos objectifs mais ce travail ambitieux a
permis d’explorer plus profondément un sujet de recherche intéressant, nouveau et original
que sont les archées halophiles et leur(s) peptide(s) antimicrobien(s) dans des milieux
extrémes. De plus certaines halocines stables pourrait étre intéressantes pour lutter contre

certaines bactéries pathogenes comme P. aeruginosa ou Staphylococcus aureus.
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Annexe 1 : Milieux utilisés pour la culture des souches

Milieu Composition Concentration
M372° Extrait de levure (BD) 5g.Lt
Acides casaminés (BD) 5 g.L'1
Glutamate monosodique (Acros organics) 1g.Lt
KCI (Roth) 2g.Lt
Citrate trisodique (Roth) 3g.Lt
MgS0,, 7H,0 (Panréac) 20g.L?
NaCl (Roth) 200g.L*
FeCl,, 4H,0 (Sigma Aldrich) 36g.Lt
MnCl,, 4H,0 (Sigma Aldrich) 0,36g.L"
pH 7-7,2
Extrait de levure (BD) 5g.Lt
NaBr (Sigma Aldrich) 0,625g.L"
NaHCO; (Sigma Aldrich) 0,25g.L"
NaCl (Roth) 195g.L"
SW25° KCl (Roth) 5g.L*t
CaCl,, 2H,0 (Sigma Aldrich) 1,25g.L*
MgS0,, 7H,0 (Panréac) 49,5g.L"
Mgcl,, 6H,0 (Roth) 34,6g.L"
pH 7,2
MB 37,4g.L-
MB® + 8% NaCl NaCl (Roth) 80g.L"
pH7,6
Tryptone (BD) 10g.L"
Extrait de levure (BD) 5g.Lt
M53% + 10% NaCl Glucose (Sigma Aldrich) 5g.Lt
NaCl (Roth) 100g.L"
pH7,2-7,4
Tryptone (BD) 10g.L"
LB Extrait de levure (BD) 5g.L”
NaCl (Roth) 10g.L"t

? https://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium372.pdf

®Sea water 25%, Anton et al., 2002

“Marine Broth, https://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium514.pdf
d https://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium53.pdf



Annexe 2 : Amorces utilisées lors de I’études de la biosynthése des
halocines C8 et H4

Taille
Nom Séquence 5'-3' Localisation .
amplicon (pb)
ARNr 16S-F
TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA Géne codant I'ARN 16S des archées 919
ARNr 16S-R YCC GGC GTT GAM TCC AATT
halC8-F ACG CTG TGC GAG TAG GAG TT Geéne halC8 codant ProC8 (HalC8) de Nnm 1058
halC8-R GAG ACG ACG TTC GAG GAATC altunense JCM12890
halC8-Imm-F  GAG GAA CCG AAACTG CTCAC Géne halC8 codant ProC8 (Hall) de Nnm altunense 651
halC8-Imm-R  RTC GGC GAC GGT ACA GA JCM12890
halU-F GCY GTG ACG ATC GGK GT R
Gene halU 742
halU-R CCG CCG ACG AACCACG
halR-F CAT CGA ACG ACS CTC MG R
Gene halR 538
halR-R TCG TTG TAC GCG AYV AKC ATG
halT1-F CTC GCG GTC GAC TAT CTC .
Gene halT1 622
halT1-R CCG ACG ACG AYG CCG AT
halT2-F GCG TCG CVG GCT GTC TGA .
Gene halT2 675
halT2-R GTC GAG TAG GAG ACG AYC AT
halT3-F GTC GGS GTC GTC TTC GT .
Gene halT3 1064
halT3-R CTC CCG ACG ACG AGA CTC GCC
halH4-Hm-F TGC TCT GAATTT AAG TAT GCA A Gene halH4 codant ProH4 de Hfx mediterranei 1174
halH4-Hm-R GTA GAG GCA CCG CTA CAG AA DSM1411
halH4-F GAC ATG TAC GGH GAS GGT GA Gene halH4 codant une zone conservée chez les 512
halH4-R GAG CAG GAA GGT CGA XGA RTC  différentes séquences d'HalH4
halH4-Hmc-F  GAG ATG TAC GGC GAG GGT GA Géne halH4 codant une zone conservée d'HalH4 de 512
halH4-Hmc-R  CAG TAG GTA CGT CGA CGA ATC  Hfx mediterranei DSM1411
M13univ-F GTA AAA CGACGG CCAG Amorces universelle pour séquencage d'insert au taille de
M13univ-R CAG GAA ACA GCT ATG AC niveau du gene lacZ dans le plasmide pGEM-®-T I'insert

F : Amorce sens R : Amorce antisens



Annexe 3 : Amorces utilisées lors de la g-RT-PCR chez Nnm.

altunense JCM12890
Nom Séquence 5'-3' Localisation 'Il'a|IIe fje
I"amplicon (pb)

16S-Na-F1 CCG TGA GGC GTC CTG TTA Géne codant I'ARN 16S 132
16S-Na-R1 ACC TAC CGT TGC CCG TTC C
16S-Na-F2 GAA AGG GGA CGC TAATCTC C N

Geéne codant I'ARN 16S 97
16S-Na-R2 TCT GAGG CGC GAT TAC TAC C
gapdh-Na-F1 CTC GTC GAC GTG AGT TTC AA .

Geéne codant la GAPDH 140
gapdh-Na-R1 ACT TTC TCG ACG CCG TAC TC
gapdh-Na-F2 GAG ACC ATC TTC CCC AAC CT R

Géne codant la GAPDH 97
gapdh-Na-R2 CCTCTTCCAGGG TGACGTT
gapdh-Na-F3 CAG CGG AAA ACT CAA GGA GTA .

Geéne codant la GAPDH 123
gapdh-Na-R3 ATG CCC TGG AAG CAG TAG AA
gapdh-Na-F4 GAG ACA GCG ATC GAC AAG G .

Geéne codant la GAPDH 191
gapdh-Na-R4 GGC GTG TCG TACTCC TCG TA
gapdh-Na-F5 ATG CAA CAG GTC GCC ATC R

Geéne codant la GAPDH 93
gapdh-Na-R5 GAC GC CCA GTACTT CCATGT
gapdh-Na-F6 CAA CAG GTC GCC ATC AAC G N

Geéne codant la GAPDH 137
gapdh-Na-R6 CCCTTGTCGATCGCTGTCT
gapdh-Na-F2 GAG ACC ATCTTC CCC AACCT Géne codant la GAPDH 129
gapdh-Na-R7 CGA ACA GGT TAC GGACGT C
gapdh-Na-F8 ATG CAA CAG GTC GCC ATC A R

Geéne codant laGAPDH 144
gapdh-Na-R8 GAA CCCCTT GTCGATCGC T
gapdh-Na-F9 TGA ACG TCA CCC TGG AAG AG .

Geéne codant la GAPDH 119
gapdh-Na-R9 CTTGAGTTTTCCGCTGCCAT
ITS1-Na-F1 TGG TAG AGT GCC TCC TTT GC Région transcrite entre le géne codant ARNr 16S et le géne 97
ITS1-Na-R1 TCTCCCACTTAAGGGACACG codant ARNr 23S (ITS1)
ITS1-Na-F1 TGG TAG AGT GCC TCC TTT GC Région transcrite entre le géne codant ARNr 16S et le géne 131
ITS1-Na-R2 ATC GGT TCG TGT TCG GAT TA codant ARNr 23S (ITS1)
rpoB-Na-F1 ATG ACG CTG AAG GAA CGACT .

Géne codant RpoB 120
rpoB-Na-R1 GCA GTT CGG ACA GTA GAC A
rpoB-Na-F2 TGA TGA GCT ACG AGG GGT TC .

Geéne codant RpoB 200
rpoB-Na-R2 CAG GTG GTT GTACGC TTC CT
rpoB-Na-F3 TGG TCT CGA ACA AAC TGC AC N

Géne codant RpoB 111
rpoB-Na-R3 GTT CCATCT CCCCGATACG
rpoB-Na-F4 CAA CAA CGA GAG GCG AAA GT .

Géne codant RpoB 136
rpoB-Na-R4 CTT TGA CCG AGA CGT TGA CC
radA-Na-F1 GAA CCCCGACTCCTACT .

Gene codant RadA 94
radA-Na-R1 GGA CTT GCG GAG GTA GA
radA-Na-F2 GAC TCC TAC TTC GGC GAC C N

Géne codant RadA 150
radA-Na-R2 GCT TGT CACCCT TG GACTTG
radA-Na-F2 GAC TCC TAC TTC GGC GAC C .

Gene codant RadA 177
radA-C8-R3 TTT CAG CCCTTC GTC CTG TA
rpl10-Na-F1 CAA ACC TGC CTC CAT GTACC .

Geéne codant RPL 10 100
rpl10-Na-R1 CATCTTGTGCTGTGCGATCT
rpl10-Na-F2 GAG GAC TAC CCC GTC CAG AT N

Geéne codant RPL 10 141
rpl10-Na-R2 GCG CAG GAC CAT CTT GTAGT
halC8-Na-F1 CTC GAT TAC TAC TAC GAA ACC GAC . i

Geéne codant ProC8 au niveau de Hall 145
halC8-Na-R1 GGA TCG CGT CCG TAT CGA CG
halC8-Na-F2 GTG GGC TCCTCG GTATCAC . .

Geéne codant RoC8 au niveau de HalC8 102
halC8-Na-R2 CGT CAC CGC AAC CGC TGT
halC8-Na-F3 GAG GAA CCG AAA CTG CTC AC N .

Geéne codant ProC8 au niveau de Hall 177
halC8-Na-R3 GAC CTC TCG AGC GAAGTC CT
halC8-Na-F4 ATT AAT CGC CGA AAC GTC CT . i

Gene codant ProC8 au niveau de Hall 119
halC8-Na-R4 GTG AGC AGT TTC GGT TCC TC
halC8-Na-F5 CGA CAT CGACGAGAG CAGT G dant ProC8 i de Hall-HalCs o1
halC8-Na-RS ACC TGC GGC GTA TTT ACA AG ene cocant Frot.S au niveau de Rafl-na

F : Amorce sens, R : Amorce antisens



Annexe 4 : Amorces utilisées lors de q-RT-PCR chez Hfx.
mediterranei DSM1411

, o - Taille

Nom Séquence 5'-3 Localisation .
amplicon (bp)
gapdh-Hm-F1 TAC GAA ACA CACCACACAC Géne codant la GAPDH 134
gapdh-Hm-R1 GTG TTA CAC GAG ACG ACA C
gapdh-Hm-F2 GAA GAC AAA CGG GAC AGC AT Géne codant la GAPDH 85
gapdh-Hm-R2 CCT GCT CAG AGA ACC CAG AA
gapdh-Hm-F3 GAG GAG TAC GGC GTC GAT AA Géne codant la GAPDH 184
gapdh-Hm-R3 GGA CTT TCA GTC CGA GCG TA
ITS1-Hm-F1 TGG TAG AGT GCC TCC TTT GC  Région transcrite entre le géne codant ARNr 16S et le géne 81
ITS1-Hm-R1 TCG GGA GTG GAG TACTGC TT  codant ARNr 23S (ITS1)
ITS1-Hm-F2 GCA GTACTC CAC TCC CGAAC  Région transcrite entre le gene codant ARNr 16S et le gene 145
ITS1-Hm-R2 CAA ACA CCC TCG GAG ATA GC  codant ARNr 23S (ITS1)
B- -
rpoB-Hm-F GAG ATC AAC GAG GAC CAC AC Gene codant RpoB 120
rpoB-Hm-R CCC TGC ACC CAT CGT AAT AC
radA-Hm-F CAA CCA CCAGATTCT CCT CG Gene codant RadA 100
radA-Hm-R CGT AAG GGA GTC GAC ACA AA
rpl10-Hm-F AAG TTG CCC CGA ACG ACAT Geéne codant RPL 10 134
rpl10-Hm-R GGA GTC TTC GGT CAC CTT GA
halHa-Hm-F1 GGA CGA CAA GGC GAA AGA AA Géne codant ProH4 au niveau de HalH4 144
halH4-Hm-R1 AGC GCA AAG TCG GTG TAATC
halH4-Hm-F2 ATT ACA CCG ACT TTG CGC TC . .
Géne codant ProH4 au niveau de HalH4 118

halH4-Hm-R2 CAG TTC ACC ATG TCG CTG AG

F : Amorce sens R : Amorce antisens



Annexe 5 : Publication " Halocin C8: an antimicrobial peptide
distributed among four halophilic archaeal genera: Natrinema,
Haloterrigena, Haloferax et Halobacterium "
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Abstract Halophilic archaea thrive in hypersaline eco-
systems and produce antimicrobial peptides (AMPs)
named halocins. AMPs are essential effectors of micro-
bial interactions in natural ecosystems. Halocin C8 is a
7.4 kDa peptide produced by Natrinema sp. AS7092. Sur-
rounded by genes involved in regulation and transport, the
halC8 gene encodes a precursor, processed into the mature
halocin and an immunity protein, protecting the produc-
ing strain against its halocin. This feature constitutes a
unique property of halocin C8, as known AMPs and their
immunity proteins are generally encoded on distinct ORFs
in an operon. By complementary in silico and PCR-based
approaches, the presence of halC8 in halophilic archaea
collected from various parts of the world was evidenced.
The full-length halC8 gene is restricted and consistently
found in the genomes of strains belonging to the phylo-
genetically related genera Natrinema and Haloterrigena,
along with transport and regulation genes. Functional
expression of halC8 was demonstrated by RT-PCR and
antimicrobial assays. Active halocin C8 was shown to con-
tain five disulphide bridges, presumably conferring a com-
pact structure resistant to harsh environmental conditions.
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In other archaeal genera, Haloferax and Halobacterium,
genes encoding halocin C8 with diverging immunity pro-
tein moiety were evidenced. A phylogenetic analysis of
halocin C8 sequences was conducted.

Keywords Hypersaline ecosystems - Halophilic archaea -
Antimicrobial peptides - Halocin C8 - Natrinema -
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Abbreviations
AMP Antimicrobial peptide
Hal Halocin

Introduction

Antimicrobial compounds are essential effectors of micro-
bial interactions in natural ecosystems (Hibbing et al.
2010). In hypersaline environments, antimicrobial pro-
teinaceous compounds called halocins, have been found to
be produced by halophilic archaea belonging to the class
Halobacteria. Several halocins have been described so far,
but only a few have been studied at the molecular level
(Besse et al. 2015). Among those, halocin C8 (HalC8),
initially purified from the halophilic strain Natrinema sp.
AS7092 (formerly Halobacterium sp. AS7092), is a very
stable 7.4 kD peptide with antimicrobial activity directed
against several genera of halophilic archaea (Li et al. 2003).
This halocin is produced ribosomally from the halC8 gene,
encoding a 29.4 kDa-ProC8 precursor protein contain-
ing a N-terminal signal peptide for the Tat pathway, which
allows export of folded proteins through the cytoplasmic
membrane (Palmer and Berks 2012). Maturation of ProC8
involves proteolytic cleavage by an unknown mechanism,
to yield the active 7.4 kDa-mature peptide HalC8 and a
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17.7 kDa-immunity protein Hall that protects the produc-
ing strain against its own antimicrobial peptide (Sun et al.
2005). The genetic locus surrounding halC8 has been
sequenced in Natrinema sp. AS7092, revealing putative
genes that may also be involved in the production of HalC8:
halU would encode a membrane-spanning protein with
an unknown function; halR displays identities to regulator
genes; halTl, halT2 and halT3 encode the three compo-
nents of an ATP-binding cassette (ABC) transporter system
(Mei et al. 2006). The presence of a gene cluster dedicated
to the production of the peptide, the maturation pathway
involving a proteolytic cleavage of a precursor protein, and
the presence of an immunity protein, are all reminiscent
of features commonly encountered for bacterial antimi-
crobial peptides (AMPs), which have been widely studied
and described both in Gram-positive and Gram-negative
bacteria (Kuipers et al. 2011; Rebuffat 2011). However,
the AMP and its immunity protein are usually encoded by
distinct genes in an operon, and halocin C8 represents an
original and unique example where the precursor protein
carries both the AMP and the immunity function. This fea-
ture results in peculiarities in the regulation processes, as it
might be driven by release of the AMP from the precursor
by the yet unidentified proteolytic entity.

Several studies report the production of HalC8 and/or
the presence of the halC8 gene among halophilic archaea of
different geographical origins. While the halophilic strain
Natrinema sp. AS7092, from which HalC8 was initially
purified, originated from the Chaidan salt lake in Qinghai
province, China (Li et al. 2003), three independent stud-
ies on Algerian isolates describe the production of HalC8.
Five Natrinema sp. strains isolated from the Ichekaben salt-
erns have been shown to carry the halC8 gene and display
papain sensitive antimicrobial compounds (Imadalou-Idres
et al. 2013). The AMP has also been purified from an iso-
late from the Sidi Ben Ameur sebkha, indicated to belong
to the genus Halorubrum but in fact affiliated to Natrinema
sp. (Meknaci et al. 2014; Besse et al. 2015). Six strains
belonging to the Natrinema genus isolated from the Chott
Melghir, the El Golea, Sidi Ameur and Adrar sebkhas, dis-
played antimicrobial activity and their genome contained a
halC8 gene (Quadri et al. 2016). Variants of HalC8 have
also been reported. The unidentified Tunisian strain TuA4
produces halocin A4, a 7.4 kDa peptide whose amino acid
sequence is 75% identical to that of HalC8 (Shand and
Leyva 2007). Interestingly, there is no study reporting a
HalC8-producing strain that belongs to another genus than
Natrinema.

This study thus focuses on HalC8 with the aim of deter-
mining whether the capacity to produce this AMP can be
correlated with a phylogenetic affiliation to the Natrinema
genus. In silico analysis of the halC8 and surrounding
genes was conducted, using GenBank databases. Using a

@ Springer

wide range of available Natrinema isolates, as well as iso-
lates belonging to the closely related genus Haloterrigena,
PCR amplification of the halC8 gene was performed, as
well as a transcriptional analysis and antimicrobial assays
to determine whether the peptide was expressed.

Materials and methods
Strains and growth conditions

Archaeal strains used in this study are listed in Table 1.
Collections strains were purchased from the Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ, Germany, http://www.dsmz.de/) or the Japan Col-
lection of Microorganisms (JCM, Japan, http://jcm.brc.
riken.jp/). All the archaeal halophilic strains were culti-
vated in DSMZ Halobacteria medium 372 (http://www.
dsmz.de) at 37°C, supplemented with 15 g L™! agar for
solid medium. Experiments described below were per-
formed for all the Natrinema and Haloterrigena strains
described in Table 1, except HalC8 detection which was
performed only for strain Nnm. altunense JCM12980.

Antimicrobial assays

The detection of antimicrobial activity was conducted
using the agar well-diffusion method. Fifteen millilit-
ers of medium 372 molten soft agar (agar 8 g L™') was
inoculated with 1-50 pL of an early stationary phase cul-
ture (ODgyy=1.2-1.8) so as to obtain a final ODgy, of
0.0001. After pouring in Petri dishes over a layer of solidi-
fied 15 g L™! agar medium 372, wells with 0.5 cm diam-
eter were aseptically punched. Aliquots (80 uL) of heated
(10 min, 100°C) and filtered (0.22 um) culture supernatant
of the producer strains were then deposited in the wells.
The plates were incubated at 37 °C until a confluent micro-
bial growth of the target strain was observed. Antimicrobial
activity was detected by the formation of a clear inhibition
halo (measured in mm) around the well. Experiments were
repeated 2-5 times.

Nucleic acid extraction

Genomic DNA was extracted from the cell pellet of a
20 mL stationary phase culture. It was resuspended in
1.8 mL of SET buffer (20% sucrose, 50 mM EDTA, 50 mM
Tris, pH 7.6). Cell lysis was obtained by adding 20 pL
lysozyme (Biosolve, 20 mL™!) and incubating for 15 min
at room temperature. Twenty microliters of 10% (w/v) SDS
were added before the sample was incubated for 1 h at room
temperature with stirring. Fifty microliters of 20 mg mL ™!
proteinase K (Panreac AppliChem) were added, followed
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http://jcm.brc.riken.jp/
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Table 1 Halophilic archaeal strains used in this study

Strain Origin

References

Hrr. chaoviator ETD3

Htg. hispanica DSM18328*
Hryg. jeotgali DSM18794%

Htg. thermotolerans DSM11552%
Htg. salina JCM13891*

Htg. turkmenica DSM5511%
Nnm. altunense JCM12890*
Nnm. ejinorense DSM18194*
Nnm. gari JCM14663*

Nnm. pellirubrum DSM15624*
Nnm. pallidum DSM15623*
Nnm. versiforme DSM16034*
Nnm. salaciae DSM25055%
Natrinema sp. SWI15*
Natrinema sp. SSI9*

Sfax salterns, Tunisia

Salted hide
Salted cod

Ichekaben, Algeria
Ichekaben, Algeria

Fuente de Piedra salt lake, Spain

Shrimp jeotgal (fermented food), Korea
Solar salterns, Puerto Rico

Xilinhot salt Lake, Inner Mongolia, China
Saline soil, Turkmenistan

Ayakekum salt Lake, Xinjiang, China
Lake Ejinor, Inner Mongolia, China

Anchovy fish sauce, Thailand

Aibi salt Lake, Xinjiang, China
Lake Medee, Eastern Mediterranean Sea, Italy

Ghanmi et al. 2016)

Romano et al. (2007)

Roh et al. (2009)
Montalvo-Rodriguez et al. (2000)
Gutiérrez et al. (2008)
Zvyagintseva and Tarasov (1988)
Xu et al. (2005)

Castillo et al. (2006)

Tapingkae et al. (2008)
McGenity et al. (1998)
McGenity, et al. (1998)

Xin et al. (2000)

Albuquerque et al. (2012)
Imadalou-Idres et al. (2013)
Imadalou-Idres et al. (2013)

Strains tested by PCR for the presence of halC8, using primers C8-Imm1 and C8-12-R

by incubation for 2 h at 55°C with stirring. After centrifu-
gation, the lysate was dialyzed extensively (3500 Da mem-
branes, Spectrum) against MilliQ® water overnight at 4 °C.
DNA was extracted with chloroform and precipitated with
isopropanol, as described (Sambrook et al. 1989).

RNA extraction was performed using an 80mL culture
cell pellet using TriZOL® reagent, as recommended by the
manufacturer (Ambion, Life Technologies, ThermoFisher,
France). Quantification was performed using a NanoVue
Plus spectrophotometer (GE Healthcare). Following treat-
ment with DNAse (Promega, France, 1 U for 5 ug RNA)
for 1 h 30 min at 37°C, RNA was further purified using
PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies,
ThermoFisher, France).

Yield and purity of genomic DNA and RNA were
determined using a NanoVue Plus spectrophotometer (GE
Healthcare).

Reverse transcription and PCR amplification

The extracted RNA (500 ng) was mixed with 0.2 ug mL™!
random primers (Promega, France), 1 uL of 40 mM dNTP
mix (VWR, France) and incubated at 65°C for 5 min.
After adding first strand buffer 1X (Invitrogen, Ther-
moFisher, France), 1 pL of 0.1 M DTT (Invitrogen, Ther-
moFisher, France) and incubating for 2 min at 25 °C, 200 U
of SuperscriptII® reverse transcriptase (Invitrogen, Ther-
mokFisher, France) were added and incubation was carried
out for 50 min at 42 °C. The reaction was stopped by incu-
bation for 15 min at 70 °C.

PCR amplifications were performed using VWR rea-
gents (France). Each 25 pL reaction mixture contained

1X Extra PCR buffer, dNTP mix (10 uM final concen-
tration each), 0.4 uM of each primer, 1.25 U Taq DNA
polymerase, 1 uL of template genomic DNA or cDNA.
The following PCR program was used: 95 °C for 30 s fol-
lowed by 30 cycles of 95°C for 30 s, 55-62°C for 30 s
and 72 °C for 1-2 min, followed by an extension step of
7 min at 72°C. The oligonucleotide primers used were
the intergenic primers C8-IG1 (5'-ACGCTGTGCGAG
TAGGAGTT-3") and C8-IG2 (5'-GAGACGACGTTC
GAGGAATC-3’) for amplification of the complete halC8
gene; or primers C8-Imml (5-GAGGAACCGAAA
CTGCTCAC-3") and C8-12-R (5'-RTCGGCGACGGTA
CAGA-3’) for amplification of the partial halC8 gene.
Amplified DNA was submitted to electrophoresis on 1%
(w/v) agarose gels in Tris—acetic acid-EDTA buffer con-
taining 1X GelRed (Biotim) and visualized under UV
light.

PCR products were purified using the GeneClean
Turbo® kit (MPBio, France) and cloned into the pGEM-
T Easy vector following the manufacturer’s instructions
(Promega, France). Plasmid DNA was extracted using the
QuickLyse® kit (Qiagen, France) and sequenced by Euro-
fins (Germany).

Sequence accession numbers
The halC8 gene sequences reported in this study have

been deposited in GenBank database under accession
numbers KX382973-KX3829982.
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In silico sequence analysis

The presence of the halC8 gene or ProC8 sequences were
searched in the Genbank databases using the BLASTN,
BLASTP, and TBLASTN algorithms (Altschul et al.
1990; Zhang et al. 2000) and the sequences of Natrin-
ema sp. AS7092 as query (GenBank accession numbers:
DQ137141, nucleotides 4330-5181 and AAQ 82548).
When multiple hits were found for the same strain, that
with the lowest score was excluded from the analysis. Mul-
tiple alignments were generated using ClustalW (Thomp-
son et al. 1994). Phylogenetic tree was reconstructed using
the neighbour-joining method (BioNJ algorithm, Gascuel
1997, http://www.atgc-montpellier.fr/fastme; Lefort et al.
2015), using 1000 replicates in the bootstrap test. The tree
was visualized using TreeDyn (Chevenet et al. 2006, http://
www.phylogeny.fr). Prediction of Tat signal sequences was
assayed using PRED-TAT (Bagos et al. 2010, http://www.
compgen.org/tools/PRED-TAT). Secondary structures were
predicted using JPRED (Drozdetskiy et al. 2015, http:/
www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4).

HalCS8 detection from solid culture of Natrinema
altunense JCM12890 by mass spectrometry

Sixteen Petri dishes of DSMZ Halobacteria solid medium
372 sowed with Natrinema altunense JCM12890 were
grown for 14 days at 37°C. The sowed agar was cut out
into small pieces, which were macerated for 4 h in metha-
nol. The liquid phase was evaporated under reduced pres-
sure (rotary evaporator, Buchi) and solubilized in H,O
containing 0.1% formic acid, which was extracted with
butanol. The butanol phase was evaporated under reduced
pressure (rotary evaporator, Buchi), solubilized in 500 mL
of H,0 with 0.1% formic acid, and extracted on a C8 Sep-
Pak cartridge 35 cc (Waters) pre-equilibrated with 10%
acetonitrile (ACN) in H,0 containing 0.1% acid formic,
washed with 500 mL of ACN/H,O (20/80) and eluted with
600 mL of ACN/H,O (80/20). Antimicrobial activity of
the eluted fraction was tested against the sensitive strain
Halorubrum chaoviator ETD3. The eluted fraction was
evaporated, solubilized in 500 puL of 80% ACN, and was
submitted to liquid chromatography—mass spectrometry
analysis on an Ultimate 3000 micro-HPLC system (Thermo
Scientific) connected to an electrospray ionization quadru-
pole time-of-flight Q-STAR mass spectrometer (AB Sciex).
The separation was achieved on a Zorbax 300 SB 18 col-
umn (I mm X 100 mm, Agilent). The elution gradient was
0 to 60% ACN in 0.1% trifluoroacetic acid over 20 min at a
flow rate of 40 uL min~!. Detection wavelength was set at
226 nm and electrospray ionization source was operated in
positive mode with a spray voltage of 100 eV.

@ Springer

Results

The halC8 gene is found in the genomes of archaeal
strains belonging to four genera

To date, the halC8 gene has been detected exclusively in
strains belonging to the Natrinema genus (Meknaci et al.
2014; Besse et al. 2015; Quadri et al. 2016). To investi-
gate whether other microorganisms could have the capac-
ity to produce HalC8, we conducted an in silico analysis
to search for genes similar to those involved in the biosyn-
thesis of HalC8, using as query the sequence of Natrinema
sp. AS7092. With BLASTN default parameters, only a
few hits could be detected, using the complete nucleotide
sequence of halC8: Natrinema sp. SWI15 HalC8 precur-
sor (Genbank Accession No. KF516080; identity 99%,
query cover 100%); Natrinema sp. J7-2 complete genome
(Genbank Accession No. CP003412; identity 93%, query
cover 63%); Natrinema pellirubrum DSM15624 complete
genome (Genbank Accession No. CP003372; identity 73%,
query cover 94%). However, when using the translated
sequence of halC8 with the BLASTP or TBLASTN algo-
rithms, a larger number of amino acid sequences presenting
identities to the ProC8 precursor could be retrieved, either
previously identified as HalC8 precursor or annotated as
hypothetical proteins (Table 2, columns 3-5). Based on
visual examination of the alignments and presence of large
gaps, we arbitrarily chose to exclude sequences with scores
below 100, although the E-value was acceptable (<e™!).
All identified sequences were retrieved from halophilic
archaea in the class Halobacteria, which belonged to only a
few genera: Natrinema, Haloterrigena (identified only with
BLASTP algorithm, Table 2), Haloferax, and Halobac-
terium. The BLASTP analysis (Table 2) also revealed the
presence of HalC8-encoding genes in the assembly driven
genomes of two unaffiliated strains (JO7HXS and JO7THB67)
from Lake Tyrell, Australia (Podell et al. 2013).

We noted that for sequences with identity below 40%,
although the query cover indicated alignment along the
whole sequence, the C-terminal end of the precursor
including the mature sequence of HalC8 presented bet-
ter similarity. Therefore, we artificially split the sequence
of the ProC8 precursor (deducted from translation of the
Natrinema sp. AS7092 halC8 gene) in two. Then we used
either the N-terminal region of ProC8 (residues 1-207)
which corresponds to the Hall immunity protein, or the
C-terminal region (residues 208-283) which corresponds
to the mature HalC8 peptide, as queries to conduct a simi-
lar analysis (Table 2, columns 6-11). They confirmed
that, for Natrinema and Haloterrigena strains, the ProC8
amino acid sequences were similar to that of Natrinema
sp. AS7092 along the whole sequence, while this was not
the case for Haloferax and Halobacterium strains. No Hall


http://www.atgc-montpellier.fr/fastme
http://www.phylogeny.fr
http://www.phylogeny.fr
http://www.compgen.org/tools/PRED-TAT
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http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4
http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4

627

Extremophiles (2017) 21:623-638

[L9FHLOf uoseyoxe drjrydorey]

L6 8% 8'LS aN daN dN 6L 143 0€1 9€91 THIA F7900” L9GHLOf ureoxd reonapodAy

[TOIND "ds 19H]

L6 0S L'69 aN aN aN 6 I¢ el 9¢6080Nd q¢ prusedesow ‘ouds [eonaodAy

[cSd nuvojon xfH]

€6 8¢ (] aN aN aN 66 93 24! $$6100dD o7 AHd pruse[d ‘auas [eonayiodAy

[ovaV 11su0qq1s xjH]

€6 8¢ S'68 aN daN dN 66 14 L¥1 L¥6110dD 2UaE TednoyiodAy

[zsd nupvojoa xfH]

€6 8¢ 6'S8 an aN aN 66 9¢ 81 1€PTEXTH A9L) 8D uvorey

[LTLOTINDI snutipuvxajp ]

€6 8¢ 6'S8 aN aN daN 66 9¢ 49! 96S68Z1d » (@4.L) 8D umwofey

(61671 INSA 2suaruaon] “Xff]

€6 8¢ 6'68 daN aN daN 66 9¢ 49! 0£S¥90700 dM ¢ (@4.L) 8D urofey

[656£€DDLV 1su0qq1S "X/H]

€6 8¢ 6'S8 anN aN daN 66 9¢ <1 878SL6¥00” dM adL) 8D unorey

[CSSTTINSA Suniajojoutidy 31|

86 6 $'69 9 8% 918 98 or ¥S1 68€91Z1d curaroxd eonayodAy

(€997 TINDI 1408 “uiuN]

001 6 LET LT 98 101 9t 68 (144 781957800 dM LJosmooard g7 uooey

[g-Lf ~ds pwaurivp)

001 6 (44! €S 8 ¥81 9 68 6C¢ TI¥£00dD 42ua3 [eonayiodAy

[¥29S TINDI win.ignajjad “wiN]

86 08 741 86 €S S0T 001 6 €3 TLEEOOdD U3 [eoneyiod£y

[¥29S TINDI winign.iijjad “uiu)

86 08 LTI 86 96 90T 001 19 (4% LLYOLXTH Losmoard g7 uooey

(168 TINDI Putyps “S1H]

001 16 54! €8 8L 69C L8 8 (487 L1617Z 14 Josmoaid g3 urooey

[6ISS “ds vuouiiN]

001 0L SIT 001 0L L8T 001 0L (014 $80916 A3 2UaB JosImoa1d 80 urooEy

[6ISS "ds puauryp]

001 0L SIT 001 YL 80¢ 001 €L Sty 0r6STIY LJosmoard g3 urooey

[068TTINDI asuaunp wiup]

001 001 €51 L8 66 €ve L8 66 S6v 6LYPSATH (Josmoaid g3 utooey

[STIMS "ds vuaurupp]

001 001 €51 001 6 08¢ 001 76 939 080916431 298 JosImoa1d 80 UooEY

[STIMS "ds vuauripN]

001 001 149! 001 L6 17 001 86 966 SE6STITY LJosmooard g3 urooey
(%)

I9A0D (%) 19100 (%) 19A02
K1anQ) (%) Amuapy 21008 K1an0) (%) &muapy 3100§ K1anQ) (%) Amuapy 2100§
8DIeH 1eH 8D0Id OU UOISSI0e douanbog

wpIode NILSVTL 10 4LSV 14 2uyi Suisn ‘Quad 9)7py a2y} Jo 2ouasaid 9y} I0J SINSaI YoIeas 0dI[IS U] g d[qeL,

pringer

a's



628

Extremophiles (2017) 21:623-638

Hall HalC8
Score Identity (%) Query Score Identity (%) Query

Query

Identity (%)

ProC8
Score

Sequence accession no

Table 2 (continued)

@ Springer

cover
(%)

cover (%)

cover (%)

97

ND ND ND 63.9 47

76

33

124

WP_007541953

hypothetical protein®

[Hfx. larsenii JCM13917]

hypothetical protein®

52 38 98

41

33

52

75

29

108

WP_012289233

[Hbt. salinarum R1]

63

48

454

41

33

51.2

86

28

107

AM774415

hypothetical gene, plasmid PHS3"

[Hbt. salinarum R1]

96

40

43.5

41

33

52

85

28

107

AE004437

hypothetical gene, plasmid pPNRC200"

[Hbt. sp. NRC-1]

63

48

454

ND

ND ND

72

30

103

AAG20958

Vng6329h (plasmid)?

[Hbt. salinarum NRC-1]

94

ND ND ND ND 60.8 47

ND

ND

ERG89865

hypothetical protein JO7HX5_02037*
[halophilic archaeon JO7THXS5]

ND not detected

ABLASTP, "TBLASTN

immunity protein moiety, as encountered in Natrinema and
Haloterrigena, could be detected for Haloferax strains, and
for one Halobacterium strain, it could be detected only with
very low identity (33%) and coverage (41%). Therefore, the
genomes of Natrinema and Haloterrigena strains encode
full-length ProC8 precursor protein, while the genomes
of Haloferax and Halobacterium strains encode a mature
HalC8-like peptide, with a N-terminal region presenting no
identified similarity to the Hall immunity protein moiety. In
the four genera, the sequence of the mature HalC8 peptide
is part of a larger sequence.

The halC8 gene is amplified from the genome
of Natrinema and Haloterrigena strains

Since our in silico analysis showed that the full-length
halC8 gene is conserved in Natrinema and Haloterrigena
genomes, we aimed to determine whether the presence of
this gene was a characteristic of these genera. For this, we
designed specific nucleotide primers, based on a multi-
ple alignment of the sequences identified by the in silico
analysis (data not shown). Two primer pairs were designed:
C8-IG1 and C8-1G2, which are localized upstream and
downstream the coding sequence of halC8, and C8-Imml
and C8-12-R allowing amplification of a partial halC8
sequence lacking the 5" extremity encoding the N-terminal
part of Hall, and lacking the 3" end encoding the C termi-
nus of HalC8. PCR amplification was performed, using
as template the extracted genomic DNA of a large set of
available Natrinema and Haloterrigena species (Table 1).
Using primers C8-Imml and C8-12-R, an amplicon of
expected size (651 bp) was obtained (data not shown), after
optimization of amplification parameters, for all the tested
strains, including those identified by the in silico analysis
(Natrinema sp. SWII15, Natrinema sp. SSI9, Nnm. altun-
ense JCM12890, Nnm. pellirubrum JCM15624, Nnm.
gari JCM14663, Htg. salina JCM13891, and Htg. ther-
motolerans DSM11552). Despite the fact that the genome
sequences for Nnm. pallidum DSM15623, Nnm. versiforme
DSM 16034, Htg. jeotgali DSM18794, and Htg. turkmen-
ica DSM5511 are available in databases, we were not able
to identify a halC8 gene by in silico analysis. However, a
halC8 gene was amplified for these four strains using the
primers C8-Imm1 and C8-12-R, as well as for strains Nnm.
ejinorense DSM18194, Nnm. salaciae DSM25055 and Hig.
hispanica DSM18328 for which no genome sequence was
available. Morever, a 1058 bp-fragment was amplified with
the primers C8-IG1 and C8-IG2 localized upstream and
downstream the coding sequence of halC8, for Nnm. altun-
ense JCM 12890, Nnm. ejinorense DSM18194, Nnm. sala-
ciae DSM25055, Htg. turkmenica DSM5511, Htg. jeotgali
DSM 18794, Htg. thermotolerans DSM11552, and Hitg.
salina JCM13891. Amplicons were cloned and sequenced.
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Interestingly, while the Nnm. altunense ProC8 sequences
retrieved from the database (ELY84479) and generated in
this study (KX382973) were identical, this was not the case
for the Htg. thermotolerans (WP_006648340, KX382978)
or Htg. salina (ELZ21917, KX382979) sequences. These
sequences were named Htg. thermotoleransl and Hitg.
salinal when they were obtained from this study and Htg.
thermotolerans2 and Htg. salina2, when obtained from
databases.

Multiple alignments and phylogenetic analysis of ProC8
sequences

Because the genomes of Haloferax and Halobacterium
isolates do not encode a clearly identifiable Hall immunity
protein moiety, we decided to consider Hall and HalC8 as
separate entities to perform multiple alignments. Using
ClustalW, the HalC8 and HalC8-like sequences from
Haloterrigena, Haloferax, Natrinema and Halobacte-
rium (Fig. 1a), or the Hall sequences from Natrinema and
Haloterrigena (Fig. 1b) were aligned, and phylogenetic
trees were constructed based on these multiple alignments
(Fig. 2). For HalC8, the amino acid sequence of HalA4
(Shand and Leyva 2007), a variant of HalC8 isolated from
the unidentified TuA4 halophilic archaeal strain, was also
considered. The shorter sequences of Nnm. versiforme
(KX382981), Htg. hispanica (KX382982), Nnm. pallidum
(KX382980) were due to the fact that we were unable to
amplify the full-length halC8 gene with primers C8-IG1
and C8-IG2, but we sequenced an amplicon obtained
with primers C8-Imml and C8-12-R, corresponding to
a partial halC8 gene. Some other sequences were shorter,
based on gene prediction in Genbank: HalC8-like peptide
of Hbt. salinarum NRC-1 in the C-terminal end; Hall of
Htg. salina (ELZ21917), Nnm. altunense (ELY84479),
Htg. thermotolerans (WP_006648340), Nnm. gari
(WP_008456182) and Natrinema sp. J7-2 (AFO55702) in
the N-terminal extremity. The surrounding sequences for
the five last strains were carefully examined to determine
whether similarities to ProC8 sequences could be identi-
fied, in the three reading frames. This was the case for Hrg.
salina (ELZ21917) and Nnm. altunense (ELY84479), for
which the initiation methionine had been predicted as M32
and not M1; the sequences were accordingly corrected. For
Nnm. gari and Natrinema sp. J7-2, the initiation amino acid
had been predicted as V151, but the predicted immediate
N-terminal sequence (G98-E150) also displayed similari-
ties to ProC8 sequence of Natrinema sp. AS7092, and the
sequence was thus edited.

For the totality of the complete HalC8 and HalC8-like
sequences, the position of the ten cysteine residues is per-
fectly conserved, with the exception of the HalA4 sequence
in which C268 is instead 1268 and C260 is instead S260

(Fig. 1a). The phylogenetic analysis (Fig. 2a) reveals that
the HalC8 sequences are clearly divided into two clades,
the sequence from strain JOTHB67 being excluded from
both. Clade I contains HalC8-like sequences and clusters
the Halobacterium sequences with the sequence from the
unaffiliated strain JO7HXS, but also one Haloferax (Hfx.
larsenii) and one Haloterrigena (Htg. thermotolerans2)
sequence. Clade II consists of Natrinema, Haloterrigena,
and Haloferax sequences, including a very well supported
Haloferax sub-clade. While the two divergent HalC8
sequences of Htg. salina are both included in clade II, those
of Htg. thermotolerans are affiliated to two different clades.
We can observe that HalC8 is encountered in four genera
belonging to the three novel orders recently defined in the
class Halobacteria (Gupta et al. 2015): Halobacteriales
(Halobacterium), Haloferacales (Haloferax) and Natrial-
bales (Natrinema and Haloterrigena).

The Hall sequences (Fig. 1b) are conserved in the
Natrinema and Haloterrigena genera. The Tat signal pep-
tide is found with its characteristic features including
the twin arginine in all the sequences except the shorter
sequences of Htg. thermotolerans2, Nnm. gari, and Natrin-
ema sp J7-2, and the artificially shorter sequences of Nnm.
versiforme (KX382981), Htg. hispanica (KX382982),
Nnm. pallidum (KX382980), due to amplification of a par-
tial halC8 gene. The helix-loop-helix motif, found to be
essential to the immunity function of Hall (Mei et al. 2008),
is present in all but the shorter sequences of Nnm. gari and
Natrinema sp J7-2. Although not found to be involved in
the immunity function of Hall (Mei et al. 2008), two other
structural features, helix 3 and 4, are conserved in all the
analysed sequences. The phylogenetic analysis is consistent
with that of HalC8, and shows similar clustering (Fig. 2),
with the Htg. thermotolerans (WP_006648340) being the
most distant sequence. While the N-terminal sequences of
HalC8 for Haloferax strains display no clear sequence iden-
tity with that of Hall, their length (207-231 amino acids) is
similar. In the case of Hfx. alexandrinus, Hfx. gibonsii, Hfx.
lucentense, and Hfx. volcanii, a Tat signal peptide and a
helix-loop-helix motif are found at equivalent localizations
along the sequences, which display 92-98% identity with
each other (Fig. 1 Suppl). No Tat signal peptide could be
identified using PRED-TAT for the other sequences, but a
helix-loop-helix motif was identified using JPRED for Hfx.
larsenii, Hbt. salinarum GN101, and Hbt. salinarum NRC-
1, which display 61-99% identity with each other (Fig. 1

Suppl).
The HalC8 biosynthesis gene cluster is conserved
For sequences identified by the in silico analysis (Table 2),

the surrounding ORFs were examined. In Natrinema sp.
AS7092, the surrounding genes may be involved in the

@ Springer
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208 283
Natrinema sp.AS7092 DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVeTVADEYS-G®GDAV. —--NRAGL®
Natrinema sp.SWIl5* DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVETVADEYS-G&GDAV] —--NRAGL®
Nnm. altunense”l DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVeTVADEYS-G®GDAV. —-NRAGL®
Nnm. ejinorenseT DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVE&TVADEYS-GeGDAV. --NRAGL
Htg. turkmenica' DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVeTVADEYS-G®GDAV. —--NRAGL®
Nnm. salaciael DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVeTVADEYS-G®GDAV. —-NRAGL®
Htg. thermotoleransl! DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVETVADEYS-GeGDAV. --NRAGL
Htg. jeotgaliT DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVETVADEYS-GeGDAV. --NRAGL
Htg. salinall DIDVS SVLSISIPVGGLSEFGLVRIVETVADELS-GeGDAVAEEA®--DRAGL;
Natrinema sp.SSI9* DIDVS SVLSISIPVGGLSEFGLVRIVETVADELS-GEGDAVAEEA®--DRAGL;
Nnm. versiforme' DIDIT! GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVETVAD
Strain TuA4 DIDIT GLLGITIPVAGLSSLGFFVITE®TTSADYY-SIPDSNAAK
Htg. hispanicaT DIDIT GLLGITIPAAGLSE®LGFVEIVETVAD
Nnm. gari* DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVETVADEYS-GeGDAV. --NRVGL®
Natrinema Sp.J7—2* DIDIT GLLGITIPVAGLS®LGFVEIVETVADEYS-G&GDAVAKEA®--NRVGL#
Htg. salina2’ DIEVT GFLGITIPVAGLS®LGFVEIVeTVADEYS-G®GDAVAEEA®--DRAGL®
Nnm. pallidumT DIEVT GFLGITIPVAGPS®LGFVEIVETVAD
Nnm. pellirubrum* QIDVT GFLGITVPVAGLS®LGLVEII[®TVADEYS-G&GDAVAEEA®--DRADL
Hfx. gibonsii‘ DVDID GLTGIAVPIAGLT@®VGFVGII[®DVADALS-GEGEAVAEE -DRT
Hfx. alexandrinus’ DVDVD GLTGIAVPIAGLT@®VGFVGII[®DVADALS-GEGEAVAEE ~DRT
Hfx. lucentense’ DVDVD GLTGIAVPIAGLT®VGFVGII®DVADALS-G®GEAVAEE ~DRT
Hfx. volcanii® DVDVD GLTGIAVPIAGLT®VGFVGII®DVADALS-GE®GEAVAEE ~DRT
Hbt. salinarum NRC-1~  VLNISS| GLLGISV-VGGI FVHPL
Hbt. salinarum GN101 VLNISS| GLLGISV-VGGI FVKIVEKVAEKAS-GeGDDLAATI®KSSGLD
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Fig. 1 Multiple alignment of the mature HalC8 and HalC8-like
peptide sequences (a) and of the mature Hall immunity protein
sequences from Natrinema and Haloterrigena strains (b), gener-
ated by ClustalW. *Sequences from the Genbank database, identi-
fied by the in silico analysis (Table 2). "Sequences from this study.
The sequences of Nnm. pallidum, Nnm. versiforme, Htg. hispanica
are shorter because they were amplified with primers C8-Imm1 and
C8-12-R allowing amplification of a partial halC8 gene. The strain

production of HalC8: halU would encode a membrane-
spanning protein with an unknown function; halR dis-
plays identities to regulator genes; halTl, halT2 and halT3
encode components of an ABC transporter system (Mei
et al. 2006). Figure 3 summarizes the genetic organization
at the locus around the halC8 gene in the different strains.
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Helix-loop-helix

TuA4 sequence is halocin A4 (Shand and Leyva 2007). Number-
ing refers to the ProC8 sequence of Natrinema sp. AS7092 (Uni-
Prot Accession No. P83716). At each position of the alignment,
grey shaded amino acids are those present in the majority of the
sequences, either identical or belonging to the same category, i.e. ali-
phatic (G, V, I, L, A, P), aromatic (W, F, Y), acidic (D, E), basic (K,
R, H), or hydroxylated amino acids (S, T). Black shaded amino acids
are those present in all sequences

In Nnm. altunense, Nnm. pellirubrum, Nnm. gari, Natrin-
ema sp. J7-2, and Htg. salina, the genetic organization is
similar to that described for Natrinema sp. AS7092, except
for the substitution of halR by a gene of an unknown func-
tion in Nnm. gari (ELY79089) and Natrinema sp. J7-2
(AFO55701), and the absence of halT2 and halT3 in Htg.
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Helix 4

Fig. 1 (continued)

salina. Remarkably, the hal locus is surrounded by multi-
ple genes encoding ABC transporters, besides halT1, halT2
and halT3. The two ORFs upstream of the locus have been
annotated as “ABC-type antimicrobial peptide transport
system” (ELY84486-ELY84485; ELY70470-ELY70471;
ELY79094-ELY79093; AFO55696-AF055697;
ELZ21924-ELL.Z21923). Immediately, upstream halU,
a short ORF encoding a protein involved in compe-
tence (ELY84484; ELY70473; ELY79091; AFO55699;
ELZ21921) can be found in all the examined Natrinema
and Haloterrigena strains but Htg. thermotolerans. The
latter displays a different organization: halU, halR, halTl,
halT2 and halT3 are absent but genes involved in transcrip-
tional regulation or ABC transport can be found close to
the halC8 gene.

The genetic organization around halC8 in the other
strains is more elusive. No genes similar to halU, halR,

DEVHZFEPTN--ASETDGVQSIATSDGAT---VIA
EVHZFKPTD--GPET---———~- ASDGAT---IVS
EVHRFKPTD--GPET-----—— ASDGAT---IVS
EVHZFEPTN--ASETDGVQSIAATSDGAT - - -VIA!
EVH!FEPTN——ASETDGVRS' TSDGAT---VIS
EVH!FEPTN——ASETDGVRS' TSDGAT---VIS
EVHRFEPTN--ASETDGVRSF
EVHRFEPTN--ASETDGVRSE
EVHRFEPTN--ASETDGVRS
EVHRFEPTN--ASETDGVRSH
EVHRFEPTN--ASETDGVRSE
EVHZFEPTN--ASETDGVRSIATSDGAT---VIS
DEVHEFEPTN——ASETDGVRS' DGAT---VIS

TSDGAT---VIS
TSDGAT---VIS
TSDGAT---VIS
TSDGAT---VIS

DEVHIFEPTN--ASETDGVRSI\AMSDGAT---VIS
AATSGGAT---VIS
AATSGGAT---VIS
SAGGTT---VIS

halTl, halT2 and halT3 could be identified near halC8
(data not shown), neither were present other genes
involved in ABC transport or competence, except in the
case of Hfx. lucentense and Hfx. alexandrinus for which
several ABC transporter genes were present downstream
halC8. However, in some cases, elements suggesting
genetic mobility can be found at the vicinity of halC8:
insertion sequence ISHY in Hfx. larseni (ELZ79605) and
Hfx. volcanii (HVO_RS03235); XerC/D-like integrase
in Hbt. salinarum R1 (CAP13563); insertion sequences
ISH3, ISHS and ISH8 (nucleotides 251224-266840,
AE004438) in Hbt. salinarum NRC-1 (data not shown).
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Fig. 2 Neighbour-joining phylogenetic tree of mature HalC8
and HalC8-like peptide sequences (a) and Hall immunity protein
sequences (b). *Sequences from the Genbank database, identified by
the in silico analysis (Table 2). TSequences from this study. Accession

The halC8 gene is transcribed and antimicrobial
activity is detected in exponential growth stage

All tested Natrinema and Haloterrigena strains have the
capacity to produce HalC8, as their genome contains a
halC8 gene, and evidence for the presence of other genes in
the hal cluster is demonstrated for strains Nnm. altunense,
Nnm. pellirubrum, Nnm. gari, Natrinema sp. J7-2, and Htg.
salina (Fig. 3). To determine whether HalC8 is expressed
in all the Natrinema and Haloterrigena strains studied here,
RNA was extracted from end of exponential growth stage
cultures, which usually corresponds to maximal expression
of AMPs (Besse et al. 2015). A RT-PCR analysis was con-
ducted using primers C8-Imm1 and C8-12-R (Fig. 4a). For
all the tested strains, the presence of a halCS8 transcript was
detected (data not shown).

To determine whether these strains indeed produced
antimicrobial compounds, culture supernatants (end of
exponential growth) from the same Natrinema and Halo-
terrigena strains were subjected to agar diffusion assays.
Because HalC8 is a 7.4 kDa peptide described as being
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numbers of the sequences are indicated in parenthesis. Bootstrap val-
ues are based on 1000 replicates and are noted on main branches with
over 60% bootstrap support

resistant to heat treatment (Li et al. 2003), the culture
supernatants were heated and filtered to exclude the poten-
tial activity of a viral or heat-sensitive agent. The inhibition
halos produced on lawns of sensitive Hrr. chaoviator ETD3
by filtered, heated, or filtered and heated culture superna-
tant of Htg. salina JCM13891 are shown on Fig. 4B. They
demonstrate no loss of antimicrobial activity of the HalC8
containing culture supernatant, whatever the treatment.
Antimicrobial activity was assayed against the target strain
Hrr. chaoviator ETD3 (Table 3; Fig. 2 Suppl.). All the
strains carrying the halC8 gene displayed a thermoresistant
antimicrobial activity against Hrr. chaoviator ETD3, pre-
sumably due to production of HalCS8.

Nnm. altunense JCM12890 produces HalC8 with five
disulphide bridges

To demonstrate that thermoresistant antimicrobial activity
was indeed due to HalC8, we aimed to detect the mature
peptide in cultures of Nnm. altunense JCM12890, which
was shown to display the highest antimicrobial activity
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Nnm. altunense ELY70472
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ELY79094 ELY79093 ELY79091
AF055696 AF055697 AF055699
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Htg. salina
ELZ21924 ELZ21923

Htg. thermotolerans

Fig. 3 Genetic organization at the hal locus. Names of the hal
genes or protein accession numbers are indicated. Nnm. altunense
and Nnm. pellirubrum on one hand, and Nnm. gari and Natrin-
ema sp. J7-2 on the other hand, display the same organization. The
nucleotide sequence accession numbers are: Natrinema sp. AS7092,
DQ137141; Nnm. altunense, AOIK01000035, nucleotides 55867—
43075; Nnm. pellirubrum, AOIE01000110, nucleotides 22881—
34423; Nnm. gari, AO1J01000052, nucleotides 28929-17862; Natrin-

against Hrr. chaoviator ETD3 (Table 3). In a recent study,
HalC8 was purified from large amounts of solid culture
of Natrinema sp. SSR (formely Halorubrum sp. SSR)
(Meknaci et al. 2014; Besse et al. 2015). Therefore, we cul-
tivated Nnm. altunense JCM12890 on 16 Petri dishes, and
the agar was used to extract the proteins with methanol.
The active fraction from subsequent solid phase extraction
on Sep-Pak C18 cartridge was analysed by liquid chro-
matography coupled to mass spectrometry that allowed
obtaining an accurate mass measurement. The peak elut-
ing after the 52nd min displayed two peaks at isotopic m/z
1487.3526 and 1858.9384, matching with [M+5H]* and
[M+4H]* ions of HalC8, respectively (Fig. 5), which cor-
responds to a measured mass of 7431.752+0.011 Da. This
result is in agreement with the presence of five disulphide
bridges formed between the ten cysteines present along the
predicted amino acid sequence of HalC8, as average mass
of HalC8 calculated from amino acid sequence with oxi-
dized Cys is 7431.636 Da. The presence of five disulphide

ELZ16388

halTl

M g st R e o ) o e Y

halR  halC8 halT?2 halT3

RN ey S ) S G S ) By S S s ) ) s
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SR Sy S e S s o W ) S G R

ELZ21921 halU

halU halC8 halT?  hairz — EEYT0084
AFO55706
halTl
halR  halC8 ELZ21915
ELZ16390  ELZ16392 ELZ16393

5 -E)— () — ()

halC8 ELZ16391 ELZ16394

ema sp. J7-2, CP003412, nucleotides 411127-422193; Htg. salina,
AOIS01000017, nucleotides 59628-49774; Htg. thermotolerans,
AOIR01000031, nucleotides 6760674225. The precursor halC8 gene
is indicated in red arrows. Transcriptionnal regulator genes are indi-
cated in blue arrows. Purple arrows correspond to ABC transporter
genes. Green arrows are genes with an unknown function. Yellow
arrows are genes involved in competence

bridges in HalC8, which had been previously suggested
(Sun et al. 2005; Besse et al. 2015) is thus evidenced here
for the first time.

Discussion and conclusions

In archaea, information on AMPs is scarce, compared to
the abundant literature on bacterial AMPs, and concerns
only members of the class Halobacteria and the order
Sulfolobales (Besse et al. 2015). HalC8 is the best known
archaeal AMP, as it has been demonstrated to be produced
from a ProC8 precursor, targeted to the membrane by the
Tat pathway, and cleaved by an unknown mechanism to
yield the active mature peptide HalC8 and an immunity
protein Hall, protecting the producing strain against its own
AMP (Sun et al. 2005). A putative gene cluster containing
regulatory and transport genes has been identified (Mei
et al. 2006), and expression of the halC8 gene is abundant
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A bvp 1 2 3 4

Fig. 4 Expression of HalC8 in Htg. salina JCM13891. A RT-PCR
analysis of halC8 in stationary stage culture, amplification with prim-
ers C8-Imm1 and C8-12-R. / RNAse free water, 2 genomic DNA, 3
cDNA, 4 RNA. B Antimicrobial assays using Hrr. chaoviator ETD3
as target strain. ¢ Medium 372. Stationary stage culture supernatant:
untreated (b), heated (c), filtered (d), heated and filtered (¢)

Table 3 Antimicrobial assays

Inhibition halos on lawn
of Hrr. chaoviator ETD3

Producing strain

(mm)
Nnm. altunense JCM12890 45
Nnm. versiforme DSM16034 46
Nnm. salaciae DSM25055 17
Natrinema sp. SSI19 53
Natrinema sp. SWI16 50
Nnm. pallidum DSM15623 31
Htg. salina JCM13891 37
Nnm. gari JCM14663 30
Nnm. ejinorense DSM 18194 24
Nnm. pellirubrum DSM15624 21
Htg. thermotolerans DSM 11552 40
Htg. turkmenica DSM5511 30
Htg. hispanica DSM18328 17
Htg. jeotgali DSM 18794 15

Inhibition halos (mm) are representative values of one experiment

at transition from exponential to stationary stage of growth,
while proteolytic processing decreases during the station-
ary stage (Sun et al. 2005). The immunity protein Hall
functions by sequestering multiple HalC8 mature peptides
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at the membrane, through direct specific interaction involv-
ing a helix-loop-helix motif (Mei et al. 2008).

Besides the Chinese strain from which HalC8 was origi-
nally isolated (Li et al. 2003), several studies report either
the production of HalC8 or the presence of the halC8§ gene
from Algerian (Imadalou-Idres et al. 2013; Meknaci et al.
2014; Quadri et al. 2016) or Tunisian (Shand and Leyva
2007) isolates. The present study demonstrates that HalC8
is in fact widespread among hypersaline environments in
the world (Table 1). Indeed, it was shown to be also pro-
duced by isolates from Spain (e.g. Htg. hispanica), Korea
(e.g. Htg. jeotgali), Puerto Rico (e.g. Htg. thermotolerans),
Turkmenistan (e.g. Htg. turkmenica), Thailand (e.g. Nnm.
gari), and even from deep-sea brine pools in the Mediter-
ranean Sea (e.g. Nnm. salaciae). Similar data demonstrat-
ing the widespread distribution of AMPs from bacteria
have been reported (Athey et al. 2016). The full-length
halC8 gene sequence, encoding the mature HalC8 pep-
tide and the Hall immunity protein, is restricted to isolates
belonging to two genera: Natrinema and Haloterrigena.
These two genera were defined two decades ago, based on
16S rDNA sequences (McGenity et al. 1998; Ventosa et al.
1999). However, their distinction is still controversial due
to the extreme phylogenetic closeness of species of Halo-
terrigena and Natrinema, even when using other markers
than 16S rDNA sequences such as rpoB (Tindall 2003;
Wright 2006; Enache et al. 2007; Minegishi et al. 2010).
For the large panel of tested Natrinema and Haloterrigena
strains, we could amplify a halC8 fragment, provided that
the proper primers were used, and even when the genome
sequence was available in databases and did not yield any
hit with our in silico analysis. This was the case for Nnm.
pallidum DSM15623, Nnm. versiforme DSM16034, Htg.
jeotgali DSM18794, Htg. turkmenica DSM5511, and Htg.
salina JCM13891. Some of these genome sequences are
not published and/or are incomplete, but those of Htg. jeot-
gali DSM18794 and Htg. turkmenica DSM5511 have been
published with no mention of the presence of a halC8 gene
(Saunders et al. 2010; Cha et al. 2015). This could possibly
be due to the presence of halC8 on a sequencing recalci-
trant locus, or on a versatile plasmid. Interestingly, for Htg.
salina and Htg. thermotolerans, the sequence retrieved
from the database and the sequence we amplified, were
divergent. It could possibly be that two copies of halC8 are
present in these strains.

The capacity to produce HalC8-like peptides was also
found in other isolates belonging to the Haloferax and
Halobacterium genera (Table 2). However, our phyloge-
netic analysis of the HalC8 sequences clearly shows that
they represent a distinct clade, together with the diver-
gent Htg. thermotolerans2 sequence (Fig. 2). Besides,
the N-terminal part of the precursors are strongly differ-
ent and cannot be aligned to the Hall immunity protein
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Fig. 5 HalC8 detection by LC-MS. a Chromatogram of the active C8 Sep-Pak fraction. b ESI-qQ-TOF spectrum of the peak indicated by a box

on the chromatogram

encountered in Natrinema and Haloterrigena strains,
although their lengths are comparable (Fig. 1 Suppl).
Because halC8 is consistently found in all tested Natrin-
ema and Haloterrigena isolates, one could hypothesize
that it is a characteristic of these two genera, and that
event(s) of horizontal gene transfer may have permit-
ted Haloferax and Halobacterium strains to acquire this
trait. Possibly, duplication of the halC8 gene and diver-
gent evolution could have resulted in a sequence resem-
bling Htg. thermotolerans2, which would subsequently
have been transmitted to Haloferax and Halobacterium
isolates. When sequences surrounding hal/C8 were avail-
able, their analysis showed good conservation of the
genetic cluster described in Natrinema sp. AS7092 with
the presence of putative regulatory and transport genes,
only in Natrinema and Haloterrigena genera, again
with the exception of Htg. thermotolerans2 sequence
(Fig. 3). Interestingly, the Haloferax and Halobacterium
sequences are localized on plasmids, and elements sug-
gesting genetic mobility can be found at the vicinity of
halC8 in Hfx. larseni, Hfx. volcanii, Hbt. salinarum R1
and Hbt. salinarum NRC-1. It is also remarkable that
Haloferax and Halobacterium are the only two other
genera for which other halocin genes, all localized on
plasmids, have been described: halocin H4 and halocin
S8 (Besse et al. 2015). In the case of Hfx. mediterranei,
halocin redundancy has been reported: a deletion mutant
of halH4 retained the capacity to inhibit the growth of
competing strains (Naor et al. 2012, 2013). Also, the

presence of multiple genes encoding halocins has been
reported in the genome of Hfx. alexandrinus (Khelaifia
et al. 2016).

HalC8 was reported to contain ten cysteine residues,
potentially involved in disulphide bridges (Sun et al.
2005). Mass spectrometry data obtained in this study
revealed that five disulphide bridges are indeed present
in the structure of HalC8 (Fig. 5) which should result in a
compact structure that would explain the resistance of the
peptide to harsh environmental conditions. Our multiple
alignment of the HalC8 sequences (Fig. la) emphasizes
this statement, as the localization of the ten cysteines
are absolutely conserved in all the sequences but one,
that of strain TuA4 (Shand and Leyva 2007). However,
determination of the TuA4 sequence was performed by
Edman sequencing only and could have been inaccurate,
especially close to the C-terminal part of the peptide.
While HalC8 is predicted to be a hydrophobic compact
peptide, the Hall immunity protein is hydrophilic without
any cysteine residue (Sun et al. 2005, Fig. 1b). Second-
ary structure patterns with some specific residues (high-
lighted in black, Fig. 1b) are highly conserved, includ-
ing the helix-loop-helix demonstrated to be essential to
immunity function, most likely through direct interaction
with HalC8 (Mei et al. 2008). Interestingly, this motif is
also found at equivalent locations in the N-terminal part
of the HalC8-containing ORFs for Hfx. alexandrinus,
Hfx. gibonsii, Hfx. volcanii, Hfx. lucentense, Hfx. larse-
nii, Hbt. salinarum GN101, and Hbt. salinarum NRC-1
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(Fig. 1 Suppl). This would suggest that, although bear-
ing no sequence similarity with Hall, the N-terminal part
of the HalC8-containing ORFs in these strains might also
assume the immunity protein function through the essen-
tial helix-loop-helix motif. Besides, the Tat signal pep-
tide with its typical twin arginine motif is found in all
Natrinema and Haloterrigena sequences (with the excep-
tions of Nnm. gari and Natrinema sp. J7-2, and again, of
Htg. thermotolerans2, Fig. 1b), but also in three Halofe-
rax sequences for which the HalC8 sequences form a very
well supported sub-clade (Fig. 2a), Hfx. alexandrinus,
Hfx. gibonsii, Hfx. volcanii and Hfx. lucentense (Fig. 1
Suppl). Interestingly, N-terminal Tat signal peptides were
also detected in the precursors of halocin H4 and halocin
S8 (Cheung et al. 1997; Price and Shand 2000), and the
Tat pathway may be a general translocation mechanism
for halocin precursors.

All these observations strongly suggest that, in dif-
ferent isolates, HalC8 is always produced as a precursor
cleaved into the well-conserved mature C-terminal AMP
and the more divergent N-terminal immunity protein.
Although production of a specific immunity protein is a
feature commonly observed for bacterial AMPs, HalC8 is
unique in the sense that, to our knowledge, it is the only
known example where the AMP and its immunity protein
are carried on the same protein entity. Upon translation,
the precursor would be directed to the membrane by the
Tat pathway via cleavage of the N-terminal signal pep-
tide, or by another translocation pathway in the case of
sequences lacking the Tat signal peptide (e.g. Hfx. larse-
nii, Hbt. salinarum GN101, and Hbt. salinarum NRC-1).
Production of HalC8 would be regulated both transcrip-
tionally and post-translationally through processing of
the precursor, as suggested by Sun et al. (2005). These
authors showed that, in Natrinema sp. AS7092, halC8
transcripts are up-regulated upon transition from expo-
nential to stationary phase and remain abundant during
stationary phase, and they suggest that proteolytic cleav-
age of the precursor is down-regulated during stationary
phase (Sun et al. 2005). This may be a general feature of
HalC8 production. In our study, for all the tested Natrin-
ema and Haloterrigena strains, both halC8 transcripts
and antimicrobial activity against the sensitive Hrr. chao-
viator ETD3 strain could be detected at the end of the
exponential stage (Fig. 4, Fig. 2 Suppl.). While Hall but
also ProC8 have been shown to have an immunity func-
tion, proteolytic cleavage is evidently essential to the
regulation and release of HalC8. Identification of the
protease component, which could be a membrane asso-
ciated protease (Giménez et al. 2015), or be carried by
the ABC transporter as previously reported for bacterioc-
ins (Havarstein et al. 1995; Nes et al. 1996), would cer-
tainly prove fruitful. However, no clue can be afforded by
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analysis of the other genes present at the hal locus, apart
from the fact that the conserved halU gene is predicted to
encode a transmembrane protein.

Nevertheless, at least in Natrinema and Haloterrigena
genomes, some of the genes identified around halC8 are
conserved (Fig. 3). The presence of multiple ABC transport
genes is intriguing, and suggests that this type of transport
may be used for export of the mature halocin, cleavage of
the HalC8 precursor and/or import of signaling molecules
for regulation of HalC8 expression. The presence, upstream
halU of a gene involved in competence may also be related
to the function of HalC8. Pore-forming AMPs could in fact
play a role in prokaryotic competence, especially if finely
tuned by complex mechanisms involving both transcrip-
tional and post-translational regulation. The fact that HalC8
is produced by all the tested Natrinema and Haloterrigena
strains in monoculture, outside the context of microbial
competition, and that it is regulated along the growth phase,
hence depending on cell density, suggests that it may have
functions other than in the microbial warfare, perhaps in
signaling. Future prospects on HalC8 research will include
deciphering the function of the genes surrounding 4alC$§ in
production, regulation, processing and immunity of HalC8,
and gaining insight into the exact role of this halocin in
environmental conditions where the strains are challenged
by biotic and abiotic constraints.
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Les halocines C8 et H4, composés antimicrobiens produits par des archées de
milieux hypersalins

Manon Vandervennet

Résumé

Les archées, retrouvées a I'origine dans des environnements extrémes, sont présentes
dans de trées nombreux milieux tels que les eaux lacustres, les réservoirs de pétrole, les
rizieres, les sols, les tourbiéres, mais également au sein des plantes, des ciliés et chez les
eucaryotes, sur la peau, dans la sphére ORL et le tube digestif de nombreuses espéeces. Notre
étude a porté sur les archées des milieux hypersalins. Ces milieux (naturels ou anthropiques)
dont la concentration en sels est comprise entre 35 g.L! (eau de mer) et 350 g.L? (limite de
solubilité du NaCl) sont trés répandus sur notre planéte. Plus particulierement, nous avons
examiné les composés antimicrobiens produits par ces archées halophiles, nommés halocines,
notamment les halocines C8 et H4. L’halocine C8 (HalC8) est un peptide de 7,4 kDa purifié a
partir de la souche de Natrinema sp. AS7092 isolée d’un lac hypersalé chinois et I'halocine H4
(HalH4) est une protéine de 34,9 kDa purifiée a partir de Haloferax mediterranei R4 isolée d’un
marais salant espagnol. Nous avons montré dans cette étude que le géne halC8 est présent
chez les différentes especes des genres Natrinema et Haloterrigena, mais également chez
plusieurs espéces d’archées halophiles de la classe des Halobacteria, ainsi que chez des
archées méthanogenes halophiles de la classe des Methanomicrobia et des archées
hyperthermophiles de la classe des Archaeoglobi . Contrairement au gene halC8, le gene halH4
n’est retrouvé que chez un nombre restreint de souches appartenant a des genres éloignés
phylogénétiquement. Apres purification, nous avons pu obtenir la masse exacte de HalC8 par
chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse et ainsi prouver que cette
halocine possede 5 ponts disulfure expliquant ainsi sa tres forte stabilité. Enfin, nous avons
débuté I'expression des génes halC8 et halH4 par PCR en temps réel. Cela permettra d’aborder
par la suite I'’étude de la voie de biosynthése de ces 2 halocines et la variation d’expression
des halocines en fonction des conditions environnementales (facteurs abiotiques et
biotiques).

Mots-clés: archées, milieux hypersalins, organisme halophile, peptide/protéine
antimicrobien, halocine.



	Halocin C8: an antimicrobial peptide distributed among four halophilic archaeal genera: Natrinema, Haloterrigena, Haloferax, and Halobacterium
	Abstract 
	Introduction
	Materials and methods
	Strains and growth conditions
	Antimicrobial assays
	Nucleic acid extraction
	Reverse transcription and PCR amplification
	Sequence accession numbers
	In silico sequence analysis
	HalC8 detection from solid culture of Natrinema altunense JCM12890 by mass spectrometry

	Results
	The halC8 gene is found in the genomes of archaeal strains belonging to four genera
	The halC8 gene is amplified from the genome of Natrinema and Haloterrigena strains
	Multiple alignments and phylogenetic analysis of ProC8 sequences
	The HalC8 biosynthesis gene cluster is conserved
	The halC8 gene is transcribed and antimicrobial activity is detected in exponential growth stage
	Nnm. altunense JCM12890 produces HalC8 with five disulphide bridges

	Discussion and conclusions
	Acknowledgements 
	References


