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Avant-propos

Il est désormais admis que toute surface immergée en eau de mer est rapidement
couverte d’un biofilm bactérien marin, suivi pour certaines de macroorganismes marins
vivants. Lorsque les surfaces sont colonisées par les salissures marines, le phénomene
est appelé biosalissures ou biofouling. Mais ce phénoméne peut également étre appelé
« epibiose » lorsque la surface est vivante, alors elle-méme appelée « basibionte », et les
organismes colonisateurs les « épibiontes ». Par conséquent, les thalles de macroalgues
fournissent des surfaces importantes a la formation de biosalissures, et sont donc
particulierement sujets a I’épibiose (Figure 1) (Wahl, 1989). A noter que pour les
algues, par analogie avec la nomenclature terrestre, les bactéries (Figure 1C) et autres
organismes associés comme les microalgues (Figure 1C) ou méme d’autres
macroalgues (Figure 1A et 1B), sont aussi définis sous le terme « épiphytes » (Wahl,
1989).

Figure 1 : Surfaces de macroalgues recouvertes d’organismes épiphytes.

(A) Stipe du Laminaria hyperborea recouvert d’algues rouges épiphytes. (Photographie d’apres le site
internet http://www.marlin.ac.uk/galleryimage.php?imageid=1894)

(B) Algue brune Ascophyllum nodosum et son algue rouge éphiphyte Polysiphonia lanosa. (Photographie
d’apreés le site internet http://www.marlin.ac.uk/galleryimage.php?imageid=1894)

(C) Image en microscopie électronique a balayage de la surface de I’algue rouge Chondrus crispus
recouvert d’épiphytes microscopiques. (D’aprées Sieburth & Tootle, 1981)
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Les macroalgues sont d’autant plus sujettes aux biosalissures qu’elles se situent
préférentiellement dans les zones trophiques des mers et océans, la ou les conditions de
croissance pour le zoo- et le phytoplancton sont optimales (de Nys et al., 1995).
Cependant, leur surface reste la plupart du temps exempte de macro-salissures, peut-étre
en relation avec leur succés évolutif, montrant ainsi leurs multiples stratégies de
cohabitation avec leurs colonisateurs. Les macroalgues sont donc des modeles naturels
de choix, susceptibles d’inspirer des solutions originales aux problemes causés par les
biofilms marins. Elles ont développé un grand nombre de stratégies anti-salissures pour
combattre la croissance de ces organismes épiphytes sur leur surface, faisant intervenir
les propriétés de surface, ou encore, la production de composés anti-salissures (Clare,
1996). Cependant et paradoxalement, les algues sont bien connues pour émettre de
grande quantité de carbone organique (exsudats) et de molécules dans leur
environnement proche (Sieburth, 1969), fournissant ainsi un habitat hautement nutritif

et osmoprotecteur pour les micro-organismes.

C’est pourquoi, dans la majorité des cas, les populations bactériennes
rencontrées sur les surfaces, et notamment celles des macroalgues, sont spécifiques et
souvent évolutives au cours de I’année ou méme au cours des différents stades du cycle
de vie de I’hdte (Laycock, 1974; Prieur et al., 1993). Néanmoins, quelques études
récentes suggérent fortement que le succés de la colonisation bactérienne est plus le
résultat de la capacité que les bactéries ont a répondre a la sélection naturelle qu’a leur
large tolérance ou leur plasticité physiologique (Lee, 2002). Ces bactéries peuvent avoir
des effets positifs comme négatifs sur leur héte. Ainsi, en terme d’écologie chimique, il
semble probable qu’il y ait un rble « protecteur » de quelques souches bactériennes
épiphytes présentes sur les surfaces, qui émettent dans I’eau de mer environnante des
composés chimiques faisant obstacle aux biosalissures extensives des surfaces
(Armstrong et al., 2001).

La compréhension du mode de vie en biofilm de la plupart des peuplements
bactériens associes aux surfaces marines inertes et aux organismes marins a joué un réle
clé dans les développements des études récentes en microbiologie marine. Les études
sur ces biofilms sont encore limitées, mais elles se sont largement inspirées des
concepts et des méthodes établis pour les microorganismes infectieux ou d’autres
bactéries d’origine terrestre.
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Chapitre | Introduction bibliographique

| - BIOFILM

I.A - Définition

Au cours des vingt derniéres années, I’étude des populations microbiennes
adhérées sur des surfaces hydratées plutbt qu’en suspension a révolutionné la
microbiologie. Il avait tout d’abord été observé, depuis presque un siecle, que les
bactéries aquatiques sont plus nombreuses sur la surface solide contenant I’échantillon
qu’en suspension (Zobell & Allen, 1935; Zobell, 1943). Depuis une trentaine d’années
seulement, les microbiologistes se sont concentrés sur I’état des bactéries associées a
une surface, appelé le « biofilm ». Les biofilms sont omniprésents et jouent un role clé
dans tous les écosystémes, des revétements des galets des torrents a la plaque dentaire.
Depuis sa découverte, la définition d’un biofilm n’a de cesse d’évoluer au fil des
recherches.

Le terme biofilm a été proposé pour la premiére fois par Costerton et al., (1978)
pour suggérer que le mode de vie des microorganismes attachés a une surface serait le
mode de vie naturel de la plupart des microorganismes dans des systémes aquatiques. 11
y décrivait des bactéries sessiles engluées dans une matrice extracellulaire
polysaccharidique appelée « glycocalyx ». Quelques années plus tard, il a été admis que
dans I’environnement naturel, la majorité des bactéries se présentait sous cette forme
d’agrégation (Costerton, 1995; Davey & O'Toole, 2000).

Aujourd’hui, un biofilm bactérien est défini comme étant un assemblage de
cellules bactériennes attachées irréversiblement a un support ou a une interface,
enveloppées dans une matrice de substances polymériques extracellulaires produites par
les bactéries elles-mémes, et qui présentent un phénotype différent de celui des bactéries
planctoniques, au niveau du taux de croissance et de la transcription de génes. Cette
définition exclut les Unités Formant une Colonie (UFC) qui se forment a la surface des
milieux de culture gélosé des boites de Petri, et qui sont en fait les clones d’une méme
cellule bactérienne, non différenciés et sans les expressions de résistance qui
caractérisent un biofilm. Ainsi, le mode de vie en biofilm permet I’expression de

phénotypes dépendants de la densité cellulaire ou quorum sensing, dont par exemple la
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virulence, la pathogénicité, la bioluminescence ou encore la mobilité. Cette definition
globale tient compte des connaissances acquises ces trois dernieres décennies par des
milliers de publications de tous domaines confondus: médecine générale et
orthopédique, écologie, microbiologie, matériaux industriels, agroalimentaire et

biotechnologies.

I.B - Les mécanismes de formation d’un biofilm

La formation d’un biofilm est actuellement largement décrite dans la littérature
(Pratt & Kolter, 1998; Filloux & Vallet, 2003; Hall-Stoodley et al., 2004; Haras, 2005;
Kolter & Greenberg, 2006; La Barre & Haras, 2007). Toutefois, il reste encore de
nombreux points a éclaircir, car la formation de biofilm est dépendante de nombreux
paramétres environnementaux. L’étude de ce phénomene d’agrégation est donc
complexe et releve de [Iinterdisciplinarité : microbiologie, biologie moléculaire,

génétique, physico-chimie de surface...

2. Transport des
bactéries au support

-

—

1. Film 3. Adhesion reversible 4. Maturation du biofilm 5 Dispersion
conditionnant et irréversible

Figure 2 : Représentation schématique du cycle de vie d’un biofilm (D’apres Sauer et al., 2002).

(1) Formation d’un film conditionnant par adsorption spontanée de molécules organiques et d’ions
présents dans le milieu aqueux

(2) Transport passif et actif des bactéries vers le support

(3) Adhésion réversible puis irréversible des bactéries au support pour former des micro-colonies

(4) Maturation du biofilm gréace a I’accroissement par division de ces bactéries, afin d’agrandir la colonie
formée a la surface

(5) Dispersion des bactéries
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Aujourd’hui, les scientifiques admettent que les biofilms peuvent, sauf
exceptions, se développer sur n’importe quel type de surface organique ou inorganique,
tant que les bactéries sont dans un milieu aqueux ou au minimum exposees a I’humidité
(le film hydratant). Pour passer de I’état de bactéries en suspension (état planctonique) a
celui de bactéries en communautés fixées a un support, c’est-a dire a I’état de biofilm,

cing étapes sont nécessaires et décrites ci-apres (Figure 2).

1.B.1 - Film conditionnant

Dés les premiéres secondes qui suivent I’immersion du support en milieu
naturel, il s’ensuit une adsorption spontanée de molécules organiques et d’ions qui
couvrent toutes les surfaces exposées. Ce phénomeéne de conditionnement de surface est
appelé « film conditionnant » ou encore « film primaire », faisant référence a une
salissure moléculaire du support (Loeb & Neihof, 1975; Little & Zsolnay, 1985;
Pasmore & Costerton, 2003; Qian et al., 2007). Ce film conditionnant constitue alors la
premiére etape des mécanismes de formation de biofilm (Figure 2-1).

L’adsorption spontanée est due a I’interaction charge et distance-dépendante, de
forces attractives et répulsives (électrostatiques, de van der Waals, et au mouvement
Brownien), sur des especes moléculaire chargées venant a proximité. Celles-ci incluent
des protéines ou des peptides (Baier, 1972), des sucres, des lipides, des substances
humiques (Loeb & Neihof, 1975; Taylor et al., 1997), et des sels minéraux et
organiques (Compeére et al., 2001), dont I’adsorption conférent de nouvelles propriétés
physico-chimiques a la surface. Cette adsorption hétérogéne est capable de neutraliser
partiellement la charge nette et I’énergie libre de la surface, et donc prévenir I’approche
des bactéries de la surface. A I’inverse, il résulte de cette accumulation de molécules
organiques et inorganiques une concentration plus élevée en nutriments sur le support
que dans la phase aqueuse (Kumar & Anand, 1998), créant ainsi des micro-niches
favorables a I’adhésion stable des bactéries, qui y trouvent des nutriments disponibles
et/ou des molécules organiques avec lesquelles elles peuvent engager des interactions

spécifiques.
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Cette premiere étape confere donc un nouveau conditionnement de surface au
support, lequel influe sur le choix des souches pionniéeres et affecte leur cinétique de
recrutement sur cette surface (Schneider & Marshall, 1994; Schneider et al., 2006).

1.B.2 - Transport des bactéries vers le support

La deuxiéme étape de formation de biofilm est le transport des bactéries vers le
support nouvellement conditionné (Figure 2-2). Divers signaux environnementaux et
nutritionnels vont alors attirer ou au contraire repousser les bactéries planctoniques. La
résultante dépend de la nature du milieu dans lequel les bactéries évoluent (viscosité et
force ionique), et du mouvement de ce milieu (écoulement, flux, sédimentation). Il

existe deux types d’approche des bactéries vers le support.

La premiere approche, de type passive, est due a I’environnement dans lequel
baignent les microorganismes. Ils peuvent alors étre déposés sur la surface a coloniser
par gravitation, diffusion ou encore par la force de projection d’un flux turbulent
(Donlan & Costerton, 2002). De plus, en condition statique (flux nul ou réduit), on
considere qu’a plus de 10 nm de distance entre le support et les microorganismes, les
interactions sont faibles. Par conséquent, si la particule bactérienne et la surface portent
des charges électrostatiques nettes globalement identiques (généralement négatives),
ajoutées aux interactions de type van der Walls, elles ont tendance a se repousser. En
revanche, a une distance inférieure a 10 nm, les interactions électrostatiques sont plus

fortes, favorisant I’attraction des cellules bactériennes sur le support.

La deuxiéme approche, de type active, met en évidence la mobilité intrinséque
des microorganismes, les conditions statiques favorisant la locomotion autonome des
particules bactériennes planctoniques (Thomas et al., 2002). Le déplacement de la
bactérie s’effectue généralement grace a des appendices générateurs de mouvement
(pili, flagelles) (Figure 3), qui I'aident & se déplacer dans le milieu aqueux pour
s’approcher de la surface a coloniser. Toutefois, il faut noter que certaines bactéries
utilisent différentes approches pour former les biofilms, comme par exemple

Staphylococcus aureus et S. epidermidis, qui ne possédent pas de flagelle.
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En revanche, chez Escherichia coli, la présence de flagelles est importante pour
le mouvement du microorganisme le long de la surface, et celle du pili pour les
interactions initiales avec la surface (Pratt & Kolter, 1998). Ainsi, chez Pseudomonas
aeruginosa, un pathogene opportuniste capable d’infecter une multitude d’h6tes comme
les nématodes, les insectes, I’lhnomme et méme les plantes, la présence de genes codant
pour la formation du pili (O'Toole & Kolter, 1998) et la mobilité du flagelle (Vallet et
al., 2001) est nécessaire pour la formation du biofilm. Une fois les cellules bactériennes
en biofilm, I’expression des genes codant pour les sous-unités structurales du pili est
alors diminuée, démontrant le role essentiel de ces appendices dans les étapes
d’adhésion (Whiteley et al., 2001).

Ribosomes
Capsule
Paroi cellulaire

Membrane
plasmique

Région nucléoide
(contenant I"ADN)

Mésosome

7 Flagelles

Figure 3 : Représentation schématique de la structure externe des bactéries, avec notamment les
appendices générateurs de mouvement (D’apres Genest, 2008).

- les flagelles : filaments longs et trés fins servant au déplacement de plusieurs types de bactéries

- les pili : filaments relativement courts, rigides et servant de moyen d’exploration, de reconnaissance et
de fixation & différentes surfaces, d'ou la bactérie peut tirer sa nourriture (il existe également les pili
sexuels servant au transfert de matériel génétique entre bactéries au cours d'un processus appelé
conjugaison)
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1.B.3 - Adhésion des bactéries

Cette troisieme étape dans la formation du biofilm est liée & de nombreux
facteurs dépendant des trois principaux acteurs qui sont la surface, le milieu et la
bactérie. Cet attachement intervient quelques heures aprés I'immersion du support
(Figure 2-3). Les bactéries non mobiles utilisent des forces d’interactions avec la
surface a coloniser, ou bien des éléments situés sur leurs propres surfaces pour faciliter
leur attachement, alors que les bactéries mobiles développent également des facteurs
d’adhésion impliquant des structures extracellulaires comme les flagelles et les pili
décrits ci-dessus.

1.B.3.1 - Adhésion réversible

Cette approche des microorganismes vers le support conduit & un attachement
transitoire pendant lequel la bactérie va chercher & « évaluer » la surface sur laquelle
elle se trouve. Cette premiére adhésion est appelée « adhésion réversible ». Les cellules
bactériennes établissent un premier contact avec la surface et interagissent avec le film
conditionnant. Cette adhésion réversible est caractérisée par I’adsorption faible des
cellules bactériennes sur la surface par des liaisons chimiques non covalentes. Ces
liaisons entre la cellule et la surface d'attachement sont de type van der Waals,
électrostatique, ou encore acide-base de Lewis. Elles font intervenir des
macromolécules de surface, regroupées sous le terme d’adhésines (Costerton et al.,
1978; Costerton et al., 1981), telles que des flagelles, des pili de type | et 1V, des curli,

des protéines, des polysaccharides ou encore des lipopolysaccharides (LPS).

Le rble du flagelle est démontré chez P. aeruginosa par I’étude des mutants sad
(pour « Surface Attachment Defective ») de la souche PA14, défectueux dans la
mobilité du flagelle et n’adhérant que trés faiblement au support (O'Toole & Kolter,
1998). De méme, les travaux sur des mutants d’Escherichia coli déficients dans la
formation de biofilm et dans la biosynthése des flagelles, mettent en évidence la
difficulté de ces mutants a adhérer au support, et donc par la méme occasion, montrent
le rdle essentiel de la mobilité par rapport au chimiotactisme dans I’attachement des
cellules au substratum (Pratt & Kolter, 1998). Plus récemment, des travaux sur des
mutants de genes MotA et MotY, qui codent pour des éléments du moteur du flagelle,
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mais dont I’inactivation n’empéche pas I’assemblage, démontrent qu’ils sont incapables
d’adhérer a un support, mettant de nouveau en avant I’importance non seulement du
flagelle, mais aussi de son fonctionnement normal pour I’attachement au support (Vallet
et al., 2001).

Chez E. coli comme chez d’autres organismes, les appendices extracellulaires
non flagellés tels que les pili de type I, autrement appelés fimbriae (Pratt & Kolter,
1998), et curli (Prigent-Combaret et al., 2001), jouent un réle important dans I’adhésion.
En effet, une altération du géne fimH, qui intervient dans la biosynthése des pili de type
I, ne permet plus I’attachement initial des bactéries, et a I’inverse, une augmentation de
la production des curli favorise I’attachement des cellules au support. De méme, des
mutations portant sur le géne agfB impliqué dans le fonctionnement des curli de
Salmonella enterica engendrent une diminution de I’adhésion de ces mutants par
rapport aux souches sauvages (Barak et al., 2005). Enfin, il a été mis en évidence chez
P. aeruginosa un groupe de gene appelé cup (pour « Chaperone Usher Pathway ») qui
permet I’assemblage de sous-unités de type fimbriae. La mutation de ce groupe de gene
entraine I’incapacité de ces mutants & adhérer au chlorure de polyvvinyle (PVC,
polymére organique). Cette voie cup permet I’assemblage de pili de type I, qui sont
essentiels & I’adhésion d’E. coli uropathogénes (Sauer et al., 2000). Quelques bactéries
utilisent des protéines de surface ayant une affinité avec des composés ou des matériaux
spécifiques qui facilitent I’adsorption, tels que des fibronectines et des ligands de
collagéne MSCRAMM (pour « Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules ») de S. aureus, qui reconnaissent et s’attachent aux cellules de leurs
hotes eucaryotes (Foster & Hook, 1998; Cucarella et al., 2002). D’autre part, des
travaux ont montreé la production de longs et fins polysaccharides extracellulaires (EPS,
pour exopolysaccharides), qui aident a I’adsorption et peuvent former des liaisons
chimiques qui permettent I’attachement des bactéries sur la surface de leurs hotes
(Bianciotto et al., 2001). De plus, d’autres recherches montrent I’implication des LPS
vis-a-vis de I’adhésion bactérienne, comme par exemple chez I’espece Burkholderia
cepacia (DeFlaun et al., 1999).

Par conséquent, I’adhésion reversible de microorganismes mobiles & une surface
fait principalement intervenir des liaisons chimiques non covalentes ou faibles. Ces
liaisons impliquent surtout des protéines membranaires, de type curli, qui contribuent a

I’hydrophobicité des surfaces cellulaires. Cette colonisation primaire de ces
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microorganismes peut alors facilement étre altérée en manipulant les propriétés
physico-chimiques de la surface (Ista et al., 1996). En conclusion, I’adhésion réversible
est sensible aux facteurs physiques, chimiques ou encore biologiques, et a ce stade, le
contact entre la surface et la bactérie s’effectue a un pdle cellulaire.

1.B.3.2 - Adhésion irréversible

L attachement transitoire est suivie d’une association stable avec la surface,
appelée «adheésion irréversible ». Cette adhésion stable est rendue possible par la
sécrétion de polymeéres extracellulaires formant des ponts de fixation entre la cellule et
la surface. Ces exopolyméres ont un r6le multiple : ils assurent I'attachement
irréversible des microorganismes aux surfaces, mais également le piégeage des éléments
nutritifs (matieres organique et inorganique) nécessaires a la croissance bactérienne, et
protégent ces mémes bactéries des agressions de nature biochimiques, chimiques ou
biologiques. 1l faut toutefois noter que certaines espéces bactériennes ne sont pas
capables de s'ancrer elles-mémes et s'intégrent donc a d'autres espéces déja installées en

colonies, en s'attachant a leur biofilm.

Pour permettre cette adhésion irréversible, les bactéries doivent se réorienter
pour établir un contact optimal selon leur axe longitudinal, et explorer la surface. Ce
déplacement de la bactérie sur la surface est appelé le « swarming » ou I’essaimage. Ce
mouvement collectif sur la surface permet aux bactéries de se diriger vers les zones ou il
est possible d’établir des interactions fortes entre ses molécules de surface et celles du
substrat. Ces interactions de haute énergie entre les macromolécules du substrat et celles
de la membrane bactérienne sont de type covalent.

Alors que les pili de type | sont essentiels a I’attachement initial a la surface, les
pili de type 1V, ainsi que les flagelles, sont des éléments essentiels dans cette étape de
formation de biofilm (Davey & O'Toole, 2000). En effet, les pili de type IV sont des
structures fibrillaires présentes au pble de certaines bactéries a Gram négatif, et sont
impliquées dans un type particulier de mobilité appelée le « twitching » (Whitchurch et
al., 1991). Le pouvoir de rétraction de ces pili permet aux bactéries les possédant de se
mouvoir & I’interface de surfaces solides. La biosynthese de ces pili fait intervenir plus
d’une vingtaine de génes, la sous-unité structurale étant codée par le géne pilA. En plus

des mutants sad de P. aeruginosa PAl14 décrits dans le paragraphe précédent
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(défectueux dans la mobilité du flagelle), d’autres mutants défectueux dans la biogenese
des pili de type IV ont été étudiés. Ces mutants sont capables de former une
monocouche cellulaire sur un support, mais sont en revanche incapables de former les
micro-colonies caractéristiques du phénotype sauvage (O'Toole & Kolter, 1998; Vallet
et al., 2001). Chez la bactérie a Gram négatif Myxococcus xanthis, le « gliding »,
mouvement exploratoire qui consiste en de rapides roulades du batonnet sur lui-méme, a
éte observé, mettant en avant le role de la protéine AlgZ des pili de type IV (nécessaire
a la transcription de I’opéron permettant la production d’alginate) dans I’adhésion et la
formation de biofilm (Mattick, 2002; Baynham et al., 2006; Mignot et al., 2007).
Comme chez les pathogénes a Gram neégatif, les pili de type IV des bactéries a Gram
positif semblent jouer un role important dans I’adhésion des bactéries a la surface de
leur hote. C’est le cas du pathogéne buccal Streptococcus parasanguis, dont la sous-
unité distale FimA permet I’adhésion au revétement d’hydroxyapatite enduit de salive
« saliva-coated hydroxyl apatite » (Ton-Hat & Schneewind, 2004). D’autres travaux ont
montré le rdle des flagelles dans I’adhésion irréversible. En effet, les cellules d’E. coli
peuvent migrer le long de surfaces abiotiques grace a leurs flagelles, permettant ainsi la
formation du biofilm (Pratt & Kolter, 1998). De méme, chez Vibrio cholerae El Tor, les
flagelles sont également utilisés pour effectuer des mouvements paralléles a la surface,
permettant ainsi aux microorganismes de se mouvoir et de former des colonies sur les

surfaces colonisées (Watnick & Kolter, 1999).

Ces observations suggerent donc que les flagelles et les pili de type 1V,
appendices de surface, sont bien nécessaires a la formation d’agrégats par les cellules
bactériennes, et le développement de micro-colonies. Cette étape permet donc a terme la

formation d’un biofilm mature.

1.B.4 - Maturation du biofilm

La maturation du biofilm qui suit I’adhésion irréversible des microorganismes au
support est caractérisée par un accroissement par division de ces bactéries, afin
d’agrandir la colonie formée a la surface (les agrégats) (Figure 2-4). Cependant, les
données actuelles sur le réle de I’agrégation dans I’étape initiale de la formation des
micro-colonies (Klausen et al., 2003) ne permettent pas encore de vérifier I’hypothese
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postulant que les agrégats de bactéries sur une surface soit une étape importante dans le
développement des biofilms (Watnick & Kolter, 1999). Ceci est en partie di au fait que
les agrégats bactériens sont difficiles a observer directement et sont dépendant du flux
extérieur. Toutefois, le mode de vie en biofilm est maintenant considéré comme le mode
de vie naturel primaire des bactéries, constituant un mode protecteur de la croissance
qui permet la survie dans un environnement hostile (Costerton et al., 1999). La
structuration et la différentiation des cellules bactériennes en biofilm mature sont

ordonnées par divers déterminants décrits dans les paragraphes qui suivent.

1.B.4.1 - Structure des biofilms

La structuration des biofilms est déterminée par des facteurs physiques et
biochimiques tels que le flux des liquides environnants, la force de tension du polymeére
et les propriétés de surface des cellules bactériennes. Ces facteurs influencent la
disponibilité des nutriments au sein du biofilm et la capacité d'un biofilm a assurer
I'union sous I’action de stress. lls déterminent si les cellules peuvent persévérer sur une
surface particuliére. La structuration des biofilms est également contr6lée par des
facteurs génétiques qui déterminent les réponses aux signaux chimiques ou
environnementaux, fournissant ainsi aux bactéries diverses options comportementales
(Johnson, 2008).

La maturation du biofilm est caractérisée par la multiplication des cellules
bactériennes adhérées a la surface et conduit donc a la formation de colonies qui vont
recouvrir en partie ou en totalité la surface. Méme si chaque biofilm microbien est
unique, quelques attributs structuraux peuvent étre considérés comme universels
(Tolker-Nielsen & Molin, 2000).

Les biofilms forment en général un film tridimensionnel hétérogene. Les
colonies se trouvent normalement séparées les unes des autres par des canaux ou circule
le flux du milieu qui permet la diffusion des nutriments, d’oxygéne et parfois d’agents
antimicrobiens (Donlan, 2002). Ce concept d’hétérogénéité est décrit non seulement
pour les biofilms de cultures mixtes, biofilms généralement environnementaux, mais
aussi pour des biofilms de cultures pures, mono-spécifiques, communément trouvé dans

le domaine médical. L’architecture tridimensionnelle finale du biofilm mature prend
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souvent une structure particuliere, qui peut prendre la forme de champignons
« mushroom-like structure » (Figure 4), de piliers ou bien encore de pyramides
(Costerton, 1995; Cowan et al., 2000; Greenberg, 2003).

Figure 4 : Structures tridimensionnelles de biofilm bactérien.

(A) Biofilms de Pseudomonas aeruginosa formant des structures comme des champignons (D’apres
Greenberg, 2003)

(B) Photographies de colonies bactériennes (en vert) en forme de champignons, espacées les unes des
autres, sur un support (arrére-plan en gris), obtenues par microscopie confocale a balayage laser (MCBL)
(D’apres Schrauwers, 2003).

Les cellules bactériennes dans les differentes régions du biofilm expriment
différents modeles d’expression de genes (Davies et al., 1993). Ainsi, les parties du
biofilm les plus élevées sont généralement habitées par les bactéries en mode de
division actif, et dont le phénotype se modifie en fonction par exemple de I’activation
de génes de pathogénicité ou de résistance aux antibiotiques. En revanche, les parties
basales du biofilm sont occupées par des bactéries en état de dormance, car peu ou pas
oxygénées, mais qui se trouvent davantage protégées des agressions extérieures. La
complexité de la structure et du métabolisme du biofilm a conduit & proposer I’analogie
du biofilm avec des tissus d’organismes pluricellulaires (Costerton, 1995).

1.B.4.2 - Perte des appendices de surface

Des études ont montré que les appendices de surface, nécessaires dans I’étape
d’adhésion des microorganismes aux surfaces, avaient tendance a disparaitre lors de
cette etape de maturation, laissant place a d’autres déterminants qui vont permettre la

structuration et la différenciation des cellules bactériennes en biofilm mature
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(Characklis & Marshall, 1990; Costerton & Lappin-Scott, 1995; Filloux & Vallet,
2003). Ainsi, chez P. aeruginosa, il a été constaté que le facteur sigma alternatif %, ou
AlgT, controle négativement la synthése du flagelle (Garrett et al., 1999). L utilisation
de puces a ADN chez P. aeruginosa a notamment permis de mettre en évidence la
variation de I’expression de génes chez les bactéries organisées en biofilm, par rapport a
des bactéries planctoniques (Whiteley et al., 2001). Cette étude a montré que
I’expression des genes codant pour PilA (sous-unité structurale des pili de type IV,
necessaires a I’adhésion des bactéries), FIiC (sous-unité structurale des flagelles) et
CupALl (sous-unite structurale des pili de type I) diminue en contexte biofilm, montrant
ainsi que ces structures ne sont plus nécessaires au maintien du biofilm, une fois le
développement débuté. 1l s’ensuit la production d’une matrice extracellulaire par les
bactéries adhérées, le glycocalyx, largement reconnue pour influencer I’architecture
finale de la communauté bactérienne (Mayer et al., 1999; Watnick & Kolter, 1999;
Davey & O'Toole, 2000; Branda et al., 2005).

1.B.4.3 - Role du glycocalyx : une matrice structurale et protectrice

De nombreux termes tels que glycocalyx, slime ou exopolysaccharides ont été
utilisés pour désigner la production du biofilm par les bactéries (Falcieri et al., 1987).
Comme la relation entre ces différents termes n’est pas tres claire, le terme glycocalyx
est général et se réfere également & I’environnement visqueux bactérien (slime) et aux

exopolysaccharides (Buxton et al., 1987).

Le glycocalyx qui entoure les agrégats bactériens est caractéristique de la vie
bactérienne en biofilm. 1l permet d’ancrer les cellules au support, et correspond a une
matrice d’exopolymeres. Une matrice type d’exopolymeres est composée de différentes
molécules organiques extracellulaires, dominées par des polysaccharides, des EPS,
parfois des protéines ou des acides nucléiques, et forme un film viscoélastique (Figure
5). Les EPS sont issus de la dégradation des bactéries, mais sont aussi synthétisés et
sécrétes par les bactéries lors de leur croissance en biofilm. Ainsi, leur composition et
leur quantité produite et sécrétée varient en fonction du genre bactérien, de I’age du
biofilm et des facteurs environnementaux (Donlan & Costerton, 2002). Par conséquent,
la production d’EPS est régie par des facteurs génétiques. Par exemple, apres trois jours

de culture de souches mutantes de Vibrio cholerae El Tor ne produisant plus d’EPS, la
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Introduction bibliographique

formation du biofilm mature rencontrée chez les souches sauvages de V. cholerae est
réduite & une monocouche sur verre comme sur PVC (Watnick & Kolter, 1999). La
participation des EPS dans I’élaboration de biofilm mature est également retrouvée chez
V. cholerae O1 (Wai et al., 1998) ou encore E. coli (Maeyama et al., 2004). De méme,
depuis de nombreuses années, il est connu que les isolats pulmonaires de la bactérie
pathogéne opportuniste P. aeruginosa sont fortement muqueux et dus a la production
d’alginate bactérien structuralement proche des alginates d’algues. L’expression du
géne algC qui code pour une enzyme essentielle dans la biosynthese des alginates (la
phosphomannomutase) est augmentée des les premiéres minutes qui suivent I’adhérence
a une surface solide et d’un facteur quatre en biofilm (Davies & Geesey, 1995; Garrett
et al., 1999). L’importance des alginates dans la maturation d’un biofilm a été plus
récemment confirmée chez P. aeruginosa (Sriramulu et al., 2005), bien que certains
travaux soient en contradiction avec ces résultats. En effet, les résultats obtenus chez
des mutants de P. aeruginosa surproduisant I’alginate (Alg*) ou au contraire n’en
produisant pas (Alg’), montrent que la production d’alginate n’est pas indispensable a la
formation de biofilm in vitro sur lame de verre, mais cependant, modifie I’architecture
globale (Stapper et al., 2004).

Figure 5 : Biofilm de Staphylococcus spp. englué dans un glycocalyx sur une surface inerte, observé
au microscope électronique a balayage (D’aprés Donlan, 2002).

De plus, certains travaux mettent en évidence que I’alginate n’est pas le composé
majoritaire de la matrice d’exopolyméres produit par les cellules du biofilm de P.

aeruginosa, et suggerent que d’autres composés jouent un réle dans I’établissement du
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biofilm mature (Wozniak et al., 2003; Matsukawa & Greenberg, 2004). Des souches de
P. aeruginosa ne possédant pas un cluster de 15 genes pslA a pslO (pour
« polysaccharide synthesis locus »), qui codent pour une autre classe d’EPS, ne forment
plus de structures tridimensionnelles. Les LPS, qui forment le feuillet externe de
I’enveloppe bactérienne des bactéries a Gram négatif, semblent également avoir une
influence sur la structuration du biofilm (Makin & Beveridge, 1996; Matsukawa &
Greenberg, 2004). Les rhamnolipides produits par P. aeruginosa permettraient de
maintenir activement les canaux du biofilm en jouant sur les interactions cellule-cellule,
et cellule-support (Davey et al., 2003). Des travaux sur la bactérie Bacillus subtilis
(considérée comme non pathogene pour I'Homme, mais pouvant contaminer des
aliments et donc pouvant exceptionnellement provoquer une intoxication alimentaire),
ont montré que celle-ci synthétise et sécrete de I’acide poly-DL-glutamique (y-PGA), un
polymére extracellulaire retrouvé dans la matrice entourant le biofilm et qui permet
également la formation de ce biofilm (Stanley & Lazazzera, 2005; Branda et al., 2006).
Ce polymere est retrouvé dans la matrice produite par une autre bactérie généralement
non pathogéne (bactérie des flores cutanéo-muqueuses de I’Homme), Staphylococcus
epidermidis (Kocianova et al., 2005).

En conclusion, la liste des matiéres organiques qui entourent les agrégats
bactériens n’est pas exhaustive. L’enrobement des bactéries par des EPS a un r6le non
seulement structural, mais également protecteur. La résistance au décrochement sera
d’autant plus grande qu’il aura été formé de matrice en conditions de flux plus
important. Le développement des biofilms est par conséquent dépendant des facteurs
nutritionnels et environnementaux, entrainant ainsi une architecture particuliere pour

chaque condition de culture.

1.B.4.4 - Quorum-sensing

Les recherches actuelles indiquent que le profil d’expression de génes des
bactéries vivant au sein d’un biofilm est différente des bactéries planctoniques, et peut
étre contrdlée par un processus appelé «quorum sensing », contribuant ainsi a la
formation et a la maturation des biofilms (Davies et al., 1998; Heydorn et al., 2002;
Parsek & Greenberg, 2005; Williams, 2007; Johnson, 2008; Dobretsov et al., 2009).
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Les bactéries sont capables de communiquer de cellule a cellule, grace a des
petites molécules-signal qu’elles synthétisent. Les travaux sur les communications entre
cellules bactériennes se sont développées avec la découverte d’une régulation
coordonnée de la luminescence chez une bactérie marine a Gram négatif, Vibrio fisheri
(Nealson et al., 1970; Hastings & Nealson, 1977; Nealson, 1977). C’est a la suite de ces
travaux que la notion de quorum sensing (QS) a vu le jour (Fuqua et al., 1994). Ce
terme est couramment employé pour décrire le phénoméne de régulation spécifique de
génes en réponse a la densité de la population. Une cellule bactérienne individuelle est
donc capable de détecter, par I’accumulation extracellulaire de molécules de faible
poids moléculaire, le moment ou la population bactérienne est suffisante pour réaliser
une action concertée. Le QS peut alors étre considéré comme un exemple de
comportement multicellulaire mettant en ceuvre des processus physiologiques variés et
bénéfiques a une communauté. Il module la production d’une grande variété de
protéines extracellulaires, de métabolites secondaires, et de protéines de régulation
(Miller & Bassler, 2001; Gonzalez & Keshavan, 2006). Aujourd’hui, la notion de QS
s’est largement répandue et de nouvelles molécules de communication ont été
identifiées chez de nombreuses bactéries, aussi bien & Gram positif qu’a Gram négatif.
Toutefois, ces systemes de communication sont différents selon les espéces. De maniére
générale, la régulation des génes contrdlés par le QS chez les bactéries a Gram négatif
s’effectue toujours selon le méme schéma général, faisant intervenir trois acteurs
principaux : un signal ou autoinducteur, une enzyme permettant la synthése de ce signal,

et enfin, un régulateur transcriptionnel.

Il existe donc un grand nombre de systemes de signalisation du QS employé par
les bactéries a Gram négatif (Dobretsov et al., 2009), mais celui qui est le plus
caracterisé est le systéeme de type LuxR-N-acyl homosérine lactones (HSL), qui a été
identifié chez plus de soixante-dix espéces, telles que P. aeruginosa, P. aureofaciens,
Burkholderia cepacia, B. vietnamiensis ou encore Erwinia carotovora (Holden et al.,
1998; Lewenza et al., 1999; Fuqua et al., 2001; Miller & Bassler, 2001; Whitehead et
al., 2001; Conway & Greenberg, 2002). Ce systéme HSL est caractérisé par une cascade
d’événements (Figure 6). La premiére étape du phénoméne consiste a synthétiser les
molécules-signal du QS, qui vont diffuser ou étre activement transportées hors de la
cellule. Quand la concentration extracellulaire des HSL atteint un certain seuil, ces

molécules-signal entrent de nouveau dans la cellule, passivement (courte chaine de
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HSL) ou activement (longue chaine de HSL), et se lient a leurs récepteurs conduisant a
la formation de diméres actifs. Le complexe néoformé se lie sur des régions du génome
spéecifiqgues (lux box) correspondant a des séquences promotrices, avec pour
conséquence d’activer la transcription des genes du QS responsables de la
luminescence, de la formation du biofilm, de la virulence et autres processus.

* Molécules signal
du quorum sensing

Celiule
bactérienne

Adhésion des bactéries, mobilité, formation de biofiim,
réponse au siress oxydant, synthése de vitamine

Figure 6 : Modele généralisé du quorum sensing régulé par les molécules-signal HSL chez une
bactérie a Gram négatif. (D’aprés Dobretsov, 2009)

Les chiffres numérotés de 1 a 5 dans les cadres représentent les différentes étapes du processus de QS.
Les fleches vertes montrent la direction principale du transport du signal : diffusif (chaine courte des
HSL) ou actif (chaine longue des HSL).

Chez les bactéries a Gram positif telles que Bacillus subtilis et Staphylococcus
spp., aucune molécule signal de type HSL n’a encore été détectée, mais un autre type de
molécules-signal a été identifié. En effet, ces bactéries communiquent en utilisant des
oligopeptides modifiés, également nommé « autoinducing peptides» (AIP). Ces
peptides signal sont généralement constitués de cingq a dix-sept acides aminés (Federle
& Bassler, 2003) et ne sont pas diffusibles a travers la membrane. Par conséquent, la
libération des molécules-signal est effectuée par des exportateurs dédiés aux
oligopeptides (Waters & Bassler, 2005).
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Les systemes de communications décrits ci-dessus sont plutdt utilisés pour les
communications intra-spécifiques. Cependant, il existe un troisieme type de molécules
de communication, le furanosyl borate diester (Al2), qui a été mis en évidence a la fois
chez des bactéries a Gram positif et négatif (Henke & Bassler, 2004). Ce systéme de
communication est un systeme hybride entre celui des bactéries a Gram négatif et a
Gram positif, ce qui permet une communication interspécifique. Il a notamment été
découvert chez Vibrio harveyi (Cao & Meighen, 1989).

Il a été montré que les communications inter-bactériennes par les molécules du
QS sont essentielles a I’établissement d’une communauté cellulaire ordonnée en
biofilm. Ainsi, un mutant de P. aeruginosa, incapable de synthétiser des molécules de
communication inter-bactérienne (HSL), forme un biofilm radicalement différent de
celui de la souche sauvage. Ces mutants ont également perdu leur capacité a résister a
un traitement de désinfection au SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). La complémentation
en HSL exogenes dans la culture permet par la suite de restaurer le phénotype sauvage
(Davies et al., 1993). Cependant, le role des molécules de communication dans la
formation du biofilm reste encore mal défini, au vu des effets que ces dernieres causent
sur I’ensemble des étapes de la formation du biofilm (adhésion, maturation, dispersion)
(Parsek & Greenberg, 2005). Le QS joue donc un r6le important dans la régulation de la
densité bactérienne au sein du biofilm, initiant la dispersion des bactéries quand la
population atteint une densité beaucoup trop élevée.

1.B.5 - Détachement de cellules bactériennes

La derniére étape du cycle de vie du biofilm, dite planctonique, est donc la phase
de détachement de cellules bactériennes du biofilm (Figure 2-5). Ce phénomene de
dispersion est induit par le vieillissement du biofilm ou bien par certains stress ou
carences. Aidés par le flux du milieu, le détachement de fragments de biofilm contenant
des bactéries phénotypiquement altérées ou de formes nageantes (ayant repris un mode
planctonique) va permettre de coloniser de nouvelles surfaces, et ainsi, réinitialiser un
nouveau biofilm (Parsek & Greenberg, 2005). Cette derniére étape peut étre dite

passive, ou a I’inverse active.
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I.B.5.1 - Dispersion passive

La dispersion dite passive est généralement liée aux forces physiques appliquées
sur le biofilm mature (Brading et al., 1995). Elle peut étre divisée en trois processus :
I’érosion, le relargage (« sloughing ») ou I’abrasion. L’érosion est définie comme étant
un détachement continu de cellules individuelles ou de petites parties du biofilm, alors
que le relargage est plutdt considéré comme une perte rapide et massive du biofilm. Le
troisieme processus, I’abrasion, est un detachement di a la collision de particules du
fluide liquide avec le biofilm. Le taux d’érosion du biofilm devenant plus important a
mesure de I’augmentation de I’épaisseur du biofilm et du flux existant a I’interface
biofilm-phase liquide (Characklis, 1981).

Plusieurs mécanismes conduisant a la dispersion passive ont été décrits: la
limitation, selon un gradient, de la disponibilité en oxygene dans des biofilms épais, les
forces de cisaillement dues aux conditions hydrodynamiques, et la diminution et/ou la
modification de la composition de nutriments disponibles. La diminution de biomasse
d’un biofilm peut également étre due a des agents chimiques, tels que des molécules
tensioactives, des enzymes, des dérivés chlorés, des chélateurs, ou encore des
modifications du pH. Selon I’agent considéré, il peut y avoir mort cellulaire ou
détachement des bactéries avec un faible taux de mortalité (Haras, 2005).

1.B.5.2 - Dispersion active

La dispersion des cellules bactériennes peut également étre contr6lée par des
mécanismes biologiques. C’est la dispersion active.

La mort cellulaire induite par un phage de P. aeruginosa peut amener a la
destruction partielle du biofilm et a la sélection de micro-colonies résistantes.
L’ensemble est considéré comme une stratégie avantageant la dispersion de la bactérie
(Webb et al., 2003). De plus, I'induction de I’expression d’algL (pour «alginate
lyase ») par P. aeruginosa diminue la production d’alginate (composant majeur des EPS
de P. aeruginosa) et correspond a I’augmentation significative du nombre de cellules
détachées du biofilm (Boyd & Chakrabarty, 1994). Ces résultats suggerent donc
I’implication du gene algL dans le détachement des cellules chez le type sauvage de
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cette bactérie pathogéne, I’aidant ainsi a se disperser et a coloniser d’autres organismes.
Ce processus de détachement peut étre observé par microscopie a balayage laser chez
les biofilms matures des types sauvages de P. aeruginosa (Figure 7). Les cavités
centrales de ces biofilms se remplissent de bactéries nageantes, planctoniques, la
dispersion se produisant lors de la rupture de cette cavité, libérant ainsi les bactéries

mobiles qui peuvent aller coloniser une autre surface (Parsek & Fuqua, 2004).

Figure 7 : Etape de la dispersion chez la souche sauvage P. aeruginosa PAO1 cultivée en chambre a
flux.

(A) Observation en microscopie confocale a balayage laser d’une cavité du biofilm mature-GFP (x630)
(Parsek & Fuqua, 2004).

(B) Observation en microscopie a contraste de phase d’une cavité rompue du biofilm matureavec
libération des cellules bactériennes nageantes dans le milieu environnant, permettant la dispersion et la
colonisation de nouvelles surfaces (Sauer, 2002).

Ce détachement « programmé » chez les bactéries est généralement du aux
enzymes, les polysaccharidases, qui dégradent la matrice extracellulaire du biofilm et
qui représente alors une source d’énergie. Les enzymes spécifiques des EPS peuvent
probablement étre produites durant les différentes étapes de la croissance du biofilm des
bactéries. Par conséquent, la dispersion des bactéries dans le milieu environnant est
alors naturellement accompagnée par I’induction de genes impliqués dans la mobilité
des flagelles pour la nage des bactéries et dans la répression des génes PilA (Sauer et
al., 2002). La perte de cellules peut avoir lieu soit par lyse cellulaire, soit par le départ
de cellules viables, tout au long de la formation du biofilm et en réponse a un

changement d’environnement.
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Ces communautés permettent alors aux bactéries d’étre dans un environnement
favorable. Toutefois, le temps de génération des bactéries en communauté est
généralement plus faible que celui des bactéries vivant a I’extérieur. C’est pourquoi,

vivre en biofilm représente souvent un compromis entre la reproduction et la survie.

1.C - Avantage de la vie en biofilm

La vie en biofilm, en communauté, permet aux bactéries de créer leur propre
niche écologique au sein de leurs exoproduits. Cet écosysteme a I’avantage majeur de
protéger les bactéries contre des conditions environnementales défavorables, comme
I’attaque par des prédateurs bactériophages, des amibes phagocytrices, des substances
antibiotiques de toute nature, des stress thermiques, mais aussi pour accéder aux
ressources, pour la diversité génétique (Roszak & Colwell, 1987; Hahn & Hofle, 2001;
Jefferson, 2004; Matz et al., 2005).

L’utilisation de produits d’entretien ménager, d’antibiotiques, méme s’ils
éradiquent efficacement les bactéries récentes, n’atteignent pas les bactéries dites en état
de sommeil métabolique, protégées par un cocon anoxique et les cavités du substrat
(Stewart & Costerton, 2001). Le biofilm permet en outre un plus grand acces aux
nutriments, circulant entre les colonies, et qui sont concentrés par les EPS (Costerton et
al., 1981; Branda et al., 2005). De méme, I’alimentation en oxygene se fait soit
passivement avec I’apport des nutriments et des oligoéléments, soit activement avec la
transformation du substrat dans I’environnement (oxydation des métaux, dégradation de
substrats organiques) (Haras, 2005) ou avec I’exploitation offensive de I’hGte eucaryote
(étapes d’invasion, pathogénese, colonisation interne, métabolisme altéré) (Bryers,
2008). Cette alimentation en oxygene est alors dépendante du flux entourant le biofilm,
qui le rend par la méme occasion permeable, protégeant ainsi le biofilm de la
dessiccation (Costerton et al., 1999).

Les bactéries en biofilm ont une vie sociale active, ou s’établissent des
communications et des échanges inter-espéces. Ceci permet par exemple d’effectuer le
transfert horizontal de genes et/ou de protéines vers les bactéries compétentes du
biofilm ou vers I’héte (transfection), ou alors a distance par sécrétion ou infection virale

(transduction) (Donlan, 2002). Les bactéries se trouvent dans une structure de résistance
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aux agents antibactériens (comme les biocides ou encore les antibiotiques), en
établissant une barriére de diffusion et en concentrant dans les EPS des enzymes

sécrétées comme par exemple des protéases.

Les biofilms peuvent également étre bénéfiques dans les activités humaines. En
conchyliculture, des recherches portent sur des substrats conditionnés par des biofilms
et favorisant la fixation des naissains d’huftres (Compere, 1999). De méme, dans le cas
de la protection de I'environnement marin, des recherches sont effectuées sur le
développement de structures en béton qui favoriseraient la prolifération d'un voile
biologique (Compere, 1999). Cependant, l'avantage de la croissance d'un voile
biologique reste limité, et les applications telles que le traitement d'eaux polluées, la
récupération d'huiles, I’exploitation de la production d’EPS bactériens par l'industrie
pharmaceutique, alimentaire ou des cosmétiques restent encore restreintes. En régle

générale, les biofilms sont plutét considérés comme un facteur de géne.

I1.D - Les problemes liés aux biofilms

Dés lors qu’une surface organique ou inorganique est au contact d’un
environnement aqueux, il y a formation d’un biofilm. Par conséquent, de nombreux
domaines sont concernes par les problémes causés par cette formation de biofilm: la
santé (pose d’implants, infections bactériennes, plaque dentaire), I’industrie (agro-
alimentaire, textile, traitement des eaux usées, échangeurs de chaleur comme les
centrales nucléaires), et tous les domaines nécessitant une immersion totale ou en partie
de structures solides (appareils océanographiques, coques des bateaux, structures
aquacoles).

1.D.1 - Biofilms associés a des bactéries pathogénes

Les biofilms sont connus pour causer de graves problemes dans les domaines de

I’agro-alimentaire comme dans le médical.

En effet, les problemes d’hygiéne rencontrés dans le domaine agro-alimentaire
sont principalement dus a la prolifération de bactéries dites pathogenes pour I’Homme,
telles que Listeria monocytogenes (Lee Wong, 1998). La consommation d’aliments
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ayant été au contact des microorganismes pathogenes peut entrainer de simples troubles
digestifs, jusqu’au décés du consommateur. De méme, les biofilms sont responsables
des plaques dentaires et des caries générées principalement par des bactéries du genre
Streptococcus (Farge, 1998), ou bien des maladies parodontales (Boschin et al., 2004).

Dans le secteur médical, les biofilms sont responsables de nombreuses
infections (Fux et al., 2004; Hall-Stoodley et al., 2004). Les maladies les plus connues
causées par des infections bactériennes sont les maladies contractées lors d’un séjour a
I’hopital, plus communément appelées les « maladies nosocomiales». Les
microorganismes associés a ces infections sont le plus souvent P. aeruginosa, S. aureus
ou encore E. coli. Ce n’est donc pas sans raison que ces bactéries sont au centre de la
majorité des études portant sur la compréhension du mode de vie en biofilm. Les
infections par ces bactéries pathogénes en milieu hospitalier se font généralement par
contamination directe avec des matériaux médicaux (cathéters, valves cardiaques,
pacemakers, prothéses), mais aussi par contamination indirecte, souvent due a une
transmission entre patients ou personnels hospitaliers. Les conséquences de ces
infections peuvent aller de I’infection urinaire jusqu’a la septicémie. En France, la
mortalité annuelle par les infections nosocomiales serait comprise entre 10 000 et
20 000 individus. Malheureusement, ces infections sont d’autant plus difficiles a
combattre que les bactéries associées en biofilm sont résistantes aux antibiotiques et aux
défenses de I’hdte (Fux et al., 2004).

1.D.2 - Biofilm et salissures marines

Le biofilm est un écosysteme qui favorise I’établissement de nouveaux
organismes tels que des spores de macroalgues, des diatomées, des invertébrés comme
les balanes, les bryozoaires, les éponges, mais aussi des macroalgues. Cette étape finale

se nomme le "macro-fouling”, anglicisme qui désigne les salissures (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique de la formation du macro-fouling marin (les salissures)
(D’aprés Haras, 2005).

En I’espace de quelques mois, les macro-salissures peuvent représenter une
biomasse conséquente sur les surfaces colonisées (structures ou équipements marins),
pouvant causer de nombreux problémes pour I’industrie et les activités de la mer en
général (coques des bateaux, plateformes pétroliéres, gazoducs, structures portuaires,
installations aquacoles, bouées de signalisation, ou encore appareils d’observations

scientifiques) (Figure 9).

Figure 9 : Macro-salissures sur diverses surfaces ayant séjournées plusieurs mois en eau de mer
(Images du web).

(A) Coque d’un bateau.
(B) et (C) Appareils de mesures océanographiques.

Les salissures présentes sur les coques des navires alourdissent les bateaux et
induisent une augmentation de la rugosité, avec pour conseéquence d’augmenter les
forces de frottement lors de leur déplacement dans I’eau. Ceci conduit alors a une perte
de vitesse, a des manceuvres plus difficiles a exécuter, mais surtout, & une détérioration
et & une corrosion plus importante des coques, ainsi qu’a une augmentation de la

consommation de carburant (Yebra et al., 2004). Pour exemples, un biofilm d’1 mm
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d’épaisseur entraine une diminution de la vitesse d’un navire de 15 % (Callow, 1986), et
la résistance de friction augmente de 5 & 15 % dés lors qu’un biofilm atteint 100 pm
d’épaisseur (Characklis & Marshall, 1990). Tout ceci a alors un impact direct sur les
colts financiers. A titre d'exemple, les opérations de nettoyage des nceuds des plates-
formes pétrolieres, avant inspection, sont estimées a des millions d’euros par an en Mer
du Nord, et 500 millions de dollars de dépenses annuelles supplémentaires en fuel sont
nécessaires a la Marine Américaine pour combattre la résistance de friction
additionnelle occasionnée par la présence d'un biofilm (Compére, 1999). Le codt annuel
global pour I’industrie maritime est estimé a 6,5 milliards de dollars (Callow & Callow,
2000).

De la méme maniére, I'application de peintures anti-salissures marines
(peintures antifouling), leur renouvellement quasi annuel, ainsi que leur récupération
lors des carénages augmentent les colts d’entretien des navires. La corrosion des
matériaux métalliques due a la présence de bactéries sulfato-réductrices et
méthanogénes dans les biofilms a également un colt financier important, s’élevant a
pres d’un milliard d’euros par an rien que pour la France. De plus, les conséquences sur
I’environnement ne sont pas négligeables compte-tenu du facteur d’impact important
que cause I’augmentation de la consommation de carburant sur I’émission de composés
nocifs (Corbett & Fischbank, 1997), ou encore les substances nocives libérées par
I’érosion des peintures antifouling. Au début du 20°™ siécle, des peintures & base de
cuivre ou de plomb étaient massivement utilisées, mais de par leur persistance a long
terme dans I’environnement (Bennett, 1996) et leur effet tératogene sur les larves de
poissons et d’invertébrés marins, celles-ci ont été rapidement interdites. Puis, les
peintures antifouling les plus utilisées dans le monde maritime ont été des peintures
auto-polissantes, développées a partir de copolymeéres de méthacrylate de tributylétain
(TBT). Elles étaient devenues interdites d’utilisation pour les petits navires dés 2003,
par ordre de I’organisation maritime internationale, et depuis I’année derniere (2008),
ces peintures sont totalement interdites via la directive 99/51/CEE.

D’autre part, les macrosalissures présentes sur les coques des bateaux peuvent
avoir une incidence sur la flore et la faune locale, au méme titre que la dispersion par
I’évacuation des eaux de ballaste par les gros navires. En effet, de nouvelles espéces
peuvent étre introduites au sein d’environnements marins ou elles n’étaient pas

présentes naturellement (Reise et al., 1999). La présence de biofilm induit également
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une dérive des mesures réalisées par des capteurs océanographiques immergés (capteurs
de pH, de chlorophylle, de température, de pH, de substances toxiques), des détecteurs

otiques, ou encore des caméras Sous-marines.
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Il - INTERACTIONS BACTERIES-ALGUES

Parmi les études existantes sur les interactions entre les microorganismes et les
eucaryotes sessiles marins, celles concernant la diversité microbienne associée aux
coraux et aux éponges sont les plus importantes (Hentschel et al., 2002; Longford et al.,
2007; Santiago-Vazquez et al., 2007; Taylor et al., 2007). En comparaison, les autres
surfaces comme celles des macroalgues n’ont pas recu autant d’intérét, et de nombreux
systemes d’interaction ne demandent qu’a étre explorés. De ce fait, I’étendue de la
diversité des hotes sessiles pouvant héberger une communauté microbienne distincte
peut avoir un impact remarquable sur notre vue actuelle de la diversité microbienne

marine globale (Egan et al., 2008).

I1.A - Complexité de I’interaction bactéries-surfaces organiques

Comparées aux systémes planctoniques, les bactéries associées aux surfaces sont
sujettes a diverses interactions qui ont un impact direct sur la diversité et la fonction de
ces communautés microbiennes. Ainsi, il peut se produire des interactions chimiques
entre I’hGte et les colonisateurs microbiens, des interactions entre les microorganismes
nichant au sein d’un méme biofilm, mais également, des interactions chimiques et

physiques dues aux spécificités de surfaces (Figure 10) (Egan et al., 2008).

La forte proximité spatiale des microorganismes aux surfaces conduit a des
interactions intercellulaires spécifiques et crée des communautés complexes et
hautement différenciées. La limitation nutritive et spatiale, ainsi qu’un environnement
fortement compétitif, ont conduit la surface colonisée par les microorganismes a
développer des réponses adaptatives particulieres, telles que des stratégies antagonistes
pour empécher la colonisation ou la croissance de compétiteurs potentiels (Egan et al.,
2008). Les interactions contrdlées chimiquement, et la communication entre les
microorganismes et leurs hotes eucaryotes, ont également un impact significatif sur la
composition et la fonction des consortia de surface. En effet, le controle des populations
bactériennes par les surfaces est souvent caractérisé par une défense de I’hdte, comme
chez les algues, contre d’éventuels organismes pathogenes, ou un contréle des bactéries
colonisatrices pour réduire leur prolifération (Kubanek et al., 2003; Amsler et al., 2005;

Paul et al., 2007; Potin, 2008). En revanche, tres peu d’études montrent le rle parfois
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bénéfique des bactéries associées aux algues (Provasoli & Pintner, 1980; Tatewaki et
al., 1983).

Communauté planctonique 2" colonisateurs
" '/‘_: ) Prédation
- \/ Nutriments
rd
=, ! l Inhibiteurs
. ' Co- métabolisme
Dispersion Signalisation
Communauté Gradients
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Nutriments Inhibiteurs
Propriétés physiques Signalisation

Figure 10 : Représentation schématique des facteurs chimique, physique et biologique influencant
la fonction et la diversité de la communauté microbienne associée aux surfaces marines vivantes.
(D’aprés Egan et al., 2008)

Ainsi, cette multitude de facteurs mis en jeu dans ces interactions forme la
composition et les propriétés de la communauté de surface. Par conséquent, il devient
important de mieux connaitre la diversité et I’écologie des communautés microbiennes
marines associées aux surfaces, dans le but de découvrir entre autres des composés

biologiquement actifs, potentiellement biocides ou bactériostatiques.

11.B - Intérét de la recherche sur les bactéries marines associées aux
macroalques

Les avancées conceptuelles et technologiques récentes sur la microbiologie des
surfaces marines organiques ont mis en evidence la production d’un panel de composés
bioactifs encore inconnus (Debashish et al., 2005; Taylor et al., 2007), et produit aussi
bien par I’héte que par les membres de la communauté microbienne associée a la
surface (Steinberg & de Nys, 2002; Bowman, 2007; Cumashi et al., 2007; Kannan et
al., 2007; Yooseph et al., 2007). Beaucoup de problemes biologiques, chimiques et/ou
physiques pourraient ainsi étre résolus par le développement de nouvelles
biotechnologies marines, puisque ces problémes sont aussi rencontrés chez les

organismes marins qui doivent naturellement y faire face. Les investigations sur les
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modeles naturels pertinents représentent une voie plus directe a la découverte de

métabolites utiles.

La colonisation par des organismes encroQtant suit généralement I’apparition
d’un biofilm bactérien sur une surface inerte. En fait, la présence a la fois de substances
attractives et de molécules antibiotiques, a certaines concentrations respectives,
déterminera I’effet promoteur ou inhibiteur sur I’établissement ou sur la métamorphose
d’une spore épiphyte ou d’un invertébré épibionte (Bowman, 2007). Les tetraspores
d’Ulves peuvent étre attirées par I’émission de molécules du quorum-sensing de
biofilms dominés par des y-proteobacteria du genre Pseudoalteromonas (Qian et al.,
2007), et inversement, la germination de spores de plusieurs espéces d’algues peut étre
inhibée par la présence de P. tunicata (Egan et al., 2000).

La majorité des organismes marins restent relativement dépourvus de
macrosalissure, bien que la plupart d’entre eux soit recouvert d’un fin film de bactéries
épiphytes (Clare, 1996). Par conséquent, ces bactéries épiphytes ont tout intérét a
maintenir la santé de I’héte qui les porte. Les bactéries présentes a la surface des
macroalgues marines semblent donc jouer un rdle protecteur en émettant dans I’eau de
mer environnante des composés qui aident a la prévention des salissures extensives des
surfaces. Ces composes émis peuvent également avoir des applications industrielles et
médicales. La facilité relative a cultiver en forte biomasse ces bactéries épiphytes, qui
produisent des composés actifs, comparée aux autres bactéries planctoniques, suggére
que les bactéries associées aux algues peuvent étre utiles dans les applications de
bioprocédés, comme la production de composés antimicrobiens ou antisalissures
(Armstrong et al., 2001).

11.B.1 - Métabolites secondaires des bactéries marines

Le genre Pseudoalteromonas est un groupe de bactéries marines appartenant a la
classe des p-proteobacteria, et dont les recherches sur les produits naturels et le
domaine des sciences de I’écologie microbienne ont fortement augmenté depuis la
derniére décennie. Il semble que ce soit I’'un des seuls genres bactériens marins
montrant clairement des propriétés pharmacologiques et écologiques intéressantes et

innovantes. Les souches bactériennes étudiées sont principalement isolées
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d’échantillons d’eau de mer, de sédiments, d’ascidies, de tuniciers, de poissons, de
crustacés, et plus rarement, d’algues (Gauthier & Breittmayer, 1979; Holmstrom &
Kjelleberg, 1999; Egan et al., 2000; Holmstrom et al., 2002; Bowman, 2007; Debnath et
al., 2007). Les especes pigmentées de ce genre ont montré leur capacité a produire un
panel de composés de faible ou fort poids moléculaire, avec des activités
antimicrobiennes, antifongiques, algicides et pharmacologiquement utiles. Ces
composés peuvent étre des protéines toxiques, des exopolymeéres polyanioniques, des
alcaloides contenant des pyrolles ou des phénoliques substitués, des peptides cycliques
et une large gamme de composés bromés (Bowman, 2007).

Les premiers antibiotiques d’origine marine ont été découverts suite a
I’identification de pyrroles bromés a partir de pigments pourpres d’Alteromonadales,
dont le pyrrole 2,3,4-tribromo-5(1’-hydroxy-2’,4’-dibromophenyl) de Thalassia sp.
(Lowell, 1966). Par la suite, de nombreuses autres substances antibactériennes de
faibles masses ont été identifiés a partir de P. luteoviolacea (anciennement nommée
Chromobacterium marinum (Gauthier, 1982)), telles que le 2,3,4,5-tetrabromopyrrole
(Figure 11A) (Gribble, 1999) ou encore le pentabromopseudilin (Figure 11B)
(Hanefeld et al., 1994).
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Figure 11 : Représentation des structures chimiques de composés naturels produits par la bactérie
marine Pseudoalteromonas luteoviolacea. (D’aprés Bowman, 2007)

(A) 2,3,4,5-tetrabromopyrrole
(B) 2,3,4-tribromo-5(2’-hydroxy-3’,5’-dibromophenyl)pyrrole (also called pentabromopseudilin)

Il n’existe que peu d’exemples de bactéries marines isolées a partir de
macroalgues et étudiées pour des éventuelles propriétés industrielles, pharmaceutiques.
Toutefois, plusieurs Pseudoalteromonas nichant sur les thalles de macroalgues ont
montré ces types d’activité.
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P. ulvae et P. tunicata sont des bactéries marines présentes a la surface de
I’algue verte Ulva lactuca. Ces bactéries ont la capacité de diminuer I’adhésion de
nombreux organismes salissants et d’inhiber la germination des spores de cette algue
verte, mais aussi ceux de I’algue rouge Polysiphonia sp. pour la bactérie P. tunicata
(Holmstrom & Kjelleberg, 1999; Egan et al., 2001). Le pouvoir antisalissure de P.
tunicata est dd a la production d’un pigment bactéricide jaune, appartenant a la classe
des alcaloides tambjamines et appelé YP1 (Figure 12A) (Egan et al., 2002; Franks et
al., 2005). Un autre pigment de couleur violet a éte identifié chez P. tunicata. Il s’agit
d’un alcaloide appelé violacein (Figure 12B), qui permet aux biofilms bactériens de se
protéger contre les prédateurs tels que les protozoaires, en induisant un programme de
mort cellulaire eucaryote conservé (Matz et al., 2008).

Figure 12 : Représentation des structures chimiques de composés naturels produits par la bactérie
marine Pseudoalteromonas tunicata.

(A) YP1, classe des tambjamines. (D’apres Bowman, 2007)
(B) 2,3,4-tribromo-5(2’-hydroxy-3’,5’-dibromophenyl)pyrrole ou pentabromopseudilin. (D’aprés Matz et
al., 2008)

Pseudoalteromonas sp. A3 a été isolé d’une algue rouge encro(tante
Hydrolithon onkodes (coralline), et encourage clairement I’attachement des larves
(planules) de coraux. Par la suite, elle induit la métamorphose des planules des coraux
Acropora willisae et A. millepora (Negri et al., 2001). Bien que le(s) métabolite(s)
responsable(s) de ces inductions ne soi(en)t toujours pas identifié(s), des extraits
méthanoliques des cultures de la souche A3 ont déja montré une large variété
d’induction. D’autres Pseudoalteromonas isolées d’une coralline ont également prouve
leur capacité a induire I’attachement de larves de I’oursin Heliocidaris erythrogramma
(Bowman, 2007). La découverte de ces substances chimiques induisant I’attachement et
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la métamorphose de larves d’invertébrés marins pourrait avoir un intérét non
négligeable dans des applications biotechnologiques telles que le réensemencement de
récifs coralliens ou en élevage larvaire en aquaculture (Negri et al., 2001).

P. atlantica, isolé d’une algue rouge échantillonnée a Inubousaki au Japon
(anciennement Pseudomonas atlantica (Gauthier et al., 1995)), est capable de dégrader
les polysaccharides des algues rouges (agar), tout comme P. carrageenovora pour les
carraghénanes (Yaphe, 1957; Akagawa-Matsushita et al., 1992). Des LPS purifiés de
culture de P. atlantica peuvent également causer des maladies chez les crabes (Costa-
Ramos & Rowley, 2004), mais il existe encore de nombreux EPS produits par cette
bactérie qui ne sont pas encore étudiés, et qui pourraient présenter de nombreuses

propriétés a intérét biotechnologique (Holmstrom & Kjelleberg, 1999).

Il existe encore de nombreuses autres substances d’intérét chez les bactéries
marines associées aux algues, du genre Pseudoalteromonas ou autres. Les recherches
n’en sont qu’a leur début, et celles concernant les peptides de substances pigmentées ou
non de bactéries marines paraissent d’autant plus nécessaires que leurs composés

semblent avoir un impact potentiellement important dans les interactions biologiques.

11.B.2 - Métabolites secondaires des macroalgues

11.B.2.1 - Chez les Chlorophytes

Des trois lignées de macroalgues, celle des algues vertes est la moins diversifiée
pour la production de produits naturels avec moins de 300 composés connus, et
seulement une poignée de nouveaux métabolites secondaires annoncée chaque année
(Blunt et al., 2007). Les Chlorophytes sont connues pour produire des composés
semblables a ceux des Rhodophytes (algues rouges), principalement des di- et
sesquiterpénoides fonctionnalisés, mais sans I’halogénation extensive des composes des

algues rouges (Figure 13).

45



1 d-diaceoxybutadiens

l - CHO  OAc
/l\\/ﬂ /| i -f_ /I‘%/\ = o =

Y “OAG e
Caulerpényne  (a).. Udotéal (b) OAc

H CHO
D > .FHO
H"
Halimedatrial (c) i

. O“- H
Morcycloartens N H\H
. 7 © ! )\
“roH

Kahalalide & (€)

OH

BTI:[O Br__ N o
| T
N OH O

Cymopolone (1) Debromoisocymopol (£)

Figure 13 : Représentation des structures chimiques des composés naturels produits par les
Chlorophytes. (D’aprés Maschek & Baker, 2008)

Un peu moins de la moitié des produits naturels reportés dans la littérature
viennent de I’ordre des Bryopsidales, et la majorité de ces métabolites (> 85 %) sont des
terpénoides (Munro & Blunt, 2005). La caractéristique chimique des Chlorophytes est
donc la présence de I’ester diénolate 1,4-diaceoxybutadiéne, trouvé chez la plupart des
terpénes de ces algues vertes. Les familles des Udoteacées, des Caulerpacées, et des
Halimedacées produisent plus de 85 % des composés connus des Bryopsidales, dont la
plupart contiennent I’ester cité ci-dessus (1,4-diaceoxybutadiéne), comme par exemple
la caulerpényne de Caulerpa flexilis (Figure 13a) (Amico et al., 1978) et I'udotéal
trouvé chez les especes d’Udotea (Figure 13b) (Paul et al., 1982). Ces esters énolate
sont souvent considérés comme des «aldéhydes masqués », car ils peuvent étre

hydrolysés enzymatiquement en aldéhydes (Paul & Van Alstyne, 1992). IIs peuvent
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occasionnellement étre trouvés sous leur forme aldéhyde, comme c’est le cas de
I’halimedatrial chez Halimeda spp. (Figure 13c) (Paul & Fenical, 1983).

D’autres motifs de terpénoides ont été reportés, tels que le triterpénoide
norcycloartene de chez Tydemania expeditionis (Figure 13d) (Paul et al., 1982), bien
qu’ils ne soient pas trés répandus chez les Chlorophytes. De méme, des polypeptides de
type kahalalides comme le kahalalide A (Figure 13e) sont des composés rarement
trouvés chez les algues vertes (Hamann et al., 1996), mais qui peuvent avoir une
utilisation dans I’industrie. Toujours en figure d’exception, les composés produits par
I’algue Cymopolia barbata : des cymopoles tels que le cymopolone (Figure 13f), et des
isoprénes originaires des unités géranyles C10, tels que le debromoisocymopol ont été
décrits (Figure 13g) (Hogberg et al., 1976).

11.B.2.2 - Chez les Rhodophytes

Avec plus de 1500 composés répertoriés, les métabolites secondaires des
Rhodophytes sont les plus importants de toutes les macroalgues, aussi bien en terme de
diversité que d’abondance. A [I’exception des phlorotannins, toutes les classes
majoritaires des produits naturels sont représentées chez les algues rouges (Munro &
Blunt, 2005). Elles élaborent majoritairement des dérivés d’isoprénoide et
d’acétogénine, avec quelques acides aminés, dérivés d’acides nucléiques et de I’acide
shikimique. Ce qui distingue les algues rouges des autres macroalgues, c’est leur
capacité importante a produire des composeés halogénés contenant du brome et du chlore
qui représentent plus de 90 % de ceux répertoriés, comparé a seulement 7 % chez les
Chlorophytes et moins de 1 % chez algues brunes (Harper et al., 2001). Plus de la
moitié des composés répertoriés chez les Rhodophytes proviennent de la famille des
Rhodomélacées, et la plus grande majorité aux genres Laurencia, qui produit
énormément de sesquiterpénes halogénés et d’acétogénines Cis, avec quelques terpenes
de plus longues chaines (Cy et plus) (Figure 14).

Les sesquiterpenes de Laurencia, comme ceux de plusieurs autres genres des
Rhodomélacées, sont cycliques, souvent polycycliques, tels que le laurenterol (figure
14a), le pacifenol (figure 14b) et I’elatol (Irie et al., 1966; Sims et al., 1971; Sims et al.,
1974). Chez les Rhodophytes, il existe également quelques diterpénes comme I’irieol

(Figure 14d) ou des triterpénes comme le callicladol (Figure 14e), mais ces composés
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sont majoritairement limités au genre Laurencia, sauf exceptions (Fenical et al., 1975;
Suzuki et al., 1995; Kubanek et al., 2005). En fait, parmi toutes les familles des
Rhodophytes, les hauts terpenes polyhalogénés sont rares, et les sesterterpénes non
réprésentés. De méme, le genre Laurencia est quasiment le seul a élaborer des
composés uniques d’acétogénines Cis, tels que la laurepinnacine (Figure 14f) et le
laurallene (Figure 14g) (Fukuzawa et al., 1979; Fukuzawa & Masamune, 1981). Il
existe également d’autres acétogénines Cis, généralement ornées de brome ou d’iode,

ou les deux, avec une oxygénation sur le carbone adjacent.
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Figure 14 : Représentation des structures chimiques des composés naturels produits par les
Rhodophytes. (D’aprés Maschek & Baker, 2008)
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Trois autres familles des Rhodophytes, les Rhizophyllidacées, les Plocamiacées
et les Delesseriacées, se distinguent des Rhodomélacées en produisant des
monoterpénes fortement halogénés. Les genres Rhizophyllidacées avec Chondrococcus,
Desmia et Ochtodes, Plocamiacées avec Plocamium, et Delesseriacées avec Pantoneura
sont, & peu d’exceptions pres, les uniques sources de monoterpenes parmi les algues
rouges. Ces composeés sont souvent hautement halogénés, linéraires (Figure 14i) ou
monocycliques (Figure 14j), sauf exception notable chez Portiera spp. des
Rhizophyllidacées, qui produit un métabolite anticancéreux trés étudié chez les algues
rouges, I’halomon (Figure 14k) (Crews et al., 1978; Bates et al., 1979; Fuller et al.,
1992).

De plus, quelques autres genres de la famille des Rhodomélacées, tels que les
Odonthalia, Polysiphonia, Rytiphloea, Vadalia et Symphyocladia, élaborent des phénols
bromés. Le genre Acanthophora quant a lui, se distingue des autres genres en produisant
des stéroides non halogénés. Plusieurs genres de la famille des Bonnemaisoniacées tels
que Delisea, Asparagopsis, Bonnemaisonia et Ptilonia, sont remarquables par leur
production de cétones aliphatiques halogénées (Hay & Fenical, 1992). Enfin, les
composés les plus connus chez les algues rouges pour leur capacité a interférer dans la
communication bactérienne et pour fournir a P’algue une défense antisalissure
(Kjelleberg & Steinberg, 2001), sont les furanones halogénées, antagonistes des acyl-
homosérine lactones, découvertes chez Delisea pulchra, telles que les fimbrolides
(Figure 14 | et m) (Kazlauskas et al., 1977; de Nys et al., 2006).

11.B.2.3 - Chez les Heterokontophytes

Chez les Heterokontophytes, plus de 1140 produits naturels ont été répertoriés,
dont des terpenes, des diterpénes, des galactoglycérolipides, des phlorotannins et des
petites acetogénines C;;, tous avec trés peu d’halogénation (Blunt et al., 2007;
Plouguerné et al., 2009) (Figure 15).

Presqu’un tiers des composés chimiques répertoriés chez les algues brunes
provient d’un seul genre : les Dictyota. Il a élaboré une grande richesse de terpénes, plus
de 250 (Munro & Blunt, 2005), dont les diterpenes di- et tri-cyclisés tels que le dyctyol
(Figure 15a), I'amijiol (Figure 15b-c) et le dictyoxetane (Figure 15d) (Danise et al.,
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1977; Ochi et al., 1980; Tringali et al., 1984; Pullaiah et al., 1985). Des dérivés
d’acétogénines Cy; cycliques ou acycliques d’acides gras ont également été découverts
chez les Dictyopteris, autre genre des Dictyotales, tels que les hydrocarbones
dictyopterene A (Figure 15¢) et D’ (Figure 15f), qui agissent comme des phéromones
dans la reproduction sexuelle (Moore et al., 1968; Moore & Pettus, 1971; Stratmann et
al., 1992). Ces composes peuvent étre facilement dégradés par oxydation pour donner
des composés tels que le dictyoprolene (Figure 15g) et le dihydrotropone (Figure 15h)
(Moore & Yost, 1973; Yamada et al., 1979).

Les phlorotannins, ou polyphénols, sont des oligoméres ou polymeres du
phloroglucinol (tri-phénol), et les composés majoritaires des algues brunes qui peuvent
représenter jusqu’a 10 - 20 % de leur poids sec (Ragan & Glombitza, 1986; Amsler &
Fairhead, 2006). Les phlorotannins sont synthétisés au niveau de I’appareil de Golgi, et
sont véhiculés sous forme d’oligoméres dans des vacuoles (physodes) qui migrent le
long de filaments du cytosquelette pour déverser leur contenu a I’extérieur de la cellule.
Le role de métabolites secondaires des phlorotannins est limité aux oligomeres présents
dans les physodes, et semblent jouer un réle écologique dans la force de dissuasion des
herbivores et des infections bactériennes. Ils ont également des activités anti-algues et
anti-fongiques. lls sont considérés comme métabolites primaires des lors qu’ils sont
polymérisés et complexés, et ont alors un role dans la construction, la consolidation et la
protection de la paroi cellulaire, avec entre autres des propriétés antiradiculaires.
(Sieburth & Conover, 1965; Ragan & Glombitza, 1986; Lau & Qian, 1997; Pavia et al.,
1997; Targett & Arnold, 1998; Amsler & Fairhead, 2006). Les tannins libérés dans
I’eau de mer (donc solubles), ne sont pas polymérisés, et sont sécrétés uniquement sous

forme de monomeres bromés (bromophénols) et iodés (Shibata et al., 2006).

Les phlorotannins sont classés en six groupes, basés sur des variations dans leur
assemblage lors de la polymérisation des unités de phloroglucinol (Figure 15i) (Ragan
& Glombitza, 1986; Targett & Arnold, 2001) : les fucols (Figure 15j), rencontrés chez
les Fucus, les phloréthols, les fucophloréthols, les fuhalols, les isofuhalols (Figure 15k)
et les eckols, trouvés chez les Ecklonia, qui different de par le nombre de groupes
hydroxylés présents et la nature de leurs liaisons aryl-aryl ou ester-aryl (Geiselman &
McConnell, 1981; Grosse-Damhues & Glombitzka, 1984). Ces unités sont souvent

estérifiées ou acylées, et peuvent dimériser ou polymériser en plus grandes unités.
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Le genre Cystoseira chez les Fucales compte pas moins de 100 structures
répertoriées (Munro & Blunt, 2005). Les composés sont principalement des quinones
prénylées et des hydroquinones, allant des formes simples et linéaires a des formes
complexes et polycycliques, comme pour le cystoketal (Figure 15l), chez C. balearica
et C. stricta (Figure 15m) (Amico et al., 1984; Amico et al., 1987).
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Figure 15 : Représentation des structures chimiques des composés naturels produits par les
Heterokontophytes. (D’apres Maschek & Baker, 2008)
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11.C - Modeles d’interaction alques-bactéries

11.C.1 - Chez les Chlorophytes

L’algue verte australienne Ulva australis est colonisée par une microflore trés
peu diversifiée, dominée par I’espece bactérienne Roseobacter gallaeciensis, qui facilite
a son tour I’établissement sélectif de la bactérie Pseudoalteromonas tunicata (Dalisay et
al., 2006). Les deux bactéries utilisent des stratégies différentes. En effet, R.
gallaeciensis envahit et déstructure les biofilms des bactéries compétitrices, a
I’exception de P. tunicata qui peut alors profiter de son « immunité » pour proliférer
face a une compétition qu’elle ne peut gérer seule (Rao et al., 2005). P. tunicata forme
alors des microcolonies spatialement séparées et allélopathiquement dominantes pour
les nutriments exsudés en faible quantité par I’algue héte face aux autres souches
bactériennes. Ces comportements bactériens a la surface d’U. australis permettent a

I’algue un contrdle métaboliquement peu colteux du biofilm bactérien.

Chez une autre Ulve, Ulva lactuca, il a été montré que les cultures axéniques
possédées en laboratoire depuis des années (Figure 16B) présentaient une morphologie
différente des cultures sauvages (Figure 16A) (Provasoli & Pintner, 1980). Lorsque des
souches de bactéries marines, isolées d’Ulves ou d’autres algues récoltées dans leur
environnement naturel, sont ajoutées en co-culture avec les thalles d’Ulves axéniques,
ces souches bactériennes induisent la croissance de longs et fins tubes, ressemblant alors
a la morphologie des Enteromorpha (bactéries actives) (Figure 16C). En revanche,
d’autres souches bactériennes n’ont aucun effet visible sur la morphologie de ces Ulves
(bactéries inactives). Toutefois, la combinaison de plusieurs souches de bactéries
actives et inactives ne permet pas d’aboutir a la morphologie existante a I’état sauvage,
mais a I’obtention de rubans plats. Des résultats similaires ont également été observés
chez une autre algue verte, Monostroma oxyspermum (Tatewaki et al., 1983). Par
conséquent, I’environnement bactérien proche des algues peut jouer un role essentiel et
non négligeable dans la morphogénése des thalles. Un principe actif, la thallusine,
produite par des bactéries du groupe des Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroidetes
isolées de I’algue verte Monostroma oxyspermum a depuis démontré une activité
morpho-inductrice a des concentrations extraordinairement faibles (Matsuo et al., 2005;
Gao et al., 2006).
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Figure 16 : Différentes morphologies observées chez I’algue verte Ulva lactuca.

(A) Morphologie des thalles de types sauvages d’U. lactuca. (Photographie du site internet AlgaeaBase)
(B) Morphologie des thalles axéniques d’U. lactuca. (D’aprés Provasoli & Pintner, 1980)

(C) Morphologie des thalles d’U. lactuca co-incubés avec des souches bactériennes marines. (D’aprés
Provasoli & Pintner, 1980)

Figure 17 : Cellules bactériennes visualisées in situ sur I’algue verte Ulva lactuca par la technique
CARD-FISH en microscopie confocale a balayage laser. (D’aprées Tujula et al., 2006)

(A) Détection des bactéries avec la sonde EUB338 i-iii

(B) Détection des I'-proteobacteria avec la sonde GAM42a

Les fluorescences sont obtenues avec la sonde Alexayss comme signal rapporteur (fluorescence rouge) et
le fluorochrome SYBR Green Il (fluorescence verte) ; Les barres d’échelle représentent 10 um.
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Une autre technique moléculaire a également fait ses preuves dans la
caractérisation de la communauté bactérienne associée a une algue verte invasive
Caulerpa taxifolia: la DGGE, pour « Denaturant Gradient Gel Electrophoresis »
(Meusnier et al., 2001). L’analyse de 54 séquences bactériennes de gene d’ADNr 16S
de la microflore associée a quatre individus de C. taxifolia échantillonnés en Australie, a
Tahiti, aux Philippines et en Méditerranée, a permis d’identifier cing lignées
bactériennes, dont trois dominantes. Les Alphaproteobacteria sont les plus abondantes
et rencontrées a la surface de tous les échantillons. A I’inverse, les bactéries appartenant
aux Betaproteobacteria et aux Cytophaga-Flexibacter-Bacteroidetes (CFB) sont
principalement associées aux échantillons méditerranéens et australiens. Par
conséquent, cette étude par DGGE a montré que les fréquences de distribution des cing
lignées bactériennes sont significativement différentes selon les situations
biogéographiques de cette algue, prouvant par la méme occasion la complexité et la

spécificité des interactions entre les algues et les bactéries.

11.C.2 - Chez les Rhodophytes

L’algue rouge probablement la plus étudiée pour son activité antibactérienne, est
une Rhodophyte vivant dans les eaux tempérées australiennes. Il s’agit de Delisea
pulchra, produisant des métabolites secondaires non toxiques qui semblent contréler la
colonisation bactérienne a sa surface, en interférant avec le systeme de régulation
bactérien, les AHL (Figure 18A) (de Nys et al., 1995; Steinberg et al., 1997; Manefield
et al., 1999; Kjelleberg & Steinberg, 2001; Steinberg & de Nys, 2002; de Nys et al.,
2006; Burke et al., 2009).

Ces metabolites, appelés fimbrolides, sont des furanones halogénées
essentiellement bromées (Figure 18B), et sont encapsulées dans les vésicules des
glandes cellulaires des algues, permettant la libération de ces métabolites a la surface de
I’algue, a des concentrations qui détruisent une grande diversité d’organismes salissants
procaryotes et eucaryotes (Kjelleberg & Steinberg, 2001). Néanmoins, ces furanones ne
sont pas toxiques et n’inhibent pas la croissance des bactéries. De par leur similitude de
structure avec les AHL, I’hypothese que ces furanones agissent comme des antagonistes
ou agonistes spécifiques des systemes de régulation des AHL a été testée avec succes
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dans plusieurs modeles de bactéries pathogénes (Manefield et al., 1999; Martinelli et
al., 2004).
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Figure 18 : Inhibition du quorum sensing par I’algue rouge marine Delisea pulchra

(A) La présence de D. pulchra inhibe la production du pigment violet produit par Chromobacterium
violaceum en réponse au quorum sensing, ce pigment pouvant étre utilisé comme senseur de la production
d’HSL. (D’aprés Filloux & Vallet, 2003)

(B) Furanones produites par D. pulchra et qui interférent avec le fonctionnement du quorum sensing chez
C. violaceum, et en particulier avec le fonctionnement du C6-HSL. (D’aprés Hentzer et al., 2003)

(C) N-acyl homosérine lactone, molécule signal du quorum sensing chez les bactéries. (Image a partir du
site http://en.wikipedia.org/wiki/N-Acyl_homoserine_lactone)

Les métabolites secondaires halogénés de certaines Rhodophytes sont donc tres
performants dans leurs activités bactéricides (e.g. dans Asparagopsis armata) et
bactériostatiques (e.g. dans Delisea pulchra), tant par leur productivité que par la
diversité des molécules produites. Ainsi, I’algue rouge Asparagopsis armata vit
essentiellement sous forme d’épiphytes (non invasif) d’algues fixées comme I’algue
verte Ulva sp., et produit un cocktail d’hydrocarbures halogénés volatils dont certains
sont tres toxiques (Kladi et al., 2004). L’hydrosphére immédiate de cette algue rouge est
alors protégée des bactéries colonisatrices, au bénéfice de I’algue verte porteuse, elle-
méme dépourvue de métabolites secondaires antibactériens. De méme, la phase
sporophytique de I’algue rouge Bonnemaisonnia hamifera, introduite du Japon en
Europe en plusieurs vagues, semble produire un métabolite, le 4-bromo-heptanone, qui
contribue & son pouvoir invasif depuis son introduction en Suéde (Svensson et al.,
2009).
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11.C.3 - Chez les Heterokontophytes

Les laminaires sont les Heterokontophytes les plus étudiés au niveau de leur
microflore associée. L’étude la plus récente a été réalisee sur les communautés
bactériennes associees a Laminaria saccharina (renommée Saccharina latissima)
(Figure 19A) provenant de deux sites d’echantillonnages différents (la mer Baltique et
la mer du Nord), par les techniques de DGGE et de banques de clones de génes d’ ARNr
16S (Staufenberger et al., 2008). Les résultats ont montré que les quatre parties des
thalles (crampon, stipe, méristéme et fronde), ainsi que I’eau de mer environnant les
algues échantillonnées, présentaient des profils de bandes de genes d’ARNr 16S en
DGGE differents (Figure 19B). Les associations bactériennes au niveau des stipes et
des crampons étant plus spécifiques que celles obtenues a partir des frondes agées. Les
phylotypes des bactéries associées a cette algue sont affiliés aux groupes des
Alphaproteobacteria, des 7-proteobacteria et des Bacteroidetes. Cette étude a permis
de mettre en évidence la complexité des associations bactériennes, qui sont non
seulement spécifiques a I’algue qui les héberge, mais aussi spécifiques aux différentes
parties de I’algue, de sa situation géographique et de la saison (Staufenberger et al.,
2008).

Cette étude a fortement été inspirée d’une étude réalisée en Bretagne sur les
communautés bactériennes épiphytes d’une autre laminaire, L. digitata, au début des
années 1990 (Corre & Prieur, 1990). A I’époque, le travail a été effectué par
microscopie électronique a balayage (MEB) et par cultures sur boite de Petri. Les
résultats obtenus montrent des différences de densités bactériennes qui augmentent de la
zone meéristématique aux zones mediane et distale des frondes, puis aux débris résultant
de la fragmentation naturelle de I’algue. Comme I’étude précédente, les densités
bactériennes fluctuent de maniére saisonniére, surtout au niveau du méristéme, les
valeurs les plus élevées étant observées en éte, sauf au niveau des débris ou les valeurs
semblent stables. Ces résultats sont également en accord avec ceux obtenus sur les
frondes de L. longicruris au Canada (Laycock, 1974), et de L. pallida et Ecklonia
maxima en Afrique du Sud (Mazure & Field, 1980). Les flores bactériennes présentes
sur ces algues sont principalement des bactéries a Gram négatif (Laycock, 1974; Kong
& Chan, 1979; Corre & Prieur, 1990), allant de la forme coccoidale au niveau des zones
meristématiques, a des formes plutdt en batonnets sur les surfaces vieillissantes des
tissus de I’algue (Corre & Prieur, 1990).
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Figure 19 : Analyse moléculaire par DGGE d’échantillons d’ADN bactériens extraits de Saccharina
latissima. (D’aprés Staufenberger et al., 2008)

(A) Thalle de I’algue brune L. saccharina, avec les différentes parties utilisées pour I’étude : le crampon,
le stipe, le méristeme et la fronde agée.

(B) Analyse en DGGE des trois thalles de L. saccharina échantillonnés dans la mer Baltique en janvier
2006 ; 1-2-3 correspond aux trois individus différents ; la fleche correspond aux bandes utilisées pour la
réamplification de I’ADN.

Il a été mis en évidence quelques années plus tard que L. digitata a la capacité de
contrler son épiphytisme bactérien, grdce & un mécanisme de reconnaissance de
produits de dégradation pariétale par des bactéries ayant infecté un tissu 1ésé (Klpper et
al., 2001; Kipper et al., 2002; Potin et al., 2002). Cette élicitation provoque I’émission
précoce d’une bouffée oxydante appelée burst oxydant, ainsi que la suractivation
d’haloperoxydases extracellulaires & vanadium (Colin et al., 2005; Leblanc et al., 2006),
lesquelles orchestrent la production plus tardive d’halocarbonés volatils, d’iode
moléculaire et d’acides hypohalogéneux toxiques (Potin et al., 1999; Potin et al., 2002;
Abrahamsson et al., 2003; Palmer et al., 2005), et participent a la reconstruction
cuticulaire des tissus endommagées. Les acides hypohalogéneux sont reconnus pour
leur action biocide sur les particules bactériennes, mais peuvent également dégrader les
AHL bactériens (Daniels et al., 2004).
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I11.D - Bactéries pathogéenes chez les algues marines

Comme dans toutes les interactions entre organismes vivants, et notamment dans
celles impliquant des bactéries marines, la santé de I’hdte peut étre endommagée. Les
bactéries épiphytes peuvent causer des maladies, des nécroses des tissus, diminuer la
croissance et/ou la photosynthése, inhiber les échanges gazeux, interférer dans les
processus de reproduction, et peuvent méme conduire a la mort de I’individu héte
(Andrews, 1976; Uchida et al., 1995; Correa & Sanchez, 1996; Steinberg et al., 1997;
Sawabe et al., 2000; Armstrong et al., 2000b; Uchida et al., 2002; Wang et al., 2008).

Les études effectuées sur les bactéries épiphytes pathogenes concernent
majoritairement les algues marines cultivées. En effet, I’exemple type est celui de la
laminaire L. japonica (renommée Saccharina japonica), dont le thalle peut se couvrir de
necroses rouges (Uchida et al., 1995; Sawabe et al., 1998; Sawabe et al., 2000; Uchida
et al., 2002; Wang et al., 2008). Cing souches bactériennes a Gram positif et négatif, et
ayant une activité bactériolytique, ont été isolées a partir des points rouges présents sur
les thalles des champs de S. japonica (Sawabe et al., 1998). Ces isolats, identifiés
comme Pseudoalteromonas bacteriolytica sp. nov., ont été reconnus comme étant les
agents pathogeénes responsables de la maladie des nécroses rouges de cette algue. Des
travaux plus récents sur cette algue cultivée dans les fermes aquacoles chinoises ont
permis d’isoler et de cultiver quarante-deux souches bactériennes a Gram négatif
associées aux thalles malades (Wang et al.,, 2008). Ces souches bactériennes
appartiennent aux genres Pseudoalteromonas (61,9 %), Vibrio (28,6 %), Halomonas
(7,1 %) et Bacillus (2,4 %). Les tests de pathogénécité réalisés sur ces souches ont
montré que douze d’entre elles étaient capable de causer les symptdmes de la maladie
sur les sporophytes de L. japonica. Elles appartiennent aux genres Pseudoalteromonas
(58,3 %), Vibrio (33,3 %) et Halomonas (8,3 %), et pourraient potentiellement étre les
bactéries pathogénes responsables de la maladie des nécroses rouges chez ces algues

cultivées.
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1l - MODELE D’ETUDE : LAMINARIA DIGITATA

I11.A - Ses caractéristiques biologigues

I11LA.1 - L’algue et sa position phylogénétique

Les algues representent un ensemble diversifié d’organismes autotrophes,
comprenant des lignées unicellulaires telles que les microalgues, et des lignées
multicellulaires telles que les macroalgues. En d’autres termes, les algues appartiennent
a des groupes phylogénétiques trés différents, et ont souvent été regroupées par défaut,

par simple opposition aux vegétaux terrestres pluricellulaires.

Une macroalgue est un organisme photosynthétique, multicellulaire, non
vascularisé, sans tige, ni racine, ni feuille, et vivant dans un milieu aquatique. Ces
algues sont classées sur la base de leur composition pigmentaire, a savoir les algues
brunes (chlorophylle a et c, caroténoides), les algues rouges (chlorophylle a,
phycoéryhtrine) et les algues vertes (chlorophylle a et b). Elles appartiennent a des
lignées évolutives indépendantes (Figure 20). Une endosymbiose primaire entre une
cyanobactérie photosynthétique et un héte eucaryote serait a I’origine des algues rouges
(les Rhodophytes), qui appartiennent a la lignée verte comprenant également les algues
vertes (les Chlorophytes) et les végétaux terrestres (les Streptophytes). Les algues
brunes (Heterokontophytes) sont quant a elles issues d’une endosymbiose secondaire
entre un protiste sans plaste et un ancétre unicellulaire d’algue rouge. Ces algues brunes,
les diatomées ainsi que les oomycétes appartiennent ainsi a la lignée des Hétérocontes
(Baldauf, 2003; Selosse, 2006; Baldauf, 2008). L’histoire évolutive des Hétérokontes
semble avoir aussi impliquée une autre endosymbiose avec une algue verte primitive,
avant la symbiose avec un ancétre unicellulaire d’algue rouge (Moustafa et al., 2009).
Mon modéle végeétal d’étude Laminaria digitata, appartient a cette lignée des
Hétérocontes.
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Figure 20 : Arbre phylogénétique des eucaryotes. (D’apres Selosse, 2006)

Cet arbre est sans racine, et met en scéne les huit grandes lignées évolutives reconnues aujourd’hui. Les
lignées qui ont « adopté » la photosynthése (en vert), par suite d’endosymbiose (les ronds roses, le nom
indique I’infrakingdom aquis), sont représentées dans cing des huit groupes. La macroalgue brune
Laminaria digitata appartient a la lignée des Hétérocontes

I11LA.2 - L’algue et son écologie

Le genre Laminaria a été décrit par Lamouroux en 1813, avec pour espece type
Laminaria digitata. Cette macroalgue brune appartient a la classe des Phéophycées et a
I’ordre des Laminariales. Sa répartition géographique plutdt nordique s’étend des cotes
du Spitzberg au golfe de Gascogne, dans des eaux arctiques et tempérées ne dépassant
pas les 18°C en été. Elle atteint sa limite sud dans le Golfe du Morbihan. Cette espéce se
développe sur des facies rocheux, sur des zones moyennement battues et/ou a fort
courant (Lewis, 1964), juste au-dessous de la ceinture a Fucus serratus et au-dessus de
celle a Laminaria hyperborea (Figure 21). Elle forme des populations généralement
denses, se limitant aux étages littoraux inférieurs et infralittoraux, jusqu’a une
profondeur voisine des 10 m en eaux claires. Cette caractéristique lui permet de rester
immergée en permanence, a I’exception des basses mers de vive-eau (i.e. coefficient >

90). De ce fait, cette algue n’est soumise que tres rarement a la dessiccation ou aux
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variations de salinité du milieu liées au marnage. Son exposition a I’intensité lumineuse

est réduite, comprise entre 10 et 20 % de la lumiére incidente.
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Figure 21 : Représentation schématique de I’étagement des ceintures de macroalgues brunes sur un
estran breton en mode abrité ou semi-abrité.

L. digitata se situe au niveau de la ceinture des Laminaires de I’infralittoral.

111.A.3 - Son cycle de vie et sa morphologie

Le cycle biologique de L. digitata est digénétique hétéromorphe, c’est-a-dire
qu’il comporte une phase haploide filamenteuse microscopique, le gamétophyte, et une
phase diploide macroscopique, le sporophyte (Sauvageau, 1918).

Le sporophyte diploide correspond a la génération visible. C’est un grand thalle
brun sombre a brun olive pouvant atteindre 2,50 metres (Gayral & Cosson, 1973), avec
une durée de vie maximale de 4 a 5 ans. Il se différencie a sa base par un systéme de
crampons assurant la fixation de I’algue au substrat par une série d’haptéres sans ordre
apparent (Figure 22). Il est surmonté d’un stipe long, lisse, flexible et cylindrique,
comprimé a son sommet, et qui ne porte pas ou que trés rarement d’épiphytes. Vient

ensuite une lame (ou fronde) arrondie a la base et divisée en laniéres, d’ou le nom
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d’espéce « digitata ». La formation des tissus du stipe et de la lame est assurée par un
méristeme intercalaire situé a la jonction stipofrondale. Le fonctionnement de cette zone
méristématique au niveau de la lame repousse les tissus les plus anciens vers les tissus

des extrémités distales de I’algue.
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Figure 22 : Morphologie d’un sporophyte de Laminaria digitata.

Il peut étre divisé en 4 parties : le crampon qui permet la fixation de I’algue au substrat, le stipe surmonté
d’une lame digitée, et le méristéme, zone de croissance de I’algue.
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Figure 23 : Cycle digénétique hétéromorphe de L. digitata. (D’aprés Colin, 2004)
Le sporophyte macroscopique (2n) produit des spores méiotiques (n) qui donnent naissance a des

gamétophytes microscopiques males (n) ou femelles (n). La fusion des gamétes redonne un nouveau
sporophyte (2n), sur le gamétophyte femelle.

62



A maturité, le sporophyte produit des spores méiotiques dans des sporocystes en
sores (zoospores), disséminés sur la lame et visibles sous forme de taches sombres
(Figure 23). Les zoospores vont germer en gamétophytes microscopiques males ou
femelles, réduits a quelques cellules. La fusion des gamétes sur le gamétophyte femelle
aboutit a un zygote diploide qui permet de nouveau la formation de jeunes plantules,
puis de sporophytes de grande taille.

I11.A.4 - Sa paroi et I'importance de son composé majoritaire : I’alginate

La paroi cellulaire de L. digitata est composée d’un squelette fibrillaire de
cellulose et d’une matrice amorphe mucilagineuse, principalement composée d’acides
alginiques : les alginates. Les alginates, qui sont également présents dans le mucilage
externe et les espaces intercellulaires, peuvent représenter jusqu’a 45 % du poids sec de
I’algue (Kloareg & Quatrano, 1988). La paroi est également constituée de fucanes
caracteristiques des algues brunes, les homofucanes, et d’hémi-celluloses tels que les
xylo-fuco-glucanes, les xylo-fuco-glycuronanes et reliés a des glycoprotéines (Figure
24). Les fucanes sont notamment reconnus pour leurs propriétés biologiques

intéressantes en pharmacologie et en médecine.
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Figure 24 : Schéma d'interprétation de la structure pariétale des Phéophycées. (D'aprés Kloareg &
Quatrano, 1988)
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L’alginate est un polysaccharide formé de deux monomeres liés ensemble : le
mannuronate ou acide B-D-mannuronique (M), et le guluronate ou acide a-L-
guluronique (G). La proportion et la distribution aléatoires de ces deux monomeéres sont
déterminantes pour une large expansion des propriétés physiques et chimiques de
I’alginate. C’est pourquoi, la lame souple du thalle est plus riche en mannuronate, tandis
que le crampon rigide, est quant a lui riche en guluronate. Les chaines sont constituées
par I’enchainement de blocs M (MM), de blocs G (GG) et de I’alternance de M et de G,
les blocs mixtes (MG) (Figure 25).
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Figure 25 : Structure des unités chimiques de I’alginate, composant principal de la paroi de L.
digitata. (D’aprés Kipper et al., 2001)

L’alginate est composé de deux types de sucres: l’acide a-L-guluronique (G) et I’acide B-D-
mannuronique (M). Les chaines de polysaccharides sont constituées de I’alternance de blocs homogénes
G (GG) ou de M (MM), et de blocs hétérogenes contenant les deux types de sucres (MG).

Les champs de laminaires sont fortement exploités pour fournir la matiére
premiére essentielle & I’extraction des alginates, particulierement en Bretagne.
Toutefois, il faut noter que les teneurs en alginates varient selon plusieurs parameétres,

notamment selon la période de la récolte et I’origine géographique des échantillons,
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mais aussi selon I’&ge des tissus avec une abondance plus marquée dans les tissus
jeunes (Perez, 1970).

Les alginates ont la propriété de former des gels de rhéologie variable en
fonction de leur teneur en acides guluroniques et de la nature des cations présents en
solution. En raison de leur charge, ils interagissent également avec de nombreuses
molécules biologiques, telles que des protéines ou des acides gras. lls sont de ce fait tres
largement utilisés pour leurs pouvoirs épaississants, gélifiants, émulsifiants et
stabilisants, sous I’appellation E400 & E405 dans les industries agroalimentaire,
pharmaceutique, cosmétique et textile. Les applications industrielles qui en découlent
sont alors trés diverses : texture de produits alimentaires ou cosmétiques, empreinte
dentaire, platrage d’estomac, encapsulage de médicaments ou de substances biologiques
fragiles, traitement des papiers, propriétés absorbantes des couches, fixation des
colorants dans le textile, fil biodégradable, précipitation des impuretés dans les eaux
usées etc...Autant d’applications diverses et variées retrouvées dans notre vie de tous

les jours.

I11.B - Ses mécanismes de défense

Contrairement aux plantes terrestres, les mécanismes de défense chez les algues
restent encore mal connus. Pourtant, tout comme les plantes terrestres, les macroalgues
sont continuellement confrontées a des agressions biotiques et/ou abiotiques. Un certain
nombre de pathologies ont déja été décrites, montrant pour certaines des effets
véritablement destructeurs sur des cultures d’algues ou des populations naturelles
(Andrews, 1976; Andrews, 1977; Correa & Séanchez, 1996). Pour répondre aux
agressions, les algues ont di développer un répertoire chimique tres diversifié, qui
constitue une premiére barriére constitutive a de nombreux agresseurs (Pohnert, 2004;
Paul et al., 2006a). Les composés chimiques les plus connus et décrits chez les algues
sont les métabolites secondaires. Ils peuvent avoir des proprietés biocides et détergentes
qui permettent aux algues de lutter contre [I’invasion de microorganismes
potentiellement nocifs (de Nys & Steinberg, 2002; Kubanek et al., 2003). Ils peuvent
également avoir des propriétés astringentes, pour se défendre du broutage des
herbivores (Paul & Puglisi, 2004; Paul et al., 2006b). Si les interactions biotiques sont
abondamment décrites par des observations de terrain et des expériences de
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comportement, les divers mecanismes de défense des algues commencent seulement a
étre explorés (Potin et al., 1999; Bouarab et al., 2001; Potin et al., 2002; Pohnert, 2004;
Cosse et al., 2007; Ritter et al., 2008; Cosse et al., 2009; Goulitquer et al., 2009).

111.B.1 - Pathologies rencontrées chez les Laminaires

Les maladies infectieuses des algues sont causées par une grande variété
d’organismes, en passant par des virus, des bactéries, des champignons et jusqu’a
d’autres algues endophytes (Ellertsdottir & Peters, 1997; Muller et al., 1998; Sawabe et
al., 1998; Heesch & Peters, 1999; Kipper & Muller, 1999; Maier et al., 2000; Sawabe
et al., 2000; Bouarab et al., 2001; Kubanek et al., 2003; Gachon et al., 2006; Sekimoto
et al., 2008; Wang et al., 2008).

Chez Laminaria digitata, les pathologies les plus étudiées sont celles causées par
des endophytes pathogénes, comme Laminariocolax tomentosoides, L. aecidioides et
Laminarionema elsbetia. Ce sont des algues unicellulaires, filamenteuses, qui peuvent
étre des gamétophytes de macroalgues ou des especes différentes. Ces endophytes sont
capables de pénétrer dans les jeunes thalles de L. digitata, provoquant ainsi une forte
inhibition de la croissance des plantules et causant des malformations diverses :

hyperplasie et/ou hypoplasie, torsion du stipe et de la lame (Figure 26).

De plus, il existe de nombreux cas de pathogénicité dus aux interactions des
bactéries avec les algues. Malheureusement, les espéces bactériennes responsables de
maladies observées sur les thalles des algues restent que trop rarement décrites
(Laycock, 1974; Correa, 1996; Potin et al., 1999; Sawabe et al., 2000; Kupper et al.,
2002; Uchida et al., 2002). Chez L. digitata, des bactéries sont responsables de la
dégradation et du pourrissement des lames, par leur capacité a hydrolyser différents
sucres et polyols (Corre & Prieur, 1990). Toutefois, cette observation a été effectuée au
niveau des frondes agées, ne causant pas la mortalité du thalle. L’algue brune L. digitata
pourrait donc étre capable de contrdler en partie son épiphytisme bactérien, en
contrélant les communautés bactériennes peuplant les différentes régions de son thalle,
laissant se faire dégrader les parties agées, favorisant ainsi la croissance des parties

jeunes.
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Figure 26 : Thalles de L. digitata sains et infectés par des endophytes et des bactéries, récoltées dans
une population sauvage de I’fle de Sieck en Bretagne. (Photographies : A. Cosse)

(A) sporophyte parfaitement sain, avec des tissus lisses et turgescents, ne présentant aucun épiphyte
visible.

(B) sporophyte profondément infecté par des endophytes et des bactéries, avec des déformations
importantes au niveau de la lame et du stipe, et certaines zones tissulaires présentant un début de
pourrissement.

111.B.2 - Reconnaissance du pathogene

La premiére étape indispensable pour se défendre de I’attaque de pathogenes
reste la reconnaissance de ce pathogene. Chez les plantes terrestres, il existe un grand
nombre de travaux décrivant des interactions négatives entre les végétaux et leurs
pathogénes, ainsi que leurs moyens de défense (Van den Ackerveken et al., 1996; John
et al., 1997; Ebel & Mithofer, 1998; Fritig et al., 1998; Scheel, 1998; Somssich &
Hahlbrock, 1998).

En revanche, il n’en existe que trés peu chez les algues, de par le manque de
données concernant leur pathosystéme. En effet, I’identification d’éliciteurs endogenes
et exogénes chez quelques especes d’algues est récente. Elle concerne les trois
macroalgues rouges Gracilaria conferta (Weinberger et al., 1999; Weinberger &
Friedlander, 2000a; Weinberger & Friedlander, 2000b; Weinberger et al., 2001,
Weinberger et al., 2005; Weinberger, 2007), Gracilaria chilensis (Weinberger et al.,
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2005) et Chondrus crispus (Bouarab et al., 1999; Bouarab et al., 2001; Bouarab et al.,
2004; Hervé et al., 2006), et la macroalgue brune Laminaria digitata (Potin et al., 1999;
Kipper et al., 2001; Kipper et al., 2002; Potin, 2008; Cosse et al., 2009).

111.B.2.1 - Eliciteur endogéne : les blocs GG

L. digitata fut le premier modéle d’étude sur la perception d’une agression
pathogéne avec G. conferta, grace a la reconnaissance d’un éliciteur endogéne (Potin et
al., 1999; Weinberger et al., 1999).

L’éliciteur endogéne majeur chez L. digitata est issu de I’alginate, principal
composant de la paroi de I’algue (cf paragraphe 111.A.4 p.63). Les oligosaccharides
issus de I’alginate, induisent chez cette algue un burst respiratoire et oxydant, rapide et
transitoire. lls peuvent étre produits naturellement au cours de I’agression d’un
pathogéne, notamment par des bactéries alginolytiques (Kipper et al., 2001; Kupper et
al., 2002). Ces bactéries ont un équipement enzymatique qui permet la dégradation de
I’alginate, donc de la paroi de I’algue, qui représente une source importante de carbone.
Les oligosaccharides peuvent également étre produits en laboratoire par hydrolyse acide
d’alginate purifié, et servir ainsi d’éliciteurs pour étudier les réponses de défense de
cette algue.

Par conséquent, suite a la dégradation de la paroi de I’algue, des fragments
d’alginate sont libérés. Ils sont composés d’oligosaccharides d’assemblage en
guluronate et en mannuronate différents : les blocs GG, les blocs MM et les blocs
mixtes MG. Toutefois, la capacité de ces oligosaccharides a déclencher I’émission d’un
burst oxydant est dépendante de leur structure. En effet, seuls les blocs GG sont
capables d’induire une réponse rapide de L. digitata, tandis que les blocs MM ou mixtes
sont inefficaces (Kupper et al., 2001).

La compréhension du mode de fonctionnement de ces blocs GG comme éliciteur
endogéne de I’algue n’est que partielle. Cependant, il existe bien une activité élicitrice
clairement dépendante de la taille et de la structure des oligosaccharides. De plus, il
existe une période réfractaire d’elicitation de trois heures, pendant laquelle I’algue ne

peut réagir a une nouvelle stimulation par des GG. Ainsi, il existerait des récepteurs
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spécifiques a ces oligoguluronates (Kipper et al., 2001). Les blocs GG établissent des
ponts intermoléculaires en présence d’ions calciques (Ca®*) et ont une structure
ordonnée en forme de boites a ceufs, appelée « egg-box », qui représenterait la forme
d’oligogalacturonides possédant I’activité élicitrice chez le tabac Nicotiana tabacum
(Spiro et al., 1998). Par conséquent, toutes ces observations laissent a penser que le
mode de perception des blocs GG par L. digitata est comparable a celui des
oligosaccharides chez les végétaux supérieurs.

111.B.2.2 - Eliciteur exogéne : les LPS d’origine bactérienne

En plus des éliciteurs endogenes mentionnés chez L. digitata, des éliciteurs
exogenes ont également été mis en évidence.
En effet, suite a I’application de LPS d’origines diverses, notamment des LPS de
bactéries marines ou pathogénes de mammiféres, L. digitata émet du peroxyde
d’hydrogéne (H0,) avec une amplitude similaire a celle observée par une élicitation
aux GG, mais plus tardive (Kipper et al., 2006). L’internalisation des LPS et la
déstructuration de la composante lipidique de la bicouche membranaire induisent une
cascade d’oxydation d’acides gras saturés et insaturés, ainsi que la biosynthése
d’oxylipines (Goulitquer, 2008).

111.B.3 - Réponses de défense connues chez cette macroalgue

Les réponses de défense de L. digitata suite a une élicitation endogene ou
exogeéne sont diverses, de duréees variables et généralement séquentielles. La premiere
réponse connue et immédiate est I’apparition d’un burst respiratoire et oxydant au
niveau de I’apoplasme (espace extracytoplasmique). L’internalisation dans le cytosol du
signal éliciteur active les phospholipases A, (Kipper et al., 2001), avec I’accumulation
d’acides gras saturés et insatures par destruction de la bicouche lipidique membranaire.
Les lipoxygénases (LOX) et cycloxygénases (COX) utilisent les acides gras libres
comme substrat pour la synthése d’oxypilines a haute activité antimicrobienne (Kupper
et al.,, 2006), tout comme chez les plantes supérieures (Chandra et al., 1996).
L’émission de composés organiques halogénés volatils et d’aldéhydes accompagne ces
évenements par I’action d’especes oxygénées réactives (ROS) dues au stress oxydant,

sur divers substrats organiques. Il semblerait également que le mannitol, sucre-alcool

69



majoritaire produit par L. digitata, ait un role & jouer dans la défense (Cosse, résultats

non publié).

111.B.3.1 - Le burst oxydant

Le burst oxydant est une réponse de défense précoce a la reconnaissance d’un
signal moléculaire de I’agression (I’éliciteur), rencontrée chez les eucaryotes, allant des
macrophages de mammiféres aux diatomeées (protistes unicellulaires), en passant par les
végéetaux (Baldridge & Gerard, 1932; Wojtaszek, 1997). Il a également été reconnu
depuis peu comme étant un événement clef des réponses de défense chez les algues
(Potin et al., 2002; Dring & Callow, 2005). En effet, sur quarante cinq especes d’algues
brunes étudiees, appartenant & onze ordres différents, seuls quelques membres sont
capables de reconnaitre les oligoguluronates (blocs GG) comme signal de défense, et
donc d’émettre du peroxyde d’hydrogéne (H20,).

Dés la mise en contact de sporophytes de L. digitata avec des fragments
oligosaccharidiques d’alginate hydrolysé, I’algue émet un burst oxydant rapide, massif
et transitoire (Kupper et al., 2001). Ce burst est uniquement obtenu au contact de blocs
GG, les blocs MM et mixtes ne produisant pas d’émission de H,O, chez cette algue
(Figure 27).

La production de H,0O, est due a I’activation d’une flavo-enzyme oxydase, qui
semblerait étre une NADPH oxydase. En effet, lorsque des sporophytes sont dans
I’incapacité d’émettre un burst oxydant par I’action d’un inhibiteur irréversible de la
NADPH, le diphénylene iodonium (DPI), ceux-ci sont alors rapidement dégradés par
leur épiflore bactérienne (Kipper et al., 2002). La transduction du signal aboutissant a
la mise en place du burst oxydant fait donc intervenir des phosphorylations, des
phospholipases A, des influx calciques, ainsi que des efflux potassiques et anioniques
(Klpper et al., 2001). A court terme, le burst oxydant est important pour I’activation des
réponses de défense. A long terme, il permet d’acquérir une résistance en agissant sur la
régulation transcriptomique des génes concernés par la production d’enzymes de
biosynthése de nouveaux métabolites bioactifs.

70



200 - Emission H,0,
—— Control
i 250 | =100 pg/mL GG
“ 100 pg/mL MG
O 150
[\
L 100
2 50
c
0~ |
0 10 20 30 40 50
Temps (min)

Figure 27 : Cinétique de I’émission de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en nanomoles par gramme de
matiere fraiche (MF) de frondes de L. digitata. (D’aprés Kipper et al., 2001)

Au bout de 10 min, des blocs GG (-=-), des blocs MM (-&-) ou des blocs mixtes MG (—<) sont ajoutés, a
une concentration de 50 pg.mL™, le control étant uniquement une incubation des sporophytes avec de
I’eau de mer (—s-). Seuls les blocs GG induisent immédiatement I’émission massive et transitoire de H,0.
Aprés 30 min d’incubation, cette émission retrouve approximativement son état d’origine.

Par conséquent, tout comme chez les plantes, le burst oxydant serait impliqué
chez cette algue dans I'immunité naturelle, mais également, dans I'immunité induite.
Ainsi, le burst joue un réle crucial dans le contrble de la croissance des épiphytes,
comme des bactéries pathogeénes, et pourrait augmenter la résistance de I’algue a son
endophyte algal Laminariocolax tomentosoides (Kupper et al., 2001; Kipper et al.,
2002), en produisant du H;O, a des concentrations suffisantes pour réduire
significativement la croissance bactérienne, et réduire également le nombre de

microorganismes présents a la surface de I’algue.

111.B.3.2 - L’iode et les composés organiques halogénés volatils

Suite a la réponse immédiate du burst oxydant, une autre réponse rapide,
constitutive a la défense chimique spécifique de L. digitata se produit: une
augmentation de I’émission de composés organiques halogénés volatils (COHV) et de
I’iode inorganique (I2) (Potin et al., 1999; Potin et al., 2002; Abrahamsson et al., 2003;
Palmer et al., 2005).
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En effet, I’élément chimique iode a été découvert dans les cendres des laminaires
au début du 19°™ siécle (Courtois, 1813). Depuis, en raison notamment de I’importance
de I’iode dans la santé humaine, la tres grande majorité des études a ciblé le contenu en
iode des algues commerciales (Teas et al., 2004), et a montré que cet halogéne est
essentiellement présent sous la forme iodures (I") (Roche & Yagi, 1952; Shah et al.,
2005). Les travaux ont ensuite pris une nouvelle dimension aprés la découverte de la
contribution importante de cet iode dans le cycle biogéochimique des halogénes. En
effet, les COHV, et plus particulierement I’iode, ont un impact significatif sur la
destruction de I’ozone et la formation des nuages au-dessus des zones cotiéres
(McFiggans et al., 2004; O'Dowd et al., 2005). De plus, il a été prouvé qu’a marée
basse, I’augmentation de la production de COHV chez les macroalgues brunes est trés
généralement associée au stress oxydant générée par I’émersion des thalles (Carpenter et
al., 1999).

Comme d’autres Laminariaceae, L. digitata a la particularit¢ de pouvoir
concentrer I’iode dans ses tissus a des concentrations qui souvent excédent les 50 mM,
soit un facteur de 100 000 par rapport aux concentrations d’iode rencontrées dans les
océans (Kipper et al., 1998). Cela fait de ces laminaires les plus grands accumulateurs
d’iode parmi les organismes vivants (pour comparaison, I’étre humain concentre I’iode
dans sa thyroide a hauteur de 10 mg, concentration 10 000 fois supérieure a celle
retrouvée dans le sang (Wolff, 2001)). Cependant, les concentrations d’iode de cette
algue varient selon divers facteurs : I’4ge du thalle, la partie du thalle (les tissus), la
saison et le site (Ar Gall et al., 2004). En effet, les premiers travaux sur la localisation
de I’iode inorganique dans les tissus d’un thalle de L. digitata ont montré que les jeunes
plantules sont plus riches en iode que les sporophytes ages (Kipper et al., 1998; Kiipper
et al., 2008). L’iode concentré dans les thalles correspond a environ 5 % du poids sec
chez les jeunes plantules contre 1 % chez les thalles adultes (Figure 28). Ces mémes
travaux ont également montré qu’au sein d’un sporophyte adulte, la distribution de
I’iode est hétérogene. Ainsi, la teneur en iode augmente nettement depuis la zone
méristématique (tissus les plus jeunes) jusqu’aux parties distales de la lame et jusqu’au
crampon (Figure 28) (Kupper et al., 1998). De plus, les teneurs les plus faibles sont
observées en été, quand les sporophytes sont les plus exposés aux stress
abiotiques (luminosité, UV, température, dessication...). Ces derniers ont un impact
direct sur I’augmentation des niveaux d’espéces activées de I’oxygene (EAO), et donc,
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sur la production de COHV par I’algue, en particulier I’émission d’l,, appelée la
iodovolatilisation (Ar Gall et al., 2004; Palmer et al., 2005).
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Figure 28 : Schéma d’interprétation de la localisation de I’accumulation d’iode inorganique dans
les sporophytes de L. digitata. (D’aprés Kipper et al., 1998)

Les jeunes plantules sont plus concentrées en iode, avec une concentration pouvant atteindre 4,7 % du
poids sec. De méme, chez les thalles adultes, plus les tissus sont jeunes (zone méristématique), moins ils
contiennent d’iode.

Ces accumulateurs d’iode présentent également de fortes concentrations en
brome (Saenko et al., 1978). Tres peu de données sont actuellement connues sur la
localisation sub-cellulaire de ces composes chez les laminaires. L’ hypothése jusqu’alors
émise portait sur un stockage de I’iode dans des vacuoles non spécialisées des cellules

corticales de la lame ou dans le compartiment intra-cellulaire, probablement au sein de
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physodes (vésicules riches en polyphénols) des cellules du stipe (Dangeard, 1957; Ar
Gall et al., 2004). Mais cette hypothése a tres récemment été remise en question. En
effet, de la micro-imagerie chimique a révélé que ces deux halogenes, I’iode et le
brome, sont essentiellement stockes sous la forme inorganique (Kipper et al., 2008)
dans la matrice extracellulaire des cellules de L. digitata, donc dans les tissus

périphériques (Figure 29) (Verhaeghe et al., 2008).

Max

Min

Figure 29 : Cartographies de trois composés halogénés (Chlore : Cl; Brome : Br; lode : I) au
niveau des tissus périphériques de coupes transversales de stipe de L. digitata. (D’aprées Verhaeghe
et al., 2008)

Les images sont obtenues a partir de données brutes en spectrométrie de Rutherford Backscattering (RBS)
et par émission de particules induites par rayons-X (PIXE) ; la barre d’échelle correspond a 25 um ;
I’échelle de couleur Min-Max est linéaire et arbitraire, donc propre a chaque élément.

L’iode aurait une distribution trés hétérogene, avec un trés fort gradient de
répartition depuis le tissu périphérique jusqu’au cceur du stipe, appelé la medulla. A
partir de ces résultats, il a été déduit que 80 % de I’iode contenu dans la section
analysée est localisé dans le tissu périphérique, sur une zone qui ne représente que 20 %
de la superficie totale de la section. De méme, le brome, second halogéne d’intérét chez
L. digitata, est aussi préférentiellement localisé au niveau du tissu périphérique, mais sa
répartition est relativement homogéne dans les parties plus centrales du stipe, c’est-a-
dire le cortex et la medulla. A I’inverse, le chlore, un autre composé halogéné présent
chez la laminaire, essentiellement sous forme NaCl et KCI, a ses valeurs les plus faibles
au sein du tissu périphérique, alors que sa répartition est relativement homogéne dans

les tissus plus internes.

Malgré un nombre considérable de recherches effectuées sur I’iode présent chez
les Laminaires, la fonction biologique de cet halogéne stocké en grande quantité reste

encore floue. Il semblerait toutefois que I’émission d’iode jouerait un role dans le
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contrdle de I’épiphytisme bactérien. En effet, suite a un stress, il se produit une émission
d’halocarbonés iodés (1), de plus haute toxicité microbienne que les composés chlorés
(CI) et bromés (Br), qui sont quant a eux émis constitutivement en condition de non-
stress (Carpenter et al., 2000; Palmer et al., 2005). Il s’ensuit également un fort efflux
d’iode, accumulé sous forme réduite d’iodure et sous forme oxydée d’l, (Kipper et al.,
2008). Cette accumulation importante d’iode et de brome dans les tissus de L. digitata,
suggére qu’un mécanisme commun d’absorption et de rétention serait impliqué, bien

que celui-ci ne soit toujours pas clairement élucide.

Les avancées actuelles proposent que les mécanismes d’absorption de I’iode
chez cette algue soient effectués par diffusion, facilitée par I’intervention d’enzymes :
les haloperoxydases dépendantes du vanadium (v-HPO) (Kupper et al., 1998). Des
expériences avec des thalles de L. digitata ont montré que son systeme de HPO, et
notamment I’acide hypobromeux (HOBr) est capable de désactiver les molécules de
communication de la bactérie marine Chromobacterium violaceum CV026 (les AHL du
quorum sensing), illustrant ainsi le mécanisme naturel de défense de cette algue pour
empécher la formation de biofilm a sa surface (Borchardt et al., 2001), a I'image des
furanones halogénées de I’algue rouge australienne Delisea pulchra (Steinberg et al.,
1997). L’identification d’une iodoperoxydase (IPO) chez L. digitata a renforcé
I’hypothése du réle de ces enzymes dans I’accumulation de I’iode et donc de son role
dans le contréle de I’épiphytisme bactérien (Colin et al., 2005). Des études récentes ont
montré que les v-HPO catalyseraient I’oxydation ou la réduction de cet iode
inorganique et assureraient la synthése des COHV en présence de H,O, et de courtes
chaines carbonées (Leblanc et al., 2006). De méme, les enzymes v-IPO3 et v-BPO3 de
cette algue représenteraient des formes de HPO exclusivement et spécifiquement
induites au cours des réponses de défense suite a une élicitation par des
oligoguluronates (Roeder et al., 2005; Cosse et al., 2009). Le temps nécessaire a la
surexpression des genes codant pour ces enzymes suggererait ainsi que le premier role
physiologique lié & la régulation de ces enzymes pourrait étre la production de COH,
volatils ou non. Toutefois, comme I’iode semble étre essentiellement présent sous forme
inorganique dans les tissus périphériques de I’algue, et plus particulierement dans les
espaces intercellulaires, et qu’il se colocalise avec des sources carbonées, azotées et
soufrées, ceci laisse envisager que des protéines et des polysaccharides pourraient étre
impliqués dans le piegeage de I’iode au niveau de I’apoplasme (Verhaeghe et al., 2008).

75



Par conséquent, le burst oxydant, I'efflux d’iodure et les v-HPO pariétales
pourraient prendre une part importante dans les réponses précoces de défense, en
utilisant I, et des COHV comme composes de défense contre les pathogenes, les bio-
salissures et/ou les herbivores, bien qu’encore aucune expérience n’en fasse la preuve.
Les COHV émis par cette algue sont encore peu référencés, de par la difficulté d’étudier
des composés volatils. Toutefois, il en existe quelques uns bien décrits dans la
littérature.

Les premiers CHV identifiés ont été le iodométhane (CHsl), le bromométhane
(CH3Br) et le chlorométhane (CHsCl) (Lovelock, 1975; Manley & Dastoor, 1987,
Manley & Dastoor, 1988; Carpenter et al., 2000). Ces halocarbonés ont principalement
été identifiés de par leur présence dans I’air et les océans, et en particulier au dessus des
champs de laminaires. Le CHV relargué par cette algue et le plus étudié, est le
diiodométhane (CHaly). Il a notamment été identifié grace aux études effectuees dans la
comprehension du cycle biogéochimique de I’iode dans I’atmosphére et dans les océans
(Carpenter et al., 1999; Carpenter et al., 2000; McFiggans, 2005). Le CHal; est un
précurseur important des radicaux d’iode oxydé dans I’atmospheére. Son flux dans les
zones intertidales est dépendant des marées : I’émission de CHyl, par les macroalgues
brunes soumises aux stress oxydants lors des marées basses est alors augmenté
(Carpenter et al., 2001), prouvant son implication dans la réponse de défense de cette
algue face aux stress abiotiques. Enfin, plusieurs autres CHV comme le iodoéthane
(CoHsl), le chloroiodométhane (CH,ICI), le bromoiodométhane (CH.IBr), le
iododibromométhane (CHIBTr,), le bromoforme (CHBr3), le dibromométhane (CH2Br>),
le dibromochlorométhane (CHBTr,CI), et le bromoéthane (C,HsBr) ont été identifiés
comme production naturelle d’halocarbonés par les macroalgues stimulées par un stress
abiotique, mais sans réelle certitude chez notre modéle d’étude L. digitata (Carpenter et
al., 2000; Amsler et al., 2005).

111.B.3.3 - Les composés phénoliques : implication des phlorotanins ?

Les phlorotannins sont des polyphénols, des molécules chimiquement réactives,
fonctionnant a la fois comme métabolites primaires et secondaires chez les macroalgues
(Arnold & Targett, 2003). Ils sont surtout reconnus depuis plusieurs années pour leurs

actions antibiotiques, antivirales, et en particulier anti-oxydantes.
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Ces composés phénoliques marins sont rencontrés essentiellement chez les
algues brunes sous forme de polymeéres de phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene). La
plus forte concentration de phlorotannins dans la cellule est trouvée dans les physodes,
sous forme soluble, liés & la membrane des vésicules, et apparaissant comme des corps
réfractant la lumiéere dans le cytoplasme (Ragan & Glombitza, 1986; Schoenwaelder,
2002). lls peuvent représenter jusqu’a 10 % de la matiére seche de la plupart de ces
algues, et jusqu’a 20 % pour certaines (Ragan & Glombitza, 1986). Ils sont plus
amplement décrits dans le paragraphe 11.B.2.3 p.49.

Chez L. digitata, suite a I’élicitation par des blocs GG, les thalles produisent des
composés phénoliques qui seraient directement liée au burst oxydant (Kupper et al.,
2002). Par exemple, lorsque des plantules de L. digitata sont infectées par I’endophyte
L. tomentosoides, ces dernieres synthétisent des composés qui, sous UV, auto-
fluorescent en bleu dans I’environnement cortical situeé au contact des filaments de cet
endophyte (Figure 30). En revanche, quand les plantules sont préalablement incubées
avec des GG, celles-ci semblent devenir plus résistantes a I’infection causée par
I’inoculation de I’endophyte. Les composés auto-fluorescents bleus ont alors une
distribution générale dans le cortex, tout en étant moins denses. Ces cOmposés
pourraient donc étre des métabolites secondaires aromatiques tels que les phlorotannins,
mais il n’est pas exclu qu’ils soient également composés de bromophénols et
iodobromophénols tels que ceux décrits récemment comme étant secrétés dans I’eau de

mer par les algues brunes Ecklonia kurome et Eseinia bicyclis (Shibata et al., 2006).
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Figure 30 : Sections de thalles de L. digitata, prétraités ou non par des oligoguluronates, prises 34
jours apres I’inoculation avec le pathogene L. tomentosoides. (D’apres Kiipper et al., 2002)

(A) & (D) : thalle de L. digitata témoin, completement recouvert par les filaments de L. tomentosoides (B),
qui pénetrent également dans le thalle (C), et qui sont souvent entourés par des composés émettant une
auto-fluorescence rouge visible sous excitation aux UV (D). Une auto-fluorescence bleue est également
observée aux abords des sites de pénétration des filaments.

(E) a (H) : thalle de L. digitata élicité avec 150 pg.mL™" de GG pendant 2h, et cultivé durant 9 jours dans
un milieu de culture Provasoli ES, puis inoculé avec L. tomentosoides. Les filaments épi- (E) et
endophytiques (G) de L. tomentosoides sont difficilement visibles, méme sous UV (H). Le cortex des
thalles traités aux GG montre alors souvent une accumulation de composés auto-fluorescents bleus moins
intenses et plus dispersés et diffus que les thalles non traités (H).

Le prétraitement des thalles par les GG est donc accompagné par I’accumulation abondante et générale de
composeés auto-fluorescents bleus, leur permettant ainsi une protection accrue contre le pathogene.

Barres d’échelle : A, 1mm;B,F: 1cm; C, D, E, G, H: 10 pm.

111.B.3.4 - Les oxylipines

Les oxylipines sont des dérivés d’acides gras polyinsaturés contenant un ou
plusieurs atomes d’oxygene qui peuvent agir en tant que signaux dans la régulation de

I’expression de génes liés a la défense. Elles peuvent également agir en tant que
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composés antimicrobiens, antiherbivores, ou potentiellement, en tant que composés

toxiques pour les cellules végétales.

Les oxylipines sont donc synthétisées en réponse a des stress biotiques et/ou
abiotiques, par I’action coordonnée de lipases, de lipoxygénases, de cyclooxygénases et
de certaines enzymes a cytochrome P450, selon les oxylipines et les étres vivants
concernés. Chez L. digitata, I’application de LPS d’origine bactérienne induit un burst
oxydant plus tardif qu’avec une élicitation par des GG, mais d’une amplitude similaire.
A la différence des réponses induites par les GG, il s’ensuit une libération d’acides gras
libres, ainsi qu’une accumulation de dérivés oxydés de I’acide linoléique et de I’acide
eicosapentaenoique (Kupper et al., 2006). Les produits majeurs détectés apres une heure
de traitement avec les LPS bactériens sont alors I’acide-13-hydroxyoctadecatrienoique
(13-HOTYIE) et I’acide hydroxyeicosapentaenoique (15-HEPE). Cette différence de
réponse entre les deux éliciteurs, I’'un endogene (GG), I’autre exogéne (LPS de bactéries
non pathogénes pour la laminaire), montre que I’augmentation de ces deux dérives
oxydés, suite uniquement a I’application des LPS, semble étre indépendante du burst
oxydant observé, et implique donc I’activation de voies de signalisation et de réponses
de défense différentes. Leur voie de synthése reste encore non élucidée a ce jour.
Toutefois, ils ont déja été decrits chez les Laminaires comme des derivés d’acides gras
hydroxylés dérivant du métabolisme putatif d’une lipoxygénase (Gerwick et al., 1993).
Une autre étude portant sur les acides gras libres a montré que I’application exogéne de
jasmonate de méthyle (MeJA), d’acide arachidonique (C20:4) et d’acide linoléique
(C18:3) déclenche un burst oxydant sensible au DPI chez L. digitata (Kupper et al.,
2001; Kupper et al., 2009). Le traitement avec I’acide arachidonique permet également
I’accumulation d’acides gras libres et de dérivés hydroxylés. De plus, I’application de
C20:4 ou de MeJA conféere a L. digitata un résistance accrue a I’endophyte L.

tomentosoides, tout comme un traitement avec des GG (Kupper et al., 2009).

Chez une autre algue brune, Fucus vesiculosus, I’application de MeJA entraine
également I’accumulation de phlorotanins & marée basse (Arnold et al., 2001). La
cinétique et I'amplitude de cette accumulation sont comparables a celles observées en
réponse a des agressions herbivores chez d’autres algues brunes. Le MeJA est
désormais bien connu pour étre un messager volatil chez les plantes terrestres (Mur et

al., 1997), mais il n’a jamais €té reporté chez les algues brunes. Toutefois, le rdle d’un
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analogue du MeJA en tant que molécule signal chez L. digitata est soutenu par les
données transcriptomiques de I’algue rouge Chondrus crispus, suggérant que le MeJA
est un régulateur de la défense régulée par les genes, incluant la NADPH oxydase
(Collén et al., 2006), et qu'il déclenche une cascade d'oxydation des acides gras
polyinsaturés menant a la biosynthese de prostaglandines et d'autres oxylipines
(Gaquerel et al., 2007). Une étude récente est venue compléter ces recherches, en
montrant que le stress cuivré peut aussi induire la production d’oxylipines chez L.
digitata, notamment des cyclopenténones d’acides gras C18 et C20, tels que I’acide 12-
oxo-phytodiénoique, ainsi que des prostaglandines détectées pour la premiere fois chez
les algues brunes et des composés uniques comme I’acide 18-hydroxy-17-oxo-
eicosatetraénoique (Ritter et al., 2008)

Par consequent, I’activation de la voie de synthése des oxylipines joue un réle
clef dans I’induction de la défense chez les algues brunes, et en particulier chez L.
digitata.

111.B.3.5 - Les aldéhydes polyinsaturés volatils

Les aldéhydes, et en particulier les composés volatils C6 et C9, jouent un role
important dans la cicatrisation et la résistance aux parasites, et sont souvent
caracteristiques des fraiches odeurs vertes dégagées par les végétaux supérieurs (Matsui
et al., 2006). La présence d’aldéhydes polyinsaturés volatils a également été mis en
évidence chez plusieurs diatomées marines (d'Ippolito et al., 2002; Wichard et al.,
2005) et autres algues planctoniques (Pohnert, 2000; Wichard et al., 2005), qui
semblent utilisés les aldéhydes polyinsaturés volatils tels que le (2E,4E)-octa-2,4,7-
trienal et le (2E,4E,7Z)-deca-2,4,7-triecnal comme molécules signal liées aux
mécanismes de défense (lanora et al., 2004) et comme systéeme d’alarme de stress
(Vardi et al., 2006). De plus, des études ont montré la présence de ces aldéhydes
polyinsaturés volatils chez des macroalgues vertes comme Ulva conglobata produisant
du 2,4-decadiénal (Akakabe et al., 2003), et brunes comme Laminaria angustata
capable de produire enzymatiqguement de courtes et longues chaines d’aldehydes
(Boonprab et al., 2003; Boonprab et al., 2006). Une étude tres récente a également mis
en evidence la production d’aldéhydes, dans un contexte physiologique, chez notre
modele d’étude L. digitata (Goulitquer et al., 2009).
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En effet, ces travaux ont montré une libération d’aldéhydes dans I’eau de mer et
I’air environnants de sporophytes de L. digitata soumis a différents stress biotiques
(traitement aux GG) et abiotiques (exposition a un excés de cuivre ; augmentation de
I’exposition aux UV, de la salinité et de la température) par rapport a des sporophytes
témoins, non stressés. Ainsi, apres une élicitation avec des GG, plus de onze composes
ont pu étre identifiés, allant de I’hexanal au 4-hydroxydodeca-2,6-diénal (4-HDDE)
(Figure 31A). L’augmentation de I’émission par les sporophytes élicités du (E)-4-
hydroxyhex-2-enal (4-HHE) est particulierement importante dans I’eau de mer (24 fois
plus élevée que dans I’eau de mer des sporophytes témoins). A I’inverse, le (E)-4-
hydroxynon-2-enal (4-HNE) et le 4-HDDE sont quant a eux plus abondants dans
I’espace de téte. Par consequent, I’élicitation aux GG induit une régulation rapide de la
synthése des aldéhydes, formés par des mécanismes chimiques mais également

enzymatiques.
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Figure 31 : Comparaison de la production d’aldéhydes dans I’eau de mer et I’espace de téte
environnants des sporophytes de L. digitata apres différents traitements. (D’aprés Goulitquer et al.,
2009)

(A) Elicitation aux GG (150 pg.mL™)

(B) Application d’un stress au cuivre (100 pg.mL™)

Les niveaux d’aldéhydes dans I’eau de mer (mm) €t I’air (=) sont déterminés aprés 1 h d’incubation. Les
résultats sont exprimés apres soustraction des valeurs obtenues avec les échantillons témoins.
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Le stress causé par un excés de cuivre (100 pg.mL™) induit une émission tardive
d’un bouquet de plus de seize composés, incluant I’hexanal, le (E)-non-2-enal et le 4-
hydroxyalkenals tels que le 4-HHE et le 4-HNE, alors que ces métabolites ne sont
retrouves qu’en toute petite quantité chez les sporophytes témoins (Figure 31B). Apreés
un traitement d’une heure avec un excés de cuivre, les concentrations du 4-HHE et du
dodecadiénal dans la phase aqueuse sont respectivement 37 et 10 fois plus élevées que
chez les témoins. De méme, dans la phase air, les concentrations en (E)-non-2-enal,
malonaldéhyde (MDA) et hexanal produits par les sporophytes de L. digitata stressés au
cuivre sont respectivement 10, 4 et 3 fois plus élevées que chez les témoins. En
revanche, contrairement a une élicitation aux GG, aucun (E)-hex-2-enal n’a pu étre
identifié aprés un stress au cuivre, ni dans I’espace de téte, ni dans I’eau de mer

environnant.

Une étude sur I’émission d’aldéhydes volatils par L. digitata en environnement
naturel a également été effectuée dans des mares d’eau de mer situées dans les rochers
de la zone intertidale aux alentours de Roscoff, et contenant des sporophytes sujets a
différents stress environnementaux (dessiccation, UV, ozone, variations rapides de la
salinité et de la température) (Goulitquer et al., 2009). Ces derniers induisent la
peroxydation des lipides avec un stress oxydant, aboutissant a la libération d’aldéhydes
mesurés aprés deux heures et trente minutes d’expérimentation. Ainsi, les
concentrations d’aldéhydes C6, et particulierement le (E)-hex-2-enal, C9 tels que le (E)-
non-2-enal et le (E,E)-nona-2,4-dienal, mais également le (E)-4-hydroxyalk-2-enals et
le MDA, augmentent significativement une heure aprés la basse mer. De plus, les
concentrations de ces aldéhydes diminuent fortement a la marée montante, ce qui peut
étre d0 a un effet de dilution quand la mer vient recouvrir les mares d’expérimentation.
Trés peu d’études ont été effectuées sur le rdle potentiels des aldéhydes chez les
macroalgues, contrairement aux mammiféres (O'Brien et al., 2005), aux plantes
terrestres (Matsui et al., 2006) et aux diatomées (Pohnert, 2005). Cependant, I’addition
d’aldéhydes dans I’eau de mer environnant de thalles de L. digitata a montré que seuls
un des aldéhydes testés (le 4-HHE) peut induire la synthése d’oxylipines, agissant ainsi
comme un inducteur de réponses métaboliques (Goulitquer et al., 2009). L’émission
d’aldéhyde chez cette algue pourrait donc jouer le r6le de signal d’alarme externe (au

niveau de la population) et/ou interne (au niveau systémique) lorsque I’algue est
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confrontée a des modifications physiques de son environnement et/ou est exposée a des

polluants.

111.B.3.6 - Le mannitol : role dans la défense ?

Contrairement au métabolisme du mannitol chez les bacteéries, les champignons,
et les plantes terrestres, celui des organismes photosynthétiques marins tels que les
algues brunes reste encore peu connu (lwamoto & Shiraiwa, 2005). Chez les algues
brunes, et notamment chez L. digitata, le mannitol est le principal produit de la
photosynthése (Craigie et al., 1966; Yamaguchi et al., 1966), représentant ainsi la
principale source de carbone de ces algues. Ce diol libre peut représenter jusqu’a 30 %
du poids sec de I’algue, avec un taux variable selon les especes (Reed & Stewart, 1985).
Ce metabolite, comme de nombreux diols, possede un fort potentiel antioxydant. Par
conséquent, de par son abondance chez L. digitata, il pourrait jouer un réle important
dans les processus de détoxication des EAO (Shen et al., 1997a; Shen et al., 1997hb),

originale et propre aux algues brunes.

En effet, une étude portant sur les genes impliqués dans les réponses de stress a
montré que le gene codant la mannitol-1-phosphate déshydrogénase (M1PDH) est I’'un
des génes dont Iinduction est la plus forte suite & une élicitation avec des GG (Cosse,
résultats non publiés). Cette étude a également montré qu’en diminuant le pool de
mannitol par activation de la M1PDH, la cellule diminuerait sa capacité a détoxifier les
EAO et permettrait ainsi au H,O, de jouer son rdle de messager, conduisant entre autres
a I’activation des genes de défense. Cependant, le réle anti-oxydant du mannitol reste a
démontrer compte tenu des fortes variations saisonniéres de sa concentration chez notre
modele d’étude (Haug & Jensen, 1954). De plus, I’activité de la M1PDH conduit
directement a la production de fructose-6-phosphate, qui est le précurseur de la voie de
biosynthése de I’acide alginique, lui-mé&me principal constituant de la paroi de I’algue.
Par conséquent, I’induction du gene codant la M1PDH pourrait étre également liée a la
nécessité de restaurer la paroi dégradée au cours de I’agression par un pathogene. Dans
ce cas, I’activation de la transcription de la M1PDH pourrait jouer un role clef en
permettant la dégradation du mannitol, fournissant donc le potentiel carboné et
énergétique nécessaire a la synthése de composeés de défense et au maintien de la paroi.
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En conclusion, compte-tenu des hypotheses soulevées suite a la caractérisation
de la M1PDH comme protéine liée a la pathogénie chez les plantes supérieures
(Williamson et al., 1995), du pouvoir oxydant du mannitol (Shen et al., 1997a; Shen et
al., 1997Db) et de sa forte concentration chez les algues brunes (Reed & Stewart, 1985),
il semblerait donc que la M1PDH soit un gene de défense particuliérement intéressant et
représentant une originalité certaine chez cette algue modéle (Cosse, résultats non
publiés).

84



Objectifs de I'etude






OBJECTIFS DE L’ETUDE

Toute surface inerte ou vivante immergeée en eau de mer est rapidement
colonisée par des bactéries, formant, par une suite de mécanismes initialement physico-
chimiques, une communauté complexe appelée biofilm. Les populations sauvages
d'algues marines fournissent de larges surfaces a coloniser. Diverses stratégies leur
permettent de combattre I’attaque par les bactéries, et méme d’en prévenir la
prolifération, ou au contraire, de les attirer de maniére plus ou moins sélective, comme
démontré chez plusieurs algues rouges et vertes. Laminaria digitata (Phéophycée) a été
choisie comme modeéle d’algue brune pour I’étude des peuplements bactériens épiphytes
avec pour objectif d’étudier les réponses métaboliques de I’algue permettant ou
décourageant I’adhésion bactérienne ou la formation du biofilm sur sa surface. En effet,
cette algue d’intérét commercial et écologique reconnus, abondante sur les cotes
bretonnes et accessible aux basses mers de vives eaux, possede un métabolisme
halogéné trés particulier et étudié depuis plusieurs années a la Station Biologique de
Roscoff.

Ces travaux de these sur I’épiphytisme bactérien de Laminaria digitata
s’articulent autour de deux axes portant (i) sur le développement d’outils pour étudier la
microflore bactérienne associée a L. digitata et (ii) sur la compréhension des

interactions pouvant exister entre I’algue et les bactéries marines a sa surface.

Le premier axe de travail a été de mettre au point des outils pour étudier la
microflore associée a I’algue. Cette étude est passée par les étapes indispensables
d’isolement et de culture des souches bactériennes tolérantes aux milieux classiques, et
a I’identification taxinomique de quelques-unes de ces souches bactériennes associées.
Puis, deux techniques spectroscopiques ont été utilisées sur des cellules bactériennes
entieres et vivantes, isolées ou non de cette algue : (i) la RMN HR-MAS (Résonance
Magnétique Nucléaire de haute résolution) et (ii) la spectrométrie de masse MALDI-
ToF, dans le but de mettre au point des techniques rapides d’études bactériennes
taxinomique et physiologique. D’autre part, une premiére approche de la diversité

microbienne totale a été effectuée pour développer de nouveaux outils d’extraction
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d’ADN environnemental dans I’étude des interactions de cette algue brune avec les

bactéries cultivables ou non.

Le deuxiéme axe de travail s’est articulé sur deux études, (i) I’'une portant sur
I’adhésion et (ii) I’autre sur la formation de biofilm de quelques souches bactériennes
marines isolées de I’algue, et exogenes a I’algue (souches de référence). La
compréhension des interactions biochimiques pouvant exister entre les bactéries
marines et I’algue a sa surface, a été basée sur I’application de mélanges de métabolites
extraits de L. digitata, d’exsudats d’algues en condition ou non de stress, et enfin, de
metabolites purs, dans le but d’observer I’influence de ces différents composes émis par

notre modele d’étude sur I’adhésion et la formation de souches bactériennes marines.
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Chapitre Il Matériels et méthodes

| - MATERIEL VEGETAL

|.A - Echantillonnage et conditionnement

Les sporophytes sauvages de Laminaria digitata (Linneus) Lamouroux 1813 ont
été récoltés a marée basse, les jours de grand coefficient de marée (> 95), a Sainte-
Barbe (+48°43°3564 et -3°58°697, commune de Roscoff) (Figure 32).
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Figure 32 : Site d’échantillonnage des sporophytes de Laminaria digitata.

Les sporophytes de L. digitata ont été récoltés au niveau des champs de laminaire de Ste-Barbe, a
Roscoff, en Bretagne.

Plusieurs tailles ont été récoltées selon les expériences a réaliser : des jeunes
plantules de 2 cm a une dizaine de cm pour les expériences d’adhésion bactérienne et de
formation de biofilm, et des thalles plus &gés de plusieurs dizaines de cm pour
I’isolement des bactéries associées et cultivables, ainsi que pour des extractions de
métabolites secondaires potentiellement bactériostatiques ou bactéricides.

Une fois les plantules récoltées sur le site d’échantillonnage, elles sont ensuite
transportées sur glace dans un sac de transport fermé hermétiquement et contenant de
I’eau de mer (EM) environnante. Au laboratoire, elles sont stockées au maximum deux

semaines dans un aquarium de 10 L contenant environ 7 L d’eau de mer stérilisée et
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filtrée (EMSF), brassée et oxygénée par un systeme de bullage. La photopériode est
programmée a 12 heures d’éclairage néon lumiere du jour (Mazdafluor F36W Jour) et
12 heures d’obscurité, & une intensité lumineuse de 50-60 pmoles de photons.m”s™.
Pour les expériences d’adhésion, les plantules sont gardées a une température de 14°C
(z 1°C), température de la chambre de culture & la Station Biologique de Roscoff
(SBR), tandis que la tempeérature de stockage des plantules pour les expériences de
formation de biofilm est d’environ 18°C, ces expériences étant réalisées au Laboratoire
de Biotechnologie et de Chimie Marines (LBCM) a Lorient, qui n’est pas équipé pour
accueillir ce type de culture.

Les thalles adultes sont quant a eux prélevés sur le site a I’aide de gants de
laboratoire, afin de ne pas contaminer la flore bactérienne épiphyte existante sur la
surface des thalles. Ils sont aussitdt placés individuellement dans des sacs
hermétiquement fermés et stériles, contenant un fond d’EM environnante. Ils sont
également transportés sur glace et utilisés immediatement au laboratoire pour diverses

expériences.

|.B - Observation des sporophytes au MEB

Toutes les observations de L. digitata ont été effectuées par Gaél Le Pennec au
LBCM. Le but étant d’observer la présence ou non de bactéries a la surface et a
I’intérieur des tissus de cette algue. Le protocole utilisé est décrit ci-apres.

Les algues (jeunes plantules ou morceaux de thalles adultes des différentes
parties de I’algue) sont fixées au glutaraldéhyde a 2,5 % 1 h a 4°C dans un tampon de
cacodylate de sodium a 0,1 M, pH 7,3 et a une osmolarité a 1100 mOsm. Les
échantillons sont ensuite lavés dans du tampon de cacodylate de sodium par 2 bains
successifs et peuvent étre stockés dans de I’éthanol a 70°. Les échantillons sont
déshydratés par trois bains successifs de 5 min d’éthanol a 70°, puis par trois autres
bains successifs de 10 min d’éthanol a 95°, et enfin, trois derniers bains successifs de 15
min d’éthanol absolu. Les échantillons sont ensuite séchés au CO, dans un point
critique CPD030 (Bal-Tec, France), puis enrobés d’un mélange d’or/palladium pendant
120 s & 20 mA, a I’aide du 501 sputter coater (Edwards Pirani, UK). Les échantillons
peuvent alors étre observés au microscope a balayage électronique (JEOL 6460LV,
JEOL Ltd, Tokyo, Japon).
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|.C - Elicitation des plantules par les oligoguluronates

I.C.1 - Préparation des oligoguluronates (GG)

Les oligoguluronates sont obtenus par hydrolyse acide douce d’alginate de
sodium de stipes de Laminaria hyperborea (DANISCO, lot 602704). Une solution a 0,5
% d’alginate est hydrolysée a chaud (100 °C) pendant 4 a 5 heures par 0,3 M d’acide
chlorhydrique. Trois séquences d’oligosaccharides sont alors produites: des
oligoguluronates (GG), des oligomannuronates (MM) et des oligosaccharides hybrides
(MG). Comme seuls les GG sont connus pour éliciter les sporophytes de L. digitata, ces
séquences d’oligosaccharides sont séparées par des étapes de centrifugation et de
précipitation sélective. La fraction correspondant aux GG est alors dialysée, lyophilisée,
puis analysée en RMN afin de Vérifier sa pureté.

1.C.2 - Elicitation des plantules

Selon les expériences (adhésion ou formation de biofilm), la quantité d’algues
élicitées est différente (cf paragraphes V.A.3.3 p.111 et V.B.2.2 p.117), mais le mode

opératoire reste le méme.

Les plantules sont placées sous agitation a 250 rpm dans de I’eau de mer filtrée
stérile (EMSF) pendant 15 min, a 14°C (x 1°C) pour les expériences d’adhésion et a
21°C (% 1°C) pour les expériences de formation de biofilm. Cette étape permet aux
algues de s’adapter a leur nouvel environnement, et de diminuer le risque de stress
causé par la manipulation des algues. Ensuite, les plantules de L. digitata sont élicitées
par les oligoguluronates (GG) & raison de 150 pg.mL*, qui correspond & la
concentration optimale déterminée par Kipper et al. (2001). L ajout de GG provoque
I’émission de peroxyde d’hydrogene dans le milieu d’incubation, correspondant a la
mise en place d’un burst oxydant, qui peut étre mesurée par chimioluminescence. Un
contrdle est effectué en paralléle par ajout d’eau milliQ stérile (H,0 mQS) a la place de
la solution de GG, afin d’effectuer les mémes manipulations sur les deux lots (élicités
ou non). Les plantules sont ensuite remises sous agitation a 250 rpm 15 min apres

élicitation, les algues sont rincées par trois bains successifs d’EMSF, puis placées dans
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un nouveau volume d’EMSF. Cette étape permet d’éliminer les GG contenus dans I’'EM
environnante, qui seraient susceptibles d’agir sur I’adhésion ou la formation de biofilm
bactérien. Les plantules sont alors remises sous agitation & 250 rpm, pendant 90 min.
Pour ces deux traitements, les plantules sont ensuite retirées et leur milieu environnant
est filtré stérilement & 0,22 um (nitrate de cellulose, Durapore type GVWP) et stocké a
température ambiante pour une utilisation quasi immédiate, sous la désignation
suivante : EM+Alg pour EM filtrée du lot d’algues non élicitées, et EM+Alg+GG pour
EM filtrée du lot d’algues élicitées par les GG.

1.D - Extraction de métabolites

Les métabolites ont été extraits a partir de trois parties de thalles de L. digitata :
le stipe, le crampon et la lame (Figure 22 p.62).

Pour cela, 5 g de matiere fraiche (MF) de chacune de ces parties ont été
congelées a I’azote liquide. Une premiére extraction a été effectuée a trois reprises avec
50 mL d’acétate d’éthyle. Les trois fractions ont ensuite été combinées, puis évaporées
au rotovapor (Buchi Rotavapor R-200-205, Flawil, Suisse) afin d’obtenir un extrait sec.
Cette extraction permet d’avoir des métabolites de polarité moyenne, tels que les
polyphénols, les acides gras oxydés, les aldéhydes et les aromatiques éventuels,
susceptibles de se trouver a la surface de I’algue. Une deuxiéme extraction a été
effectuée a trois reprises sur le marc restant avec 50 mL de méthanol (MeOH). Les
fractions ont également été combinées et évaporées au rotovapor pour en obtenir un
extrait sec. Cette extraction comprend la petite fraction d’eau résiduelle de I’algue, et
permet d’avoir un éventail des substances polaires qui sont théoriquement susceptibles
d'étre libérées dans I'environnement, sans prédominance de mannitol qui aurait géné les

tests si I’extraction avait été réalisée uniqguement avec de I’eau milliQ.

Les extraits secs n’étant pas tous solubles dans I'EMSF, ils ont donc été repris a
une concentration mére de 10 mg.mL™ dans du DMSO & 5 % v/v final en EMSF, en
homogénéisant les solutions au vortex et par sonication durant 5 min. Les extraits sont
ensuite filtrés sous hotte chimique avec un filtre stérile de 0,20 um (Whatman® HPLC 4
mm syringe filter tips), excepté I’extrait a I’acétate d’éthyle de la lame qui ne s’est pas
resolubilisé. Ils sont finalement stockés pour étre utilisés lors des expériences

d’adheésion des souches bactériennes marines en microplaques 96 puits.
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Il - MATERIEL BACTERIEN

I1.A - Isolement des bactéries cultivables associées a L. digitata

Les thalles adultes de la macroalgue brune Laminaria digitata ont été collectés a
quatre reprises durant I’année 2006 (janvier, mars, mai et octobre) lors de forts
coefficients de marée basse a Sainte-Barbe (cf paragraphe 1.A p.87). Cet
échantillonnage a permis d’effectuer un suivi saisonnier des populations bactériennes
cultivables et I’observation d’une éventuelle variation de diversité de celles-ci. Les
thalles récoltés ont été placés dans des sacs hermétiques contenant un peu d’eau de mer
environnante et transportés sur glace jusqu’au laboratoire. Deux techniques d’isolement
ont été utilisées au niveau des quatre parties du thalle : le crampon, le stipe, le méristéeme et
la lame &gée (fronde), afin de recuperer le maximum de la biodiversité bactérienne

cultivable.

La premiére méthode a consisté & découper des morceaux d’environ 1 ¢cm? sur la
surface du thalle et a les déposer directement sur des boites de Pétri contenant du milieu de
culture ZoBell enrichi en agar. La deuxieme méthode utilisée est plus complexe. Des
morceaux de 2 - 3 cm? ont été découpés, toujours au niveau des quatre parties du thalle, puis
ont été places dans des tubes Falcon de 50 mL contenant de ’EMSF. lls ont ensuite été
soumis a un bain a ultra-sons durant 3 min, afin de décrocher les bactéries adherées a leur
surface. Enfin, deux filtrations successives sous vide de ’lEMSF contenue dans les tubes ont
été effectuées a I’aide de tamis en nylon stérilisés (60 um), puis de filtres en polycarbonate
(8 um, Millipore, France). Une partie des filtrats recueillis a ensuite été ensemencée sur des
boites de Pétri contenant comme précédemment, du milieu de culture ZoBell-agar.

Apres quelques jours de développement a température ambiante, les premiéres
unités formant colonie (UFC) sont discriminées et sélectionnées a partir de leur
morphologie, puis ensemencées individuellement sur des boites de Peétri contenant du

milieu de culture ZoBell-agar, afin d’obtenir des cultures bactériennes monospécifiques.

I11.B - Souches bactériennes marines de référence

Pour compléter les etudes effectuées sur les bactéries cultivables isolées a partir

de L. digitata, douze souches provenant d’isolats marins de surfaces inertes ou
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biologiques ont été récupérées de diverses sources. Elles seront par la suite appelées
« souches bactériennes marines de référence », en vue des quelques études existant déja

sur ces souches, en plus de leur caractérisation phylogenétique.

11.B.1 - Souches bactériennes provenant de I’Ifremer

Parmi les souches bactériennes marines de référence récupérées pour ce travail
de these, deux ont été isolées a I'lfremer du Centre de Brest : la souche DO1 et la souche
D41 (Rubio, 2002; Pradier et al., 2005). Toutes deux ont été isolées a partir de biofilms
marins naturels adhérés sur des coupons immergés dans des bains d’eau de mer a Sainte-
Anne du Porzic (Brest) en novembre 1998.

La souche marine D01 a été isolée a partir d’un biofilm marin naturel formé sur
lame de verre immergée pendant 6 heures. Il s’agit d’une bactérie & Gram négatif, et a
été provisoirement attribuée a I’espece Vibrio lentus (98 %) par séquencage de I’ARN
16S.

La bactérie modéle Pseudoalteromonas sp. D41" provient d’un biofilm marin
naturel formé sur lame de Téflon immergée en eau de mer durant 24 heures. 1l s’agit
d’une bactérie a Gram négatif, qui a été attribuée au genre Pseudoalteromonas par
séquencage de I’ARN 16S. La séquence a été déposée sur la banque de données EMBL
et est accessible sous le numéro d’acces AJ555627.

11.B.2 - Souches bactériennes provenant du LBCM

Six souches bactériennes marines de référence ont été obtenues grace au LBCM,
UBS - Université de Bretagne Sud a Lorient. Ces souches ont été isolées a partir de
lames de verre stériles immergées en eau de mer a une profondeur de 1m, durantt =3 h
d’immersion pour la souche 3J3, et t = 6 h d’immersion pour les souches 1M6, 4M6,
3J6 et 4J6, en mars et juin 2000 a proximité de I’Tle de Bailleron (Golfe du Morbihan,
France) (Grasland, 2002). La caractérisation du gene codant pour I’ARN 16S (Grasland
et al., 2003) indique que la souche 1M6 appartient au genre Cytophaga, la souche 4M6
au genre Paracoccus, 4J6 au genre Bacillus, et 3J3 et 3J6 au genre Pseudoalteromonas.
Une autre souche a été ajoutée a ce travail, il s’agit de la souche bactérienne
Pseudoalteromonas sp. 3J6GFP, qui correspond en fait a la souche 3J6 contenant le
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plasmide pCJS10 marqué par un géne codant la protéine de fluorescence verte GFP
(Dheilly, 2007). Les séquences de I’ARN 16S de ces souches n’ont pas été déposees
dans une banque, et ne sont donc pas accessibles.

11.B.3 - Souches bactériennes provenant de la SBR

Enfin, quatre autres souches bactériennes marines étudiées a la SBR ont
également été obtenues pour étre étudiées dans cette thése. Elles proviennent pour la
plupart de la banque allemande DSMZ. Il s’agit de la souche bactérienne
Pseudoalteromanas carrageenovora ATCC 43555'. Elle fut isolée & partir d’une algue,
aux alentours de Halifax en Nouvelle-Ecosse (Canada), anciennement appelée
Pseudomonas carrageenovora (Yaphe & Morgan, 1959), elle a ensuite été renommée
(Gauthier et al., 1995). La souche Pseudoalteromanas haloplanktis ATCC 14393 a été
isolée et identifiée par Zobell et Upham (ZoBell & Upham, 1944) en tant que Vibrio
haloplanktis, puis également renommée par Gauthier en 1995. La souche bactérienne
Cobetia marina ATCC 25374" a été isolée & partir d’un échantillon d’eau de mer du
littoral de Woods Hole dans le Massachussets (Etats-Unis) (Cobet et al., 1970),
anciennement appelée Arthrobacter marinus, elle a ensuite été renommeée par (Arahal et
al., 2002). Contrairement aux souches bactériennes précédentes, Zobellia
galactanivorans Dsij' a été isolée a la SBR, & partir de I’algue rouge Delesseria
sanguinea par (Barbeyron et al., 2001).

Un tableau récapitulatif des différentes souches bactériennes isolées de L.

digitata et étudiées dans cette thése est présenté en annexe (Annexe 1).

11.C - Milieux de culture

11.C.1 - ZoBell

Ce milieu de culture est utilise pour la croissance des bactéries hétérotrophes
prototrophes, vivant en milieu marin. 15 g d’agar bactériologique est ajouté a la solution
d’1 L suivante pour obtenir un milieu gélosé: Bacto-peptone (Tryptone) (5 g), extrait de
levure (1 g), eau de mer filtrée (800 mL), gqsp 1 L eau ultra-pure.
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Ce milieu sera considéré comme étant le « milieu riche ».

11.C.2 - VNSS modifié (Vaatanen nine-salt solution)

Les milieux gélosés (sur boite) sont obtenus en ajoutant 15 g d’agar
bactériologique a la solution d’1 L : bacto-peptone (Tryptone) (1 g), extrait de levure
(0,5 g), glucose (0,5 g), amidon soluble (0,5 g), FeSO4.7H,0 (0,01 g), Na2HPO, (0,01
g), eau de mer filtrée (800 mL), gsp 1 L d’eau ultra-pur.

Ce milieu sera également appelé « milieu pauvre ».

11.C.3 - CN (Cétrimide — Acide nalidixique)

Ce milieu de culture CN (Biokar) a €té utilisé uniquement pour le calibrant de la
MALDI-ToF MS, la souche bactérienne E. coli CIP531 du laboratoire CGI-IPL
Bretagne (Lorient, France). C’est un milieu préparé au LBCM selon les
recommandations du fournisseur, et se compose pour 1 L de milieu a pH 7,1 £ 0,2 a
25°C de : peptone pancréatique de gélatine (16 g), hydrolysat acide de caséine (10 g),
glycérol (10 mL), sulfate de potassium (10 g), chlorure de magnésium (1,4 g), cétrimide
(0,2 g), acide nalidixique (15 mg), agar agar bactériologique (11 g).

11.D - Cryoconservation des souches isolées

Toutes les souches bactériennes marines étudiées ici sont conservées a - 80°C
dans un mélange liquide de milieu de culture ZoBell et de glycérol 15 % final. Toutes
les souches sont cultivées sur boites ou en milieu liquide avec du ZoBell - agar ou
VNSS - agar a 13°C (+ 1°C).

Les expériences en microbiologie sont réalisées en conditions stériles sous hotte a
flux laminaire. Toutes les solutions, les matériels et les milieux de culture sont
préalablement stérilisés a I’autoclave (120°C pendant 20 minutes). Certaines solutions ne
pouvant pas étre autoclavées (comme les solutions enzymatiques, les marqueurs) sont

stérilisées par filtration sur filtres seringues 0,20 um en conditions stériles.
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L’eau de mer utilisée a été prélevée régulierement au cours de la thése au large de
Roscoff (Station SOMLIT d’Astan). Elle a éte filtrée sur des filtres en ligne de 0,22 um
(Milipore Sterivex), et stérilisée a I’autoclave (120°C pendant 20 minutes).

1l - ETUDE MOLECULAIRE DES SOUCHES BACTERIENNES

I11.A - Taxonomie moléculaire des bactéries cultivables

Afin d’identifier une partie de la communauté bactérienne présente a la surface
des thalles de L. digitata, les régions codant pour 'ARN 16S de 18 souches bactériennes
isolées de I’algue (choisies de par leur différence d’aspect), ainsi que les 12 souches
marines de référence, sont amplifiées par PCR (Polymerase Chain Reaction),

séquencées, puis analysées, avec au final la construction d’un arbre phylogénétique.

I11LA.1 - Amplification des genes de I’ADN ribosomal 16S

Les genes d’ADNr 16S sont amplifiés par PCR, directement a partir des cellules
bactériennes entiéres. La PCR est réalisée dans un volume final de 25 pL, gréace a
I’enzyme Taq polymerase (Promega) et au couple d’amorces spécifiques aux bactéries :
I’amorce 8F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (Hicks et al., 1992) et I’amorce
1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Kane et al., 1993). Le milieu réactionnel
est composé des réactifs suivants : 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de chaque amorce, 0,2
mM de chaque dNTP, 0,5 U de Taqg polymerase (Promega), 1 x de tampon GoTaq
Buffer et 1 uLL de bactéries préalablement mises en suspension (1-2 pg d’UFC dans 200
pL d’H,O mQS). Des reactions sans cellules bactériennes, donc sans ADN, sont
également effectuées en tant que témoins négatifs. Les réactions PCR sont effectuées
dans un thermocycleur (GeneAmp®PCR System 2700, Applied Biosystems), selon les
conditions suivantes : une dénaturation initiale de 10 min a 95°C, 35 cycles constitués
d’une dénaturation de 30 s & 95°C, d’une hybridation de 30 s & 53°C et d’une élongation
de 1 min 30 s a 72°C, suivis d’une extension finale de 4 min a 72°C.

Les produits PCR amplifiés sont contrlés par électrophorése sur gel d’agarose a 0,8 %
(Eurogentec), dans un tampon TAE x 0,5 (40 mM de Tris-acetate et 1 mM d’EDTA a

pH 8), et avec un marqueur de taille Smart Ladder (Eurogentec).
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I11LA.2 - Séquencgage des ADNr 16S amplifiées

Les produits PCR sont ensuite purifiés grace au kit Montage™uPCR96Cleanup
(Millipore, France). Les réactions de séquencage sont de nouveau effectuees avec le
couple d’amorces 8F et 1492R, et le kit ABI v 3.1 BigDye (Applied Biosystems), sur un
séquenceur a capillaire ABI 3130xI (Applied Biosystems) de la plateforme technique de
séquencage de la SBR, Génopble Ouest.

I11.A.3 - Analyses phylogénétiques

Les séquences d’ADNr 16S sont éditées sur le logiciel DNAMAN v 4.15, et
comparées aux bases de données nucléotidiques publiques du programme de recherche
avancée en libre accesde Genbank : Basic Local Alignment Search (BLAST ;
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Les séquences résultantes sont ensuite alignées aux

séquences de genes d’ADNTr 16S (disponibles au moment de I’alignement) montrant une
identité significative, grace aux bases de données EMBL, GenBank et RDP. Ces bases
de données sont accessibles a partir de I’interface SINA Webaligner (www.arb-

silva.de/aligner/), qui permet de réaliser un alignement basé sur les structures primaire

et secondaire des ADNr 16S (Pruesse et al., 2007). Les alignements des séquences
multiples, incluant les domaines conservés et variables des structures primaires d’ ARNr
16S, ont éte utilisés pour générer les ressemblances par paire et les distances génétiques
entre les souches bactériennes Ld et les souches bactériennes les plus proches.
curation avec les parametres les moins rigoureux du logiciel public GBlocks

(Castresana, 2000), accessible sur www.phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008).

Les analyses phylogénétiques ont finalement éte effectuées sur 62 séquences et
948 positions nucléotidiques, avec deux méthodes de reconstruction sur le modele F84
(d’autres modeles tels que HKY85, Jukes & Cantor et GTR, ont également été utilises,
donnant une trés forte similarité de topologie et de valeur de bootstrap :

- la méthode de maximum de vraisemblance ou Maximum Likelihood (ML),
gréace au logiciel PhyML librement accessible sur www.atgc-montpellier.fr/phyml
(Guindon & Gascuel, 2003).

96



- la méthode du Neighbour-Joining (NJ), algorithme fondé sur la notion de

distance, gréace au logiciel Phylip (Felsenstein, 1989).

L’ordre d’apport des séquences dans les divers programmes phylogénétiques et
la sélection de groupes externes ont variés durant I’étude. L’évaluation statistique des
divergences génétiques a été exécutée par le re-échantillonnage du bootstrap des
données des sequences (100 réplicats), afin d’obtenir une estimation de confiance de la
topologie de I’arbre phylogénétique.

111.A.4 - Numéros d’accession des souches

Les sequences partielles des génes d’ARNr 16S entierement séquencées durant
cette these ont été déposées dans la base de données GenBank au NCBI, sous les
numeros d’accession FJ966928 a FJ966945 pour les séquences obtenues a partir
bactéries isolées des sporophytes de L. digitata a Roscoff, et FJ966946 a FJ966951 pour
les séquences obtenues des souches bactériennes de référence utilisées.

I11.B - Vers une taxonomie moléculaire des bactéries associées
totales

111.B.1 - Amplification des génes de I’ADN ribosomal 16S bactérien

Le protocole d’amplification des genes d’ADNr 16S est le méme que celui
utilisé pour réaliser le séquengage des souches bactériennes isolées. Une fois les
produits PCR purifiés, ils sont digérés par deux enzymes de restriction Xcm | et Bgl II,
selon les recommandations du fournisseur (NE Biolabs). Les produits PCR digérés sont
observés sur gel d’électrophorese agarose 1 %.

111.B.2 - Amplification des génes des régions ITS
La méthode PCR-ARISA (Automated rRNA Intergenic Spacer Analysis)

consiste a amplifier les espaceurs intergeniques, appelés ITS, situés entre les genes 16S
et 23S, gréace au couple d'amorces 16S-1392F (5’-GYACACACCGCCCGT-3’) et 23S-
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125R (5’-GGGTTBCCCCATTCRG-3’). Ces fragments d’ADN sont surtout composés
de répétitions de séquences. Le nombre de ces répétions, et donc la taille de ces
fragments, varient selon les espéces. L’utilisation de cette technique est donc adaptée a
la détermination de genres, voir de taxons différents. La mise au point de cette méthode
sur les extraits d'’ADN des bactéries isolées et cultivables est un préalable obligatoire,

afin de pouvoir ultérieurement l'appliquer sur un mélange bactérien.

Les régions ITS sont amplifiées par PCR (GeneAmp®PCR System 2700,
Applied Biosystems) directement a partir de CFU diluées en EMSF, sur 40 cycles : une
dénaturation initiale de 10 min & 95°C, 40 cycles constitués d’une dénaturation de 30 s a
95°C, d’une hybridation de 30 s & 52°C et d’une élongation de 1 min 30 s a 72°C, suivis
d’une extension finale de 4 min a 72°C. Les produits PCR sont ensuite précipités avec
2,5 volumes d’éthanol a 95 % et 0,04 volumes de NaCl 5M sur une nuit & - 20°C. Apreés
centrifugation a 4°C pendant 15 min a 15000 g, le culot d’ADN est repris dans 50 pL
d’H,O mQS. La visualisation des fragments de tailles différentes s'effectue par
électrophorése sur gel d'agarose a 2 %, permettant une meilleure séparation des
molécules d'ADN en fonction de leur taille, afin de discriminer les différents genres

bactériens.

111.B.3 - Extraction de I’ADN bactérien de surface

De nombreux protocoles ont été testés pour réaliser cette étude (broyage de
I’algue, grattage en surface, sonication...). A chaque expérience, de I’ADNr 16S de
I’algue (ADN mitochondrial et chloroplastique) a été amplifié en grande quantité,
dominant ainsi I’ADNr 16S bactérien. Toutefois, un protocole a cependant été retenu,

inspiré des travaux de Moran et al. (2008).

Sur le terrain, 20 g de matiéres fraiche de thalles adultes de L. digitata ont été
découpés et insérés dans des tubes Falcon contenant 50 mL d’EMSF, puis transportés
sur glace jusqu’au laboratoire. Les morceaux d’algues ont ensuite été transvasés et
soniqués 15 min dans des bouteilles en verre de 500 mL, contenant 100 mL de TBE
(Tris Borate EDTA) a pH 8,3. Puis, la solution tampon a été récupérée et centrifugee 10
min & température ambiante et & 18000 g. L’ADN du culot récolté a finalement été
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extrait a I’aide du Kit d’extraction « Genomic DNA from Food NucleoSpin®Food », en
suivant les recommandations du fournisseur. La qualité de I’ADN extrait est vérifiée par
électrophorése sur gel d’agarose 1 %, puis est stocké a - 20°C avant analyse. Les
régions ITS et ADNr 16S de I’ADN total extrait sont ensuite amplifiees selon les

protocoles décrits précédemment, et vérifiés par électrophorése sur gel d’agarose 1 %.

Les produits PCR sont purifiés avec 2,5 volumes d’éthanol & 95 % et 0,04
volumes de NaCl 5M pendant au minimum 1 h a - 20°C, et culottés a 4°C pendant 10
min a 13000 g. Les culots sont repris dans 20 pL d’H,0 mQS et des queues PolyA sont
ajoutées pendant 10 min a 72°C, avec 1 pL. de GoTaq, 2 uL de ANTP et 2,5 uL de
tampon Buffer GoTaq, dans un volume final de 50 pL. Les produits PCR sont
finalement digérés par les couples d’enzyme de restriction Sca | / Mlu | et Bst XI / Mlu
I, pendant 1h30 a 37°C, selon les recommandations du fournisseur (NE Biolabs). Les
produits PCR digeérés sont déposés sur gel d’électrophorése agarose 1%, et seules les
bandes de 1500 pb sont découpées et purifiées avec le kit DNA Gel Extraction
(Genomics, Millipore), puist redéposées sur gel d’électrophorese agarose 1 % pour
s’assurer qu’il n’y a pas d’autres bandes amplifiées que celles a 1500 pb. Les produits
PCR sont ensuite précipités avec 2,5 volumes d’éthanol a 95 % et 0,04 volumes de
NaCl 5M sur une nuit a - 20°C, et culottés a 4°C pendant 15 min a 15000 g. Les culots
sont repris dans 25 pL. d’H20 mQS apreés avoir été lavés a I’éthanol 80 % froid. Enfin,
les produits PCR d’ADNr 16S sont clonés avec le kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen).
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IV - ETUDES SPECTROSCOPIQUES DES SOUCHES BACTERIENNES
CULTIVABLES

Cette étude est réalisée sur 18 souches isolées de L. digitata, sur les 2 souches
d’Ifremer, les 6 souches du LBCM et enfin sur les 4 souches disponibles a la SBR. Le
but de ce travail est de mettre au point de nouveaux outils de caractérisation spectrale
pour rapidement discriminer des souches bactériennes entre elles, sur des cellules
entieres, puis d’elaborer des bases de donnees spectrales dédiées en observant
rigoureusement les mémes parametres de culture. Afin d’établir les bases de donnees
spectrales, il est nécessaire d’évaluer au préalable le pouvoir discriminant de deux
approches spectroscopiques (RMN et spectrométrie de masse), par rapport a I’approche
moléculaire (16S rDNA) réalisées sur les mémes souches. Ainsi, des alternatives
simples et rapides a la taxonomie moléculaire, sont offertes a un expérimentateur ayant
acces aux différents équipements (milieu universitaire, centre de recherche). Dans ces
conditions, il peut établir rapidement ses propres bases de données spectrales en
corrélation avec ses déterminations par taxonomie moléculaire, puis utiliser uniqguement
les empreintes spectrales pour les déterminations de routine.

Outre la complémentarité offerte avec la taxonomie moléculaire, des indications sur le
meétabolome de souches bactériennes prises individuellement peuvent étre utiles, en
faisant varier paramétre par parameétre, les conditions de culture. Cette approche peut
étre utile pour comprendre par exemple les carences et les prérequis pour la culture de

souches réputées non-cultivables.

IV.A - Résonance Magnétigue Nucléaire (RMN)

La RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) est une technique d’analyse basée
sur les propriétés cinétiques et magnétiques des noyaux. En effet, pour qu’un noyau soit
étudiable en RMN, il faut que son spin nucléaire, noté | ou S, soit différent de 0, sans
quoi il ne peut s’orienter dans un champ magnétique (c’est le cas du *2C et de I’*°0 dont
les spins nuls rendent I’observation de ces noyaux impossible). La RMN offre de
nombreuses approches pour étudier les souches bactériennes sur des extraits en solution
comme la RMN *H - ¥*C ; COSY ; HMBC ; HMQC, mais aussi en solide avec une
sonde spécifique pour étudier les cellules entiéres de bactéries : la sonde HR-MAS
(High Resonance Magic Angle Spinning). Cette sonde reproduit I’hnomogeénéité d’un
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liquide par une vitesse de rotation importante de I’échantillon (5000 Hz) et permet
d’obtenir des signaux en haute résolution des molécules libres. Il est ainsi possible de
discriminer, dans un tissu vivant, les métabolites dissous dans les liquides

intracellulaires des polymeres constituants la membrane.

IV.A.1- RMN 'H-HRMAS

Le premier outil spectrométrique utilisé pour étudier les 30 souches bactériennes
est la RMN proton du solide, soit la RMN *H-HRMAS. Les échantillons analysés
proviennent de deux types d’expérimentation. La premiére expérimentation consiste a
cultiver en triplicat les 30 souches monospéficiques sur du milieu de culture ZoBell-
Agar a 14°C (z 1°C) au bout de 6, 10 et 18 jours. La deuxieme expérimentation consiste
a cultiver sur du milieu de culture VNSS-Agar, 16 souches bactériennes parmi les 30,
selon les mémes parametres de culture, afin de comparer les profils spectraux obtenus
aux cultures bactériennes sur milieu ZoBell. Une analyse est également effectuee sur
des morceaux de gélose sterile de ZoBell-Agar et de VNSS-Agar, afin de comparer leur

spectre a ceux des souches bactériennes.

Pour acquérir le profil spectral des différentes souches bactériennes cultivées, les
cellules bactériennes entiéres présentes sous forme de CFU (cultures monospécifiques)
sont prélevées et introduites dans un rotor d’oxyde de zirconium de 4 mm au Service
Commun de RMN & I’Université de Bretagne Occidentale (UBO"®, Brest). Les
échantillons sont homogénéises avec du D,O (Euriso-top, Saclay, France), le rotor est
ensuite correctement bouché sans bulles d’air et introduit dans la sonde HR-MAS SB
BL4 *H/*'P de I’aimant supraconducteur DRX de 500 MHz (Bruker). Il est alors soumis
a une rotation de 5000 Hz a 25°C. L’acquisition des spectres se fait sur 32 scans, et
selon un protocole standard de présaturation du pic de I’eau, suivi d’une normalisation
(prétraitement des spectres) en trois étapes :

() une correction de la ligne de base des spectres en utilisant un algorithme
standard de correction de la ligne de base du logiciel XWIN (Bruker)

(i) un référencement de tous les spectres des pics communs identifiés, tels que
les singulets méthyle de la glycine bétaine, a 6 = 3,90 et 3,26 ppm, ou celui
de I’alanine a & = 1,47 ppm
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(iii)  une réduction de I’échelle d’acquisition des spectres initialement compris
entre 0 et 12 ppm, et réduit a un intervalle compris entre 0 et 4,5 ppm (zones
des métabolites majoritaires)

Les spectres sont ensuite superposes, comparés et groupés visuellement grace au
logiciel MestReNova v 5.2.5 (MestRec, Santiago, Espagne). Une analyse en
composantes principales (ACP) automatique des spectres est également effectuée avec
le logiciel AMIX v 3.8 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Allemagne), en utilisant la
fenétre spectrale comprise entre 0,5 et 4,5 ppm, estimée étre la plus représentative, et
une matrice comprenant une taille rectangulaire d’analyse de 0,04 ppm. Les
déterminations préliminaires de composés sur les spectres en HR-MAS ont été réalisees
en s’appuyant sur les données botaniques (Broberg, 1998; Chauton et al., 2003a;
Chauton et al., 2003b; Krishnan et al., 2005) ou biomédicales a pH physiologique sur
différents tissus ou liquides.

IV.A.2 - RMN 1D et 2D

Des extraits de cultures bactériennes monospécifiques sont également passés en
RMN en solution, permettant une analyse plus approfondie des métabolites présents
chez ces bactéries marines, que par la HR-MAS sur cellules entiéres. Les 30 souches
sont mises en culture a 14°C (£1°C) sur des milieux ZoBell-Agar, en prenant soin de
bien inoculer toute la surface de la gélose, afin d’obtenir suffisamment de biomasse. Au
bout de 8 jours de croissance, toute la surface des boites de Petri est raclée délicatement
pour ne pas prélever de gélose, et les biomasses sont transférées dans des tubes Falcon
stériles de 50 mL contenant 3 mL de D,0O. Les échantillons sont ensuite homogénéisés
en trois étapes : 2 min de vortex, suivi de 2 min de sonication, et enfin une mise sous
pression par une FrenchPress a 1,5 bar. Les échantillons sont ensuite concentrés par
évaporation et transférés dans des tubes RMN avec 0,02 % d’azoture de sodium (NaNs),
afin d’empécher toute prolifération bactérienne. Au Service Commun de RMN de
I’'UBO"®, des spectres & 1 et 2 dimensions (1D et 2D), *H et *C de haute résolution sont
obtenus & partir de ces échantillons grace & la sonde triple résonance de 5 mm TBI *H
/(BB)/**C, de I’aimant supraconducteur DRX de 400 MHz (Bruker). Des séquences
pulsées standards en 2D enchainant une COSY (corrélation spectroscopique *H-"H), une
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HMQC (cohérence du quantum hétéronucléé multiple ‘H-*C), et une HMBC
(corrélation des liaisons multiples hétéronuclées), toutes les fois que la concentration
des extraits et que la résolution s’y prétaient. Quelques souches ont été extraites avec
des solvants apolaires afin d’affiner I’attribution de pics trés minoritaires dans les
extraits au D,0, et lever les certitudes liées a la solubilité insuffisante de certains
métabolites.

Les spectres des extraits en solution ont été travaillés grace au logiciel
MestReNova® et les caractérisations des composés identifiables ont été réalisées en
s’appuyant sur la base de données spectrales de composés purs, du Service Commun de
RMN de Brest, en tenant compte des écarts possibles dis a I’utilisation de solvants
parfois différents, des effets de pH ou de température.

IV.B - MALDI-ToF MS

Le second outil est la MALTI-ToF, un spectrometre de masse couplant une
source d’ionisation laser, assistée par une matrice « MALDI » (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) et un analyseur a temps de vol « ToF » (Time-of-flight mass
spectrometry). La résolution du spectrométre de masse permet une grande finesse des
pics, et est définie comme étant le rapport de la masse « m » du pic, sur la largeur & mi-
hauteur « Am ». Ainsi, plus la résolution est élevée, plus les pics sont fins. 1l est alors
possible de visualiser deux molécules de masses proches. Dans notre contexte d’étude,
le MALDI-ToF MS est équipé d’un réflectron (miroir électrostatique ou « miroir a
ions », qui dévie les ions avec un champ électrique, doublant ainsi la longueur du
chemin de vol de I’ion et augmente la résolution de I’instrument. Le spectrométre de
masse MALDI-ToF atteint alors des résolutions de 20 000 avec réflectron, contre 5 000

en mode linéaire sans réflectron.

Dans ce travail, la spectrométrie de masse MALDI-ToF a également été
effectuée sur des cellules entieres et vivantes de bactéries. Toutes les souches
bactériennes marines, a I’exception de la souche bactérienne Pseudoalteromonas sp.
Ld1 (isolée de L. digitata) sont étudiées.

Approximativement 1 a 2 pg de cellules bactériennes vivantes sont prélevées a

partir de CFU et sont directement disposées en un trés fin film bactérien sur une plaque
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de MALDI (MSP 96 ground S/N, Bruker). Chaque spot est recouvert avec 1 pL d’une
solution matrice d’acide a-cyano-4-hydroxycinnanique dans 50 % d’acétonitrile, et 50
% d’eau acidifié avec 2,5 % d’acide trifluoroacétique, et laissé sécher a I’air sous la
hotte microbiologique a température ambiante. Les spectres MALDI sont acquis sur un
Microflex Bruker Dactonics « Time-of-Flight » (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig,
Allemagne) du LBCM, en mode linéaire positif avec un voltage d’accélération de + 20
kV, un délai d’une durée de 300 ns et une longueur d’onde d’émission de 337 nm. A
chaque échantillon, un total de 200 tirs de laser consécutifs sont accumulés (4 x 50 tirs).
L’instrument est calibré a partir de 11 masses de référence suivantes (référencement
effectué par Bruker), d’une souche d’Escherichia coli CIP531 du laboratoire CGI-IPL
Bretagne (Lorient, France), cultivée pendant 24h a 37°C (x 1°C) sur du milieu CN :
RL36 4364,33 ; RS32 5095,82 ; RS34 5380,39 ; RS33 Meth 6254,39 ; RL32 6315,19 ;
RL30 6410,60 ; RL35 7157,74 ; RL29 7273,45 ; RL31 7871,06 ; RS15 8476,74 ; RS19
10137,57.

Tous les spectres sont ensuite lissés par I’algorithme centroide de Savitzky-
Golay et la ligne de base TopHat est soustraite. Les spectres de masse sont acquis avec
le logiciel FlexControl v 3.0 et analysés avec le logiciel FlexAnalysis v 3.0 (logiciels
disponibles avec I’instrument). Aprés I’acquisition de tous les spectres, le logiciel
Biotyper (Bruker) est utilise pour classer la totalité des 464 spectres individuels qui
composent la base de données, en utilisant une approche en ACP.

Par conséquent, pour effectuer ce travail, il a fallu tout d’abord analyser les 29
souches bactériennes par une acquisition de 16 spectres individuels par souche, d’un
signal d’intensité compris entre 2000 et 6000 unités, et sur une fenétre de masse
comprise entre 2000 et 18000 m/z. Ainsi, une base de données de 29 spectres consensus
est créée, basée sur la moyenne des 16 spectres individuels d’une méme souche, i.e. 29
spectres consensus x 16 spectres individuels, i.e. 464 spectres individuels. Ensuite,
différentes études sont menées a partir de cette base de données spectrales :

() les 464 spectres individuels composant la base de données sont comparés
avec les 29 spectres consensus provenant des moyennes de ces spectres
individuels, afin de vérifier la robustesse de cette base de données.

(i) De nouveaux spectres sont acquis sur les 29 mémes souches bactériennes

cultivées dans les mémes conditions que celles utilisées pour créer la base de
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données, a raison de 4 spectres individuels par souches, i.e. 116 nouveaux
spectres individuels ZoBell. Ces nouveaux spectres sont comparés a la base
de données.

(iif)  De nouveaux spectres sont acquis sur les 29 mémes souches bactériennes,
toujours dans les mémes conditions de culture, a I’exception du milieu
ZoBell-Agar qui est remplace par du VNSS-Agar. 116 spectres individuels
VNSS sont obtenus (i.e. 4 x 29 souches), qui sont a leur tour comparés a la

base de données.

Les résultats des comparaisons spectrales sont exprimés par un score chiffré, en
considérant qu’un score supérieur a 50 correspond a une similitude des spectres, et plus
le score est élevé, plus les souches comparées sont identiques. Les scores peuvent étre
assignés jusqu’a 5 des plus proches spectres consensus, soit jusqu’a 5 souches

bactériennes les plus ressemblantes d’un point de vue spectral.
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V - CAPACITE D’ADHESION ET DE FORMATION DE BIOFILM DES SOUCHES
BACTERIENNES CULTIVABLES

V.A - Adhésion des souches bactériennes sur microplagues 96 puits

V.A.l - Protocole

Le protocole d’adhésion des souches bactériennes a été inspiré des travaux de
these de Leroy (2006), qui a étudié entre autres, la formation de biofilms en
microplaques a 96 puits. Toutes les étapes ou il est nécessaire d’ouvrir les microplaques
sont réalisées sous hotte a flux laminaire, afin de rester en condition stérile. Ci-dessous
est schématisé le protocole d’adhésion des souches bactériennes étudiées et révélées
grace au marqueur d’ADN : le Di Aminido Phenyl Indol (DAPI) (Figure 33).

La 1%¢ étape de ce protocole est de mettre en route des cultures bactériennes
monospécifiques liquides. Pour cela, une UFC par souche bactérienne est prélevée a
partir de culture sur boite de Petri contenant du milieu ZoBell — agar, et ayant été
cultivee durant plusieurs jours a 13°C (x 1°C). Les UFC sont directement introduites
dans des tubes Falcon de 50 mL contenant 10 mL de milieu de culture ZoBell. Les tubes
Falcon sont alors placés trois jours sous agitation orbitale a 20°C et a 250 rpm. Les
cultures monospécifiques obtenues sont ensuite culottées par centrifugation a 4°C
pendant 10 min a 7000 rpm. Puis, les culots sont lavés a trois reprises dans un volume
de 5 mL d’EMSF, et remis en suspension dans de I’lEMSF, a une DOggo = 2.

Selon les différentes études effectuées sur la capacité d’adhésion des souches, la
seconde étape de distribution des suspensions bactériennes dans les puits des
microplaques sera différente, et détaillée dans les paragraphes suivants. En revanche,
toutes les autres étapes seront effectuées selon le protocole établi (Figure 33), et détaillé

ci-apres.
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Figure 33 : Représentation schématique des différentes étapes du protocole d’adhésion des
bactéries.

Les microplaques sont recouvertes et incubées 2 heures a température ambiante
sous agitation orbitale de 300 rpm. Elles sont ensuite renversées pour en retirer les
suspensions bactériennes. Les bactéries non adhérées sont alors éliminées par trois
lavages successifs : les plaques sont mises sous agitation orbitale de 250 rpm, pendant 3
min, avec 200 pL par puits d’une solution préalablement stérilisée de NaCl 36g.L™ (eau
salée), puis sont a nouveau renversées. Ensuite, les bactéries adhérées sont fixées par
une incubation durant 1h30 a 4°C avec 200 pL d’une solution d’eau salée contenant 2,5
% de formaldéhyde préalablement stérilisée par filtration sur 0,20 um. L’ ADN bactérien
est alors coloré a I’obscurité et a température ambiante pendant 20 min, avec 200 pL
d’une solution d’eau salée contenant du DAPI a 4 pug.mL™, préalablement filtrée sur
0,20 um. Puis, ’excés de DAPI est éliminé par trois lavages successifs a I’eau salée.
Enfin, le DAPI complexé a I’ADN des bactéries adhérées est solubilisé par I’ajout de
200 puL d’une solution d’éthanol (EtOH) a 95 %, pendant 15 min a température
ambiante et sous agitation orbitale de 250 rpm. La fluorescence est finalement mesurée
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a 360 nm de longueur d’onde d’excitation et 510 nm de longueur d’onde d’émission,
avec le lecteur de microplaques Safire’ (TECAN), relié au logiciel Magellan Explorer v
5.03. Lors des diverses expériences, quelques puits de chaque microplaque ont été
ensemencés avec uniquement 200 uL. d’EMSF, afin de déduire les valeurs de fluorescence
de ce « blanc » aux valeurs de fluorescences obtenues dans les puits contenant les bactéries

adhérées.

V.A.2 - Choix de la microplaque

La premiére étape de ce travail a été de choisir la microplaque qui sera utilisée
pour tous les tests d’adhésion. Pour cela, trois types de plaques ont été testés :
- OptiPlate 96F®: en polystyréne noir, fond noir, non traitée, non stérile
(stérilisation a I’EtOH 70 % par immersion, puis aux UV pendant 30 min chacun)
- Nunc® : en polystyréne noir, fond noir, non traitée, stérile (Leroy et al., 2007)

- Costar® : polystyréne noir, fond en verre transparent, non traitée, stérile

Les expériences d’adhésion sur les trois types de plaque ont été réalisées sur 11
souches bactériennes: 3 souches isolées de la macroalgue brune L. digitata
(Paracoccus sp. Ld16, Pseudoalteromonas sp. Ld18 et Pseudoalteromonas sp. Ld20),
2 souches de la SBR (Zobellia galactanivorans Dsij' et Cobetia marina ATCC 25374"),
les 2 souches de I’lfremer dont des expériences d’adhésion cellulaire similaire ont déja
été effectuées (Vibrio sp. DO1 et Pseudoalteromonas sp. D41), et enfin 4 souches du
LBCM (Pseudoalteromonas sp. 3J3, Pseudoalteromonas sp. 3J6 et 3J6 GFP, et
Paracoccus sp. 4M6).

Chaque microplaque de 96 puits a été ensemencée de la maniere suivante : 200 pL
d’EMSF a été distribuée dans les 8 puits de la premiére colonne (i.e. blanc), et 200 pL
de suspension bactérienne en EMSF a DOgo = 2 a été distribuée dans les puits des 11
autres colonnes, a raison d’une souche bactérienne par colonne. La suite du protocole
est détaillée dans le paragraphe précédent. L’expérience n’a été réalisee qu’une seule
fois sur chacune des microplaques testées.

Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes, a raison d’un
histogramme par type de microplaques. Ils représentent la valeur moyenne de la
fluorescence des 8 puits pour chaque souche bactérienne, a laquelle est déduite la valeur
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moyenne de la fluorescence du blanc (EMSF). Les erreur-types sont calculés a I’aide du

logiciel Microsoft Excel.

V.A.3 - Etude de I’adhésion

Tous les résultats ont été traités avec le logiciel Microsoft Excel, qui a permis de
calculer les erreur-types, d’effectuer un test de Student avec un niveau statistique de
significativité fixé a 95 %, soit p < 0,05.

V.A.3.1- En EMSF

Le pouvoir d’adhésion des 29 souches bactériennes sélectionnées (excepté la
souche non viable Pseudoalteromonas sp. Ldl) a été testé en microplaques 96 puits
Costar. Comme précédemment, 200 L d’EMSF ont été ensemencés dans les puits de la
premiere colonne, et les 11 autres colonnes ont été ensemencées avec 200 uL de
suspension bactérienne d’une DOggo = 2, a raison d’une souche bactérienne par colonne,
i.e. 8 puits par souche. Chaque souche bactérienne a été testee 5 fois sur des
microplaques différentes, & des jours différents et avec des cultures bactériennes
différentes (i.e. 5 séries d’expérimentation). Ce procédé permet d’avoir une idée de la
répétabilité des résultats de fluorescence d’une souche bactérienne au sein d’une méme

microplaque, mais aussi de la reproductibilité entre différentes microplaques.

Un premier travail d’analyse a été effectue sur la reproductibilité de I’adhésion
pour une souche bactérienne donnée sur des plaques différentes (5 séries). Les résultats
d’adhésion sont representés sous forme d’histogrammes, qui représentent la valeur
moyenne de la fluorescence des 8 réplicats par souche, a laquelle est déduite la valeur
moyenne de la fluorescence du blanc (EMSF). Une étude statistique sur la
reproductibilité des valeurs de fluorescence entre les différentes séries d’adhésion, gréace
au test de Student, a également été effectuée. Ces résultats sont exprimés sous forme
d’un tableau.

Tous les résultats d’adhésion sont ensuite synthétisés dans un second tableau.
Pour chaque série, les valeurs de fluorescence moyennes des 8 réplicats apres
soustraction de celle des 8 réplicats du blanc sont exprimées par des sigles. La derniére
colonne du tableau correspond a la moyenne des 5 séries d’expérience d’adhésion en
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EMSF. Lorsque les valeurs moyennes de DOs3o obtenues sont inférieures a 2500, alors
I’adhésion est considérée comme nulle et représentée par un « - »; quand elles sont
comprises entre 2500 et 10000, I’adhésion est dite faible et caractérisée par un « 0 » ;
enfin, lorsqu’elles sont supérieures a 10000, I’adhésion est considérée comme forte et

représentée par un « + ».

V.A.3.2 - En présence de métabolites extraits de L. digitata

Lors de cette expérience, douze souches bactériennes isolées de L. digitata, les
quatre souches de la SBR, les deux souches d’Ifremer ainsi que les souches du LBCM,
excepté Bacillus sp. 4J6, ont été utilisées. Les métabolites testés sont issus des
extractions au méethanol (MeOH) et a I’acétate d’éthyle (EtAc), effectuées a partir des
trois parties de thalles de L. digitata (cf paragraphe 111.A.3 p.61). Cing extraits ont
ainsi été préparés :

- extrait de crampons a I’acétate d’éthyle : extrait « C-EtAc »
- extrait de crampons au méthanol : extrait « C-MeOH »

- extrait de stipes a I’acétate d’éthyle : extrait « S-EtAc »

- extrait de stipes au méthanol : extrait « S-MeOH »

- extrait de lames au méthanol : extrait « L-MeOH »

Les 29 souches bactériennes marines, d’une DOggo = 2, ont été co-incubés en
triplicats dans des microplaques a 96 puits, 2h avec les différents extraits prépares, dans
un volume finale d’EMSF de 200 pL et 4 une concentration finale de 1 mg.mL™. La
concentration en DMSO finale retrouvee dans les puits est alors inférieure a 0,1 %. Un
blanc d’EMSF (200 uL d’EMSF seule), un témoin d’adhésion en EMSF (200 uL de
suspension bactérienne en EMSF : « Témoin») et un témoin solvant (200 uL de
suspension bactérienne contenant une concentration finale en DMSO inférieure a 0,1
% : « Témoin DMSO », pour évaluer la toxicité eventuelle du solvant sur les souches
bactériennes) ont également été réalisés en triplicat. Les différentes conditions
d’adhésion pour une méme souche bactérienne sont effectuées sur une méme
microplaque.

Lorsque les conditions testées n’ont aucun effet sur I’adhésion (p > 0,05), alors
le sigle « 0 » est représenté. A I’inverse, lorsque p < 0,05, ceci signifie que le pouvoir

d’adheésion des souches bactériennes testées est modifié. Le sigle « + » correspond a une
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adhésion favorisée par la condition testée, tandis que le sigle «-» signifie que le

pouvoir d’adhésion est diminué.

V.A.3.3 - En présence d’exsudats de L. digitata

Lors de ce travail, deux types d’exsudats d’algues ont été testés : ceux
naturellement exsudés par les algues, et ceux libérés en réponse a une élicitation par les
GG. La préparation de ces exsudats est décrite dans le paragraphe 1.C.2 p.89 de ce
chapitre. Pour cette expérience, 1 g de plantules de L. digitata a été utilisé dans un
volume de 50 mL d’EMSF, contenu dans des tubes Falcon de 50 mL.

Sur chaque microplaque, 6 puits ont été consacrés a I’'EMSF pour le blanc (200
uL par puits), et le reste de la microplaque, aux 22 souches bactériennes a tester. 100 pL
de suspensions bactériennes d’une DOgy d’ensemencement de 3 (au lieu de 2 pour les
adhésions en EMSF) ont été déposées dans les puits, ceci en raison de I’ajout de 100 uL
de différents types d’EM qui diluent dans les puits la DOggo finale des suspensions
bactériennes. Les EM testées sont : 'EMSF pour le témoin, ’EM+Alg pour étudier
I’effet des exsudats naturellement sécrétés par les algues, et ’EM+AIg+GG pour étudier
I’effet des exsudats secrétés par les algues stressées aux GG. Trois puits sont utilisés par
souche et par condition a tester, et cette expérience est réalisée en duplicat.

Les résultats sont présentés sous forme d’un tableau. Il représente la moyenne
des valeurs de fluorescence des bactéries adhérées (3 puits par souche bactérienne et par
condition a tester) aprés soustraction de la valeur moyenne de la fluorescence du blanc
(6 puits d’EMSF). Quand les exsudats testés n’ont aucun effet sur I’adhésion (p > 0,05),
alors le sigle « 0 » est représenté. A I'inverse, lorsque p < 0,05, ceci signifie que le
pouvoir d’adhésion des souches bactériennes testées est modifié. Le sigle «+»
correspondant a une adhésion favorisée par les exsudats, et «-» & un pouvoir

d’adhésion diminué.

V.A.3.4 - En présence de métabolites individuels

Cing souches bactériennes ont été étudiées : 2 souches bactériennes isolées de L.
digitata, Cobetia sp. Ld8 et Pseudoalteromonas sp. Ld20 ; et 3 souches marines de
référence, Zobellia galactanivorans, Pseudoalteromonas sp. D41 et Pseudoalteromonas
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sp. 3J6. Tous les tests d’adhésion ont été réalisés comme suit: aux 100 pL de
suspensions bactériennes d’une DOgy = 3, 100uL de solution a tester a différentes
concentrations sont ajoutées (DOgoo finale des suspensions bactériennes: 1,5). Les
expériences sont réalisées en triplicat sur une méme microplaque. Sur chaque plaque,
des témoins négatifs contenant uniquement de I’EMSF et les composés a tester sont
effectués, afin de soustraire les valeurs moyennes de fluorescence de ces témoins a
celles obtenues pour les souches bactériennes adhérées.

Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes, a raison d’un
histogramme par métabolite purifié ou de sa préparation commerciale stabilisée. Ils
représentent la moyenne des valeurs de fluorescence des bactéries adhérées (3 puits par
souche bactérienne et par metabolite & différentes concentrations) et leur erreur-type.
Lorsqu’une différence d’adhésion significative apparait en présence des métabolites par
rapport aux téemoins d’adhésion en EMSF, elle est représentée par une étoile sur

I’histogramme.

Les composés testés individuellement sont des composés industriels, bien
connus chez L. digitata pour étre exsudés suite ou non a une élicitation par des
oligoguluronates.

Il s’agit du mannitol, un diol ou “sucre-alcool” a 6 carbones, parmi les plus
abondants dans la nature. On le retrouve chez L. digitata en abondance sur toute la
surface de son thalle (cf paragraphe 111.B.3.6 p.83).

Le diiodométhane est un composé présent chez les laminaires en grande
quantité, ce qui fait de ces laminaires les plus importants réservoirs a iode parmi les
systemes vivants. On sait également que le CHal, est le plus important compose
organique iodé libéré par I’algue lors d’une élicitation aux GG (cf paragraphe 111.B.3.2
p.71). 1l est donc tout naturel de tester ce composé sur I’adhésion des bactéries marines
isolées de L. digitata, mais aussi sur celle de bactéries marines exogenes a I’algue.

Enfin, le troisiéme composé testé est le Stabrex ST40®. Ce dernier est un produit
commercial développé par Nalco Chemical Company, dans le but de contrbler les
microorganismes dans les colonnes d’eau. Il est basé sur un acide hypobromeux
stabilisé antimicrobien (HOBFr) : I’acide N-bromoaminoéthanesulfonique. Cet acide est
produit par les éosinophiles (leucocytes polynucléaires) dans I’oxydation de bromine,
enzymatiquement catalysée par du H,O, qui réagit avec I’acide aminoéthanesulfonique
(la taurine) (Hjeresen, 2001). Le STABREX® ST40 est donc un mélange d’hydroxyde
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de sodium et de solution antimicrobienne de brome liquide alcalin stabilisé. Dans notre
contexte d’étude, ce produit est utilisé de par son contenu en HOBr. En effet, le brome
est I'un des composes halogénés connus pour étre en forte concentration chez L.

digitata (cf paragraphe 111.B.3.2 p.71).

> Le mannitol

L’adhésion bactérienne est étudiée en présence des 5 concentrations de mannitol
en EMSF suivantes : 2,5 pg.mL™, 25 pg.mL™, 250 pg.mL™, 2,5 mg.mL™ et enfin 25

mg.mL™.

> Le diiodométhane : CHsl,

Le CHal, n’étant pas soluble dans I’eau de mer, il est préalablement mis en
suspension dans 100 % de DMSO (diméthylsulfoxyde) a une concentration de 10
mg.mL™. A partir de cette solution mére de CH,l,-DMSO, différentes concentrations de
CHyl, en EMSF sont effectuées pour tester leur effet sur I’adhésion des bactéries : 5
pgmL™, 10 pgmL™, 20 pgmL™, 50 pgmL™ et 100 pg.mL™. De par les dilutions
successives lors de la préparation des différentes solutions a tester, les teneurs en
DMSO maximales retrouvees dans les solutions les plus concentrées en CH,l, sont de 1
%, soit au final & 0,5 % avec les suspensions bactériennes. Les teneurs les plus faibles
étant de 0,01 % final pour les solutions & 5 pg.mL™. Ces faibles teneurs devraient donc

limiter I’effet du solvant sur I’adhésion bactérienne.

> STABREX ST40® : HOBr

L’adhésion bactérienne est testée en EMSF avec plusieurs dilutions du produit
commercial STABREX® ST40: 10°, 2.10%, 10*, 2.10° et 10°. (3 pL de Stabrex® dans
1 mL d’eau = teneur totale en brome 2,2 ppm).
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V.B - Formation de biofilm en chambre a flux

V.B.1 - Mise en place du systeme

L’étude de la formation de biofilm a été réalisée en systéme de chambre a flux
(Flow Cell), au LBCM de Lorient. Toutes les expériences ont été effectuées suivant un
méme protocole décrit et schématisé ci-dessous (Figure 34), dans une piéce
thermostatée a 21°C (x 1°C).

Seringue
Condition
2 Flowcell 2
n Stop-flux
"> Bubbletrap
Condition
! Pompe ok
péristaltique a : Bubbletrap E
6 canaux *
Stop u Stop-flux
flu = Rt Poubelle
Flowcell 1
Seringue

Figure 34 : Représentation schématique du montage pour créer et étudier la formation des
biofilms.

Le systeme est équipé d’erlenmeyers contenant les milieux a tester (Témoin, Condition 1 et Condition 2),
d’une pompe péristaltique pour pomper a une vitesse déterminée le milieu de culture, et alimenter les
flowcells dans lesquelles ont été injectées les souches bactériennes. Des pieges a bulles (bubbletraps) sont
disposés entre la pompe et les flowcells, afin de piéger les éventuelles bulles d’air contenues dans les
milieux de culture. Des clips « stop-flux » sont positionnés sur chaque tube, en amont et en aval des
flowcells, pour couper le flux pendant I’injection des bactéries et des fluorochromes, mais également pour
empécher toute remontée des bactéries dans le systéme positionné en amont lorsque le flux est stoppé. Un
bécher « poubelle » de 2 L est disposé a la fin du montage, de maniere a récupérer le flux de milieu de
culture a sa sortie.
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Les Flow Cells (FC) sont des chambres d’adhésion a trois canaux, de 1 x 40 x 44
mm de dimension (Biocentrum, DTU, Danemark), et qui permettent I’écoulement d’un
flux laminaire (Christensen et al., 2002). Elles sont préparées la veille de la mise en
route du systeme. Une lamelle en verre de 48 x 50 mm (knittel glasser) est montée sur la
base des FC, afin de fermer ces derniéres. Les FC sont ensuite raccordées au montage,
et de I’eau de javel a 0,5 % est injectée pendant 30 min a une vitesse de flux de 20 rpm,
grace & une pompe peristaltique a six canaux (Watson Marlow 205 U). Cette étape
permet de bien nettoyer et stériliser le systeme. Ensuite, de I’'H,O mQS est passee

durant toute une nuit a 2 rpm, dans le but d’éliminer toute trace d’eau de javel.

V.B.1.1 - Premiére étape : I’adhésion des bacteéries

Lors de chaque expérience, trois milieux de culture ont été testés en paralléle : le
milieu ZoBell étant le milieu témoin, et les deux autres conditions étant des milieux de
culture ZoBell enrichis difféeremment selon les types d’expérience a réaliser. Les
milieux de culture sont reliés au montage juste avant d’injecter les bactéries, en
raccordant les tubes & proximité d’un bec électrique pour garder la zone stérile. Le flux
est pompé a 0,8 rpm, afin d’alimenter tout le systéme. Une fois les FC remplies de
milieux de culture, le flux est stoppé par I’arrét de la pompe et les stop-flux clipsés en
amont et en aval des FC. Des piéges a bulles (ou Bubbletraps) sont positionnés a la
sortie de la pompe, juste avant les FC, afin de piéger les éventuelles bulles d’air qui

viendraient détériorer la formation des biofilms.

Les bacteries étudiées sont cultivées dans 8 mL de milieu ZoBell contenu dans
des tubes Falcon de 50 mL, a 20°C sous agitation orbitale de 250 rpm pendant trois
jours. Elles sont ensuite culottées par centrifugation a 4°C, pendant 10 min a 7000 rpm.
Les culots sont rinces & trois reprises avec 5 mL d’EMSF, et finalement repris en EMSF
a une DOggp = 2. Les stop-flux en amont sont alors ouverts pour injectées les bactéries a
I’entrée des FC, a raison de 300 pL de suspension bactérienne par chambre. De la colle
silicone (3M) est immédiatement appliquée sur les tubes pour boucher les trous causes
par les injections, et les stop-flux sont de nouveau clipsés. Afin de permettre I’adhésion
des bacteries sur les lamelles des FC, celles-ci sont retournées. Au bout de 2h, les stop-
flux sont ouverts et le flux est rallumeé a 0,8 rpm pour éliminer les bactéries non

adhérées. Aprés 15 min de flux, les FC sont observées en contraste de phase en
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microscopie confocale a balayage laser DMB6000B (MCBL, Leica Microsystems,
Heidelberg, Allemagne), avec un objectif & immersion a huile x63. Six photographies
des bactéries adhérees sont prises par chambre : trois en zoom normal (x1), et trois

autres en zoom x4.

V.B.1.2 - Deuxieme étape : la formation des biofilms

La formation de biofilm est observée au bout de 24h de croissance bactérienne
sous flux hydrodynamique de 0,8 rpm de milieux de culture a tester. Le flux est alors
interrompu, les stop-flux en amont sont clipsés, et un fluorochrome est trés délicatement
injecté dans les flowcells pour ne pas détériorer le biofilm, a raison de 250 pL de
colorant a 20 pM par chambre a flux. Les clips sont immédiatement refermés et les FC
enveloppées de papier aluminium pour les préserver de la lumiere. Le fluorochrome
utilisé est le SYTO 61 Red (Molecular Probes). C’est un marqueur intercalant
fluorescent, qui se fixe a I’ADN en pénétrant a travers toutes les membranes
bactériennes et qui permet de marquer les cellules bactériennes (mortes ou vivantes) en
rouge. Sa longueur d’onde d’excitation est de A = 633 nm et sa longueur d’onde

d’émission de 645 < A < 700 nm.

Apres 15 min de coloration a I’obscurité et a température ambiante, les FC sont
de nouveau observées au MCBL avec I’objectif & immersion a huile x63. Les prises de
vue sont réalisées en surface et dans les différentes couches des biofilms (tous les
micrométres), afin d’appréhender la structure du biofilm monospécifique. De 3 a 5
prises de vue sont effectuées par chambre. Le traitement des images s’effectue en
plusieurs étapes. La premiére étape est réalisée sur le logiciel Leica Confocal®. Il
permet de traiter les images en reconstituant les biofilms tridimensionnels (3D) grace
aux images prises dans les couches des biofilms (z), et d’avoir différents points de vue
de ce biofilm reconstitué (vues de dessus, en coupe, en section, en 3D avec ou sans effet
d’ombre). Ensuite, tous les fichiers de chaque prise de vue sont analysés par le logiciel
COMSTAT® (Heydorn et al., 2000). Ce dernier permet de déterminer les épaisseurs

moyenne et maximale des biofilms, mais aussi, la biomasse bactérienne des biofilms.
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V.B.2 - Etude de la formation de biofilm dans différentes conditions de

culture

V.B.2.1 - En milieu de culture ZoBell

Les biofilms formés en milieu de culture ZoBell correspondent a la condition
témoin de toutes les expériences réalisée en FC, excepté celles avec le diiodométhane
qui nécessite un supplément de DSMO pour étre solubilisé. Par conséquent, il y a 2
témoins pour les souches Agrococcus sp. Ld7 et Pseudoalteromonas sp. D41, 3 témoins
pour Pseudomonas sp. Ld6 et Pseudoalteromonas sp. 3J6, 4 témoins pour Zobellia

galactanivorans, et enfin 5 témoins pour Pseudoalteromonas sp. Ld20.

V.B.2.2 - En présence d’exsudats d’algues dans le milieu de culture ZoBell

Trois souches isolées de L. digitata (Pseudomonas sp. Ld6, Agrococcus sp. Ld7
et Pseudoalteromonas sp. Ld20), et trois souches marines de référence
(Pseudoalteromonas sp. D41, Pseudoalteromonas sp. 3J6 et Zobellia galactanivorans)

sont utilisées pour réaliser ces expériences, en triplicat.

Les milieux de culture sont préparés juste avant I’injection des bactéries dans les
FC. Les exsudats étudiés sont les exsudats sécrétés naturellement par I’algue, et ceux
sécrétés apres élicitation. Ici, 2 g de plantules de L. digitata sont incubés dans 100 mL
d’EMSF, et traité selon le paragraphe 1.C.2 p.89. Les EM+Alg+GG sont alors
incorporées au milieu de culture, aprés filtration a 0,2 um, a la place du volume
d’EMSF normalement utilisé pour préparer le milieu de culture ZoBell (cf paragraphe
11.C.1 p.93). Ainsi, 100 mL de chaque milieu sont préparés: un milieu de culture
Témoin contenant uniquement du milieu de culture ZoBell, un milieu de culture ZoBell
préparé avec de I’EM+Alg, et enfin, un milieu de culture ZoBell préparé avec de
’EM+AIg+GG. L’adhésion est observée a 2h et le biofilm a 24h, selon les protocoles
décrits ci-dessous.
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V.B.2.3 - En présence de métabolites individuels dans le milieu de culture
ZoBell

> Le mannitol

Le mannitol est sécrété constitutivement par les algues a leur surface. Il
représente une source carbonée nutritive pour les bactéries, et pourrait de ce fait
favoriser la formation de biofilm & la surface des thalles de laminaires.

Seules les souches Pseudoalteromonas sp. Ld20 et Zobellia galactanivorans sont
testées pour cette expérience, en duplicat. Deux concentrations de mannitol sont
ajoutées au milieu de culture ZoBell Témoin : 2,5 pg.mL™ et 250 pg.mL™. L’adhésion

est observée a 2h et le biofilm a 24h, selon les protocoles décrits ci-dessus.

> Le diiodométhane : CHsl,

Le CHyl, serait susceptible d’étre un des produits de la défense chimique de

I’algue qui permettrait a cette derniére de combattre la prolifération bactérienne a sa
surface puisqu’il est le principal composé halogéné volatil (CHV) libéré suite a une
élicitation aux GG.
Trois souches sont testées : Pseudoalteromonas sp. Ld20, Zobellia galactanivorans et
Pseudoalteromonas sp. D41. Une seule concentration est testée, d’aprés des résultats
obtenus par Tessier (2005). Le CH.l, n’étant pas soluble dans le milieu ZoBell, il est
repris dans du dimethyl sulfoxide (DMSO), et incorporé par la suite dans le milieu de
culture ZoBell a une concentration finale de 5 ug.mL'l, a 0,5 % de DMSO. Du DMSO a
0,5 % est également ajouté au milieu de culture ZoBell témoin pour en vérifier un
éventuel effet sur la formation de biofilm. L’adhésion est observée a 2h et le biofilm a
24h, selon les protocoles décrits ci-dessus.

Tous les résultats de cette partie V.2.B sont présentés sous forme
d’histogrammes. Ils représentent les valeurs moyennes des valeurs moyennées des 2 a 5
prises de vue par série et par souche bactérienne, de la biomasse (um’.um?), de
I’épaisseur moyenne et maximale (um) des biofilms formés dans différents type de
milieu de culture ZoBell. Lorsqu’il y a significativement une différence de la biomasse
ou de I’épaisseur moyenne ou maximale du biofilm, en présence des métabolites par

rapport aux téemoins d’adhésion en EMSF, elle est représentée par une étoile sur
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I’histogramme. Les biofilms formés sont également présentés par reconstitution
informatique des images de microscopie confocale a balayage laser prises dans la
couche z (épaisseur) du biofilm obtenue. Ainsi, sont représentées les coupes en section,
les coupes transversales et les reconstitutions du biofilm en 3D avec effet d’ombrage.
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Chapitre 111 Nouvelles approches pour la caractérisation
de bactéries marines épiphytes isolées de
Laminaria digitata

Dans ce chapitre, les résultats traitent des bactéries associées aux thalles de
Laminaria digitata, dans un contexte de développement de nouvelles approches
spectrométriques et moléculaires pour étudier la diversité taxonomique et métabolique.

I se compose de cing parties.

La premiére concerne I’isolement de souches bactériennes cultivables associées,
a différentes périodes de I’année 2006, et échantillonnées au niveau des quatre parties
distinctes du thalle de I’algue. Cet isolement a permis de fournir la matiere premiére
necessaire a la réalisation des différents travaux de cette these.

La seconde partie concerne le descriptif taxinomique de quelques unes de ces
souches isolées, par des méthodes de biologie moléculaire, incluant une douzaine de
souches marines de référence principalement isolées de surfaces de matériaux inertes et
préstérilises (verre, inox, téflon). Cette caractérisation permet d’avoir une vue
d’ensemble d’une partie de la biodiversité bactérienne associée a L. digitata, et ainsi, de
la comparer a celle associée a d’autres surfaces organiques ou inorganiques. La
microflore bactérienne associée a cette algue est-elle spécifique ?

Ensuite, la troisieme partie est consacrée a la mise au point d’outils nouveaux
pour caractériser les microflores bactériennes. L’utilisation d’outils spectrométriques en
tant que méthodes rapides d’identification bactérienne représente-elle une solution
intéressante pour les identifications en routine ? Si oui, avec quelles limitations et
contraintes. La spectroscopie permet-elle une caractérisation originale (protéome et
métabolome) et rapide au-dela des tests biochimiques classiques ?

Enfin, la quatrieme partie est constitué de travaux débutés sur la mise au point de
techniques moléculaires pour caractériser la microflore bactérienne totale (bactéries
cultivables ou non) associées aux thalles de L. digitata. Le but de ces expériences était
de réaliser des empreintes moléculaires (principalement avec des bandes de produits
d’amplification 16S ou d’ITS) des thalles de L. digitata sauvages, et de les comparer a
des empreintes de microflores associées a des thalles soumis a des stress abiotiques. Les
réactions de défense de I’algue influent-elles sur la biodiversité bactérienne épiphyte ?

Cette premiére partie de résultats se termine par une discussion générale.
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Résultats et discussions

Figure 35 : Observation en microscopie électronique a balayage de la surface des différentes parties
d’un thalle de L. digitata.

(A1-2) Crampon ; (B1-2) Stipe ; (C1-2) Méristéme ; (D1-2) Lame
Images en microscopie électronique a balayage (x 2000)
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| - ISOLEMENT ET SUIVI SAISONNIER DES POPULATIONS
BACTERIENNES CULTIVABLES

I.A - Observation au MEB de la surface d’un sporophyte de L.
digitata

L. digitata est une algue brune qui visuellement semble dépourvue de
macroorganismes épiphytes. Les observations en MEB (microscopie électronique a
balayage) de la surface de [I’algue montrent qu’elle est épiphytée par des
microorganismes, quelque soit la partie de son thalle (Figure 35). Essentiellement des
bactéries en batonnet, rondes, formant ou non des chaines, mais également des

diatomées ou des spores de microalgues.

1.B - Isolement des souches bactériennes associées

L’échantillonnage des thalles de L. digitata a été effectué durant quatre périodes
de I’année 2006, en janvier, mars, mai et octobre, a partir des quatre parties du thalle de
la laminaire : le crampon, le stipe, le méristeme et la lame. Deux techniques d’isolement
ont été utilisées en parallele : (i) la sonication des morceaux d’algues, puis filtration de
I’EMSF, et (ii) la découpe de morceaux préalablement rincés a ’EMSF. Les filtrats et
les morceaux ont ensuite été ensemencés sur des boites de Petri contenant un milieu de
culture ZoBell (Figure 36).

Une différence quantitative d’isolats bactériens a été mise en évidence entre les
quatre prélevements saisonniers, et entre les quatre parties du thalle (Figure 37). En
effet, les résultats montrent que la diversité bactérienne triple entre janvier (19 isolats
bactériens) et mai 2006 (61 isolats bactériens), mais qu’elle diminue de nouveau
pendant la période d’échantillonnage d’octobre (25 isolats bactériens). De plus, il
semblerait que le crampon soit la partie du thalle la plus sujette a la diversité
bactérienne épiphyte, puisqu’il réunit a lui seul 65 isolats bactériens sur I’ensemble des
périodes d’échantillonnage, contre 20 pour le stipe, 29 pour le méristeme et 20

également pour la lame agée.
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Résultats et discussions

Figure 36 : Isolement sur boites de Petri de bactéries épiphytes de L. digitata selon deux techniques.

(A) Isolement bactérien a partir de morceaux de thalles posés directement sur le milieu de culture ZoBell
(B) Isolement a partir de filtrats de 8 um de morceaux de thalles soniqués en eau de mer stérile, étalés sur
milieu de culture ZoBell

Nombre d'isolats obtenus par partie du
thalle et par période d'échantillonnage:

Lame: 20
Méristéme : 29
Stipe: 20

Crampon : 65

Janvier Mars Mai Octobre

Total des ' 1 " >F
isolats par mois - 29

Figure 37 : Représentation graphique de la variation saisonniére des isolats bactériens associés aux
différentes parties de sporophytes de L. digitata.

Les barres de I’histogramme correspondent aux différentes parties d’un thalle de L. digitata (crampon,
stipe, méristéme et lame &gée). Les chiffres dans les barres correspondent au nombre d’isolats bactériens
cultivés, et les couleurs, aux différentes périodes d’échantillonnage (Rose : janvier ; : Mars ; Vert :
mai ; Bleu : octobre). Le tableau correspond au nombre total d’isolats bactériens distincts obtenus sur
I’ensemble du thalle par période d’échantillonnage.
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Il - TAXONOMIE MOLECULAIRE D’UNE SELECTION D’ISOLATS
BACTERIENS

Dix-huit souches bactériennes isolées de L. digitata et cultivées sur milieu de
culture ZoBell ont été sélectionnées pour réaliser la suite du travail. Ces 18 souches ont
été nommées de Ldl a Ld20 (Ld2 et Ld3 n’ont plus été cultivables par la suite et ne
seront donc pas présentés dans les résultats). A celles-ci ont été ajoutées 12 souches
dites de reférence : 2 souches provenant de I’lfremer de Brest (Vibrio sp. D01 et
Pseudoalteromonas sp. D41), 6 souches du LBCM de Lorient (Pseudoalteromonas sp.
3J3, 3J6, 3J6GFP, Bacillus sp. 4J6, Cytophaga sp. 1M6 et Paracoccus sp. 4M6), et
enfin, quatre souches de la SBR (Zobellia galactanivorans Dsij', Pseudoalteromonas
carrageenovora ATCC 43555', Pseudoalteromonas haloplanktis ATCC 14393 et
Cobetia marina ATCC 25374,

I1.A - Amplification du géne de I’ADNr 16S

Dans un premier temps, le gene de ’ARN 16S de toutes ces bactéries a été
amplifié par PCR. Différents protocoles ont été testes, et c’est celui basé sur des
amplifications effectuées directement sur les cellules bactériennes entieres qui a été
retenu. A chaque amplification, un témoin négatif (sans bactérie) est réalisé, et les
résultats sont observés par électrophorése sur gel d’agarose a 1 % (Figure 38).

Souches isolées de L. digitata (Ld) Souches de référence
_/\_ _A_

I ™ I 3080
1 4 5 6 7 8 9 10 14 16 16 17 18 19 20 MT Ph Pc Cm Zg DO1 D411M6 4M6 406 3J3 3J6 gfp TN

Liidid
L1 1 Tey

— - e — " = GO L geow e — - e -

Figure 38 : Produits d’amplification PCR du géne d’ADNr 16S des souches bactériennes isolées de
L. digitata et de référence, sur gel d’électrophorese agarose 1 %.

Les souches bactériennes associées a L. digitata sont numérotées de 1 a 20 ; MT : Marqueur de taille

Smart Ladder ; TN : Témoin négatif, sans ADN bactérien ; Ph : P. haloplanktis ; Pc : P. carrageenovora ;
Cm : C. marina; Zg : Z. galactanivorans.
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Une bande d’amplification unique a 1500 pb a été obtenue pour toutes les
souches bactériennes. Le TN est exempt d’amplification, signifiant que I’étude
phylogénétique peut étre correctement réalisée sur les produits PCR 16S non

contaminés.

11.B - Etude phylogénétique

Apres purification des produits d’amplification PCR, préparation des réactions
de séquences, et séquencage sur la plateforme Ouest-Génopble de la SBR, des
séquences d’ADNr 16S de 1370 bases maximum ont été obtenues. L’analyse
phylogénétique a permis I’identification des isolats bactériens au niveau du genre
(jusqu’a 99 % d’identité au minimum), grace aux banques de données accessibles sur
Genbank. La topologie de I’arbre phylogénétique construit avec la méthode de
maximum de vraisemblance (ML) (Figure 39) est identique aux deux autres
représentations statistiques du jeu de données de séquences, le Neighbour-Joining (NJ)

et la parcimonie.

Par conséquent, en se basant sur la caractérisation phylogénétique des isolats
bactériens associés a L. digitata, 6 des 18 souches sont des bactéries a Gram positif et
appartiennent au phylum des Actinobacteria. Ainsi, Curtobacterium sp. Ld4 et Ld14, et
Agrococcus sp. Ld7, représentent la famille des Microbacteriaceae, avec 100 %
d’homologie entre les souches bactériennes Ld4 et Ld14. Arthrobacter sp. Ld5 et
Kocuria sp. Ld15 représentent quant a elles la famille des Micrococcaceae, et
Rhodococcus sp. Ld17 appartient & la famille des Nocardiaceae. Les bactéries a Gram
négatif sont majoritairement représentées par le phylum des Proteobacteria (9 isolats
bactériens sur 12 appartenant aux bactéries a Gram négatif), les trois autres isolats
appartenant au phylum des Bacteroidetes. Parmi les Proteobacteria, la classe des /-
proteobacteria est représentée par les souches Pseudomonas sp. Ld6 (famille des
Pseudomonadaceae), Cobetia sp. Ld8 (famille des Halomonadaceae), et
Pseudoalteromonas sp. Ldl, Ld9, Ld18, Ld19 et Ld20 (famille des
Pseudolteromonadaceae). La classe des Alphaproteobacteria est quant a elle
représentée par les souches bactériennes Paracoccus sp. Ld10 et Ld16 (famille des
Rhodobacteriaceae) qui montrent 99 % d’homologie entre elles. Enfin, le phylum des
Bacteroidetes est représenté par la famille des Flavobacteriaceae, avec les isolats
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bactériens Algibacter sp. Ld11l et Ld13 qui ont 100 % d’homologie entre eux, et
Cellulophaga sp. Ld12.

Ld4 A 3\
100/96 Ld14
100190/ Cyrtobacterium sp. VKM Ac-2061 (AB042096) | Microbacteriaceae |
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Figure 39 : Arbre phylogénétique construit avec la méthode de maximum de vraisemblance
montrant les liens phylogénétiques entre 68 séquences basées sur les genes d’ADNr 16S des souches
bactériennes associées a L. digitata de référence et des données additionnelles.

Les arbres phylogénétiques NJ et PHYML ont été construits a partir de 948 sites nucléotidiques. Si
supérieures a 65, les valeurs de bootstrap (100 réplicats) sont fournies par les analyses NJ (premiere
valeur) et PHYML (deuxiéme valeur). Le cadre en pointillé correspond a I’élargissement du sous-arbre
des Vibrionaceae et des Pseudoalteromonadaceae.
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Le genre des 12 souches exogeénes de référence ont été identifiées, excepté pour
Cytophaga sp. 1M6. J’ai confirmé que la bactérie a Gram positif Bacillus sp. 4J6
appartient bien a la famille des Bacillaceae (phylum des Firmicutes). Il en est de méme
pour les bactéries a Gram négatif. Ainsi, Vibrio sp. DO1 appartient bien au phylum des
Proteobacteria, a la classe des y-proteobacteria et a la famille des Vibrionaceae. Les
Pseudoalteromonas sp. 3J3, 3J6, 3J6GFP et P. carrageenovora ATCC 43555' sont bien
des Pseudoalteromonas sp. avec 97 % d’identité entre P. carrageenovora et 3J6, et 100
% entre 3J6 et 3J6GFP (son transformant exprimant la protéine fluorescente GFP).
Enfin, la souche Cytophaga sp. 1M6 appartenant au phylum des Bacteroidetes et a la
famille des Flavobacteriaceae, présente 100 % d’identité avec les souches Algibacter
sp. Ld11 et Ld13 isolées de L. digitata, ce qui signifie que Cytophaga sp. 1M6 est en
fait une Algibacter sp. 1M6.

Les données additionnelles présentées dans I’arbre phylogénétique sont extraites
du site internet NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites /entrez). Celles-ci incluent la
séquence du géne d’ADNr 16S de Cobetia marina ATCC25374" (GenBank M93354,
classe des y-proteobacteria et famille des Halomonadaceae) qui présente 99 %

d’identité avec Cobetia sp. Ld8. Celle de Pseudoalteromonas sp. D41 (GenBank
AJ555627, classe des y-proteobacteria et famille des Pseudoalteromonadaceae)
présente 98 % d’identité avec Pseudoalteromonas sp. 3J6. La séquence de P.
haloplanktis ATCC 14393 (GenBank X67024, classe des y-proteobacteria, famille des
Pseudoalteromonadaceae) présente quant a elle 97 % d’identité avec la souche
Pseudoalteromonas sp. 3J6. Enfin, celle de Zobellia galactanivorans DsijT (GenBank
AF208293, phylum des Bacteroidetes et famille des Flavobacteriaceae).

Toutes les souches isolées de L. digitata et identifiées par leur ADNr 16S, ainsi
que les souches marines de référence sont listées dans un tableau récapitulatif en
Annexe 1 p.231. Une colonne est consacrée a leur lieu d’isolement (partie du thalle
pour celles isolées de L. digitata, et type de surface pour les bactéries marines de

référence).
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11 - IDENTIFICATION BACTERIENNE PAR DES OUTILS
SPECTROSCOPIQUES

I11.A - Spectrométrie de masse MALDI-ToF

Toutes les expériences réalisées en spectrométrie de masse MALDI-ToF ont été
effectuées sur 29 souches bactériennes: 17 isolats bactériens de L. digitata
(Pseudoalteromonas sp. Ldl n’a pas été utilisé a cause d’un probléme de viabilité a
long terme sur boite) et les 12 souches bactériennes de référence. Toutes ces souches
bactériennes ont été cultivées en boite de Petri pendant environ 7 jours a 14°C (+ 1°C)
sur du milieu de culture riche, le ZoBell-Agar, et sur du milieu de culture pauvre, le
VNSS.

I11.A.1 - Réalisation et validation de la banque de données spectrales

La base de données a eté realisée sur I’ensemble des 29 souches bactériennes
cultivées sur du milieu riche. Pour cela, 16 spectres individuels par souches
bactériennes ont €té acquis, soit 464 spectres individuels pour I’ensemble des souches
étudiées. Au final, la base de données est constituée de 29 spectres moyen, appelés
« spectres consensus », résultant de la moyenne des 16 spectres individuels acquis par
souche, gréce au logiciel Biotyper (Bruker).

Afin de vérifier la solidité de la banque de données, les 464 spectres individuels
ont été comparés a leurs spectres consensus de la base de données. Lorsque le résultat
de la comparaison (exprimé par un score chiffré) est supérieur a 50, il existe
suffisamment de similitudes entre les spectres individuels comparés et le spectre
consensus identifié pour considérer que les souches sont taxonomiquement proches
(Tableau 1, 1*" bloc).

Dans tous les cas, les résultats obtenus ont montré que le spectre consensus
d’une souche bactérienne sélectionné par I’ACP comme le meilleur identifiant des
spectres individuels de cette méme souche, correle bien avec ses propres spectres
individuels (score supérieur a 50). Par exemple, la souche Pseudoalteromonas sp. 3J3 a

obtenu un score maximum moyenné de 410, lors de la comparaison de ses spectres
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individuels avec son spectre consensus (Tableau 1, 1°* bloc). Dans les paramétres de
contrdle Biotyper, il a été demandé jusqu’a 5 spectres consensus pouvant étre identifié.
Par conséquent, dans mon étude, il a été identifié jusqu’a 3 spectres consensus au
maximum pour les spectres individuels d’une seule souche bactérienne (ex : les spectres
consensus de Paracoccus sp. Ld10, Paracoccus sp. 4M6 et Paracoccus sp. Ld16 ont été
corrélés aux spectres individuels de Paracoccus sp. Ld10, avec des scores moyennés
respectifs de 275, 220 et 14). Par conséquent, la bonne identification obtenue avec des
scores supérieurs a 50 entre les spectres individuels et le spectre consensus
correspondant, indique la reproductibilité de I’expérience, et valide ainsi la base de
données. Lorsque les scores des spectres consensus identifiés sont inférieurs a 50, ceci
signifie que les souches bactériennes sont taxonomiquement proches I’'une de I’autre
(ex : Paracoccus sp. Ld10 et Paracoccus sp. Ld16, avec des scores d’identifications
moyennés de 14 et 25), comme indiqué par les résultats des analyses d’ADNr 16S
(Figure 39).

Au sein des bactéries a Gram positif, les souches Curtobacterium sp. Ld4 et
Ld14 ont obtenu des scores de 264 et 122 respectivement, suggérant fortement qu’elles
sont conspécifiques. A I’inverse, les bactéries a Gram positif Arthrobacter sp. Ld5,
Agrococcus sp. Ld7 et Kocuria sp. Ld15 n’ont pas de spectre consensus identifié autre
que leurs propres spectres individuels, avec des scores de 237, 166 et 309
respectivement. Ceci confirme donc que ces trois souches bactériennes appartiennent a
des genres distincts au sein de la famille des Micrococcaceae. De méme, la souche
Rhodococcus sp. Ld17, appartenant a la famille des Nocardiaceae, et la souche Bacillus
sp. 4J6, appartenant a la classe des Bacilli, n’ont aucun autre spectre consensus identifié
en dehors de leur propre spectre consensus, avec des scores respectifs de 211 et 329.

Au sein des bactéries a Gram négatif, les a-proteobacteria 4M6, Ld10 et Ld16
qui sont toutes les trois des Paracoccus, ont obtenu les plus hauts scores d’identification
entre 4M6 et Ld10 (entre 220 et 248), ce qui suggere que ces deux souches bactériennes
sont conspecifiques. La souche Paracoccus sp. Ld16 a également obtenu des scores
d’identification et surtout, inférieures a 50 (entre 14 et 30), indiquant que cette souche
est une autre espéce de Paracoccus que 4M6 et Ld10, mais qu’elles sont cependant tres
proches. Les y-proteobacteria incluent le genre bactérien Pseudoalteromonas, qui
apparait comme un groupe assez hétérogéne. Ainsi, les souches Pseudoalteromonas sp.
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Ld9, Ld18 et Ld19 forment un sous-groupe séparé des autres Pseudoalteromonas, la
souche Ld18 étant une autre espéce tres proche de Ld9 et Ld19 (score d’identification
de 4 et 15) qui sont quant a elles tres similaires. P. haloplanktis ATCC 14393, et
Pseudoalteromonas sp. 3J6 et 3J6GFP, semblent former un autre sous-groupe, P.
carrageenovora ATCC 43555' étant corrélé une seule fois avec la souche 3J6GFP avec
un score insignifiant de 7. Enfin, les souches bactériennes Pseudoalteromonas sp. Ld20,
3J3 et D41, qui ont un score d’identification trés élevé entre leurs spectres individuels et
leur spectre consensus (respectivement 296, 410 et 325), ne corréle avec aucune autre
souche bactérienne identifiée. Les souches bactériennes Vibrio sp. DO1 (propre score
d’identification de 236) et Pseudomonas sp. Ld6 (propre score d’identification de 214),
n’ont également aucun autre spectre consensus identifié que le leur, comme attendu. Les
souches Cobetia sp. Ld8 et C. marina ATCC 25374", appartenant a la famille des
Halomonadaceae, sont significativement différentes, avec un score d’identification
entre elles de 3. Pour finir, dans le groupe des Flavobacteriaceae, les souches
bactériennes Ld11, Ld13 et 1M®6, appartenant aux Algibacter sp., montrent de hauts
scores d’identification entre elles (entre 145 et 297), suggérant que ces souches sont
conspécifiques. En revanche, les souches Cellulophaga sp. Ld12 et Z. galactanivorans
Dsij’ n’ont aucun autre spectre consensus identifié dans le phylum des Bacteroidetes

que leur propre spectre consensus (respectivement 179 et 303).

I11.A.2 - Acquisition de nouveaux spectres sur milieu riche

Quatre spectres par souches bactériennes cultivées sur du milieu de culture
ZoBell ont été acquis ultérieurement afin d’ajouter un nouveau paramétre de
reproductibilite. Ces 116 nouveaux spectres individuels (4 spectres individuels x 29
souches) ont été comparés a la base de données et sont également présentés dans le
Tableau 1, 2" bloc.

Dans tous les cas, a I’exception des souches Pseudoalteromonas sp. Ld18 et

Ld19, les nouveaux spectres individuels ont bien été corrélés a leur spectre consensus

de la base de données, avec des scores au-dessus de 50.
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I11.A.3 - Acquisition de spectres sur milieu minimum

Enfin, quatre nouveaux spectres par souches bactériennes cultivées sur du milieu
de culture VNSS ont été acquis et comparés a la base de données créée a partir de
culture sur ZoBell (Tableau 1, 3*™ bloc).

La encore, les 116 spectres individuels obtenus sur culture VNSS ont bien été
corrélés a leur spectre consensus, avec des scores comparables a ceux obtenus lors de la

1% analyse (Tableau 1, 1°" bloc), et toujours supérieurs & 50.

111.B - La Résonance Magnétiqgue Nucléaire

Les experiences realisées en RMN ont été effectuées sur toutes les souches
bactériennes, soit 30 au total. Ces souches sont cultivées sur milieu solide gélosé ZoBell
ou VNSS, et pendant 6, 10 ou 18 jours a 14°C (x 1°C). Les souches ont été analysées
sous forme d’extraits (en RMN en solution) et en conservant leur intégrité cellulaire (en
RMN du solide, i.e. HR-MAS).

I11.B.1 - Similitudes dans le profilage métabolique en RMN 'H HR-MAS

Aprés normalisation, la superposition des spectres '"H HR-MAS de bactéries
entieres de cultures de 6 a 10 jours sur du milieu ZoBell montrent clairement des
groupes bactériens déelimités, partageant des similitudes dans leur profil proton situé
dans la fenétre de 0,5 a 4,5 ppm.

Quelques bactéries a Gram négatif comme les Bacteroidetes (Figure 40C) et a
Gram positif comme les Actinobacteria et les Firmicutes (classe des Bacilli) (Figure
40D) possedent un profil spectral caractéristique. Les a-proteobacteria de la classe des
Paracoccus (Paracoccus sp. Ld10, Ld16 et 4M6) forment également un groupe
homogene (Figure 40B). A I’inverse, le genre Pseudoalteromonas est un peu moins
homogene en apparence forme un groupe avec des ressemblances spectrales plus ou

moins fortes (Figure 40A).
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Résultats et discussions
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Figure 40 : Superposition des spectres de RMN 'H HR-MAS (6 = 0,5 — 4,5 ppm) de souches
bactériennes isolées de thalles de L. digitata ou d’échantillons environnementaux, classés selon leur

appartenance phylogénétique.
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(A) Bactéries a Gram™, classe des I-proteobacteria avec la famille des Pseudomonadaceae (Pseudomonas
sp. Ld6), Halomonadaceae (Cobetia sp. C.m and Ld8), Pseudoalteromonadaceae (3J6, 3J6GFP, P.c, P.h,
D41, 3J3, Ld20, Ld19, Ld18, Ld9, Ld1, toutes du genre des Pseudoalteromonas) et Vibrionaceae (Vibrio
sp. DO1).

(B) Bactéries & Gram™, classe des Alphaproteobacteria, avec la famille des Rhodobacteraceae
(Paracoccus sp. Ld16, Ld10, 4M6.

(C) Bactéries a Gram™ phylum Bacteroidetes. Family is Flavobacteriaceae (Algibacter sp. Ld11, Ld13
and 1M6; Cytophaga sp. Ld12 and Zobellia galactanivorans Zg).

(D) Bactéries a Gram®, classe des Actinobacteria avec la famille des Microbacteriaceae (Curtobacterium
sp. Ld4 et Ld14 ; Agrococcus sp. Ld7), des Micrococcaceae (Arthrobacter sp. Ld5; Kocuria sp. Ld15 et
des Nocardiaceae (Rhodococcus sp. Ld17) ; et classe des Firmicutes avec uniquement la famille des
Bacillus (Bacillus sp. 4J6).

L’ACP effectuée sur les signaux de RMN par le logiciel AMIX sur tous les
spectres normalisés peut discriminer deux souches différentes a un dge donné (Figure
41A). L’ACP conclut également que les différences de profil spectral entre les
différents ages de cultures d’une méme souche bactérienne, ainsi qu’entre les deux
milieux de culture ne sont pas significatives, malgré les changements qualitatifs et
quantitatifs visuels important des profils spectraux de nombreuses souches (Figure 41B
et C).

PC2
scores PC1, PC2 soores Fhl. FC2 * Ld1
J+18 4
Lds
LdIE oLd1ae
+ T Ld14
T . Lt "R L
* L6 3y5L415
. 3J6
o . I+10 s
- ’ I+11 Ld9" 3)3 L5
Ld17
e, Lgt3 17 g
. " ! Ly :
=% . Ld7
iy su!'?{‘.. o b Lz 3 e
.9 g 0 * (4 J+11 = Ld&
oo 3 J+18 Ldj2 *Ldis
L d .
o8 et I . . d
® J+0 J+6 LtlB
PC1 BC1
Groupement en fonction du
Groupement en fonction du type temps de croissance de la Groupement en fonction
A de la souche bactérienne B souche Cobetiasp. Ld8 C du milieu de culture

Figure 41 : ACP avec le logiciel AMIX (Bruker) sur les spectres RMN 'H HR-MAS normalisés de
cultures bactériennes sur milieu de culture ZoBell — Agar.

(A) les points de couleurs représentent des souches bactériennes d’ages de culture différents et en duplicat
voire en triplicat (1 groupe = 1 couleur = 1 souche bactérienne)

(B) les points correspondent aux différents &ges de culture de la souche bactérienne Cobetia sp. Ld8
isolée de L. digitata (6, 9, 10, 11 et 18 jours)

(C) les points noir correspondent aux souches cultivées sur milieu ZoBell, et les points bleu les souches
cultivées sur milieu VNSS

Les groupes sont significativement différents en (A), ce qui signifie que la taxonomie est impliquée dans
la ressemblance statistique des signatures spectrales, et globalement non significativement différents en
(B) et (C) quand I’ACP compare des spectres d’age et de milieu de culture différents.
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Seize souches bactériennes ont eté cultivees sur les milieux de culture ZoBell et
VNSS, puis ont été analysées en RMN. Quatre paires de spectres ne montrent pas de
différences spectrales qualitatives, telle que la souche Pseudomonas sp. Ld6 (Figure
42B). Six paires montrent au contraire des différences majeures, voire méme des
spectres totalement différents, comme la souche bactérienne Pseudoalteromonas sp. 3J3
(Figure 42C). Enfin, les six paires restantes présentent quant & elles de fortes
ressemblances spectrales, avec tres peu de différences visuelles dans I’expression d’un
ou plusieurs métabolites mineurs, telle que la souche Arthrobacter sp. Ld5 (Figure
42A). L’expression de plusieurs acides amines aliphatiques et de glycine bétaine peut
arriver dans certains cas, uniquement chez les souches bactériennes cultivées sur du
milieu VNSS, et dans d’autres cas, uniquement sur milieu ZoBell. D’autres métabolites
présents dans les cultures peuvent étre spécifiques au milieu de culture utilisé. La
proline est présente dans trois spectres obtenus avec des souches bactériennes cultivées
sur milieu VNSS, alors qu’elle est absente chez ces mémes souches cultivées sur milieu
ZoBell. A I’inverse, des ions d’acétate et de succinate apparaissent chez des souches

cultivées sur milieu ZoBell, et pas chez les mémes souches cultivées sur milieu VNSS.
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Figure 42 : Comparaison de spectres RMN 'H HR-MAS de souches bactériennes cultivées sur
milieux de culture ZoBell et VNSS.

(A) pas de différence visuelle entre les spectres Pseudomonas sp. Ld6

(B) peu de différences visuelles entre les spectres d’Arthrobacter sp. Ld5

(C) spectres de Pseudoalteromonas sp. 3J3 totalement différents entre les deux milieux de culture ZoBell
et VNSS.
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111.B.2 - Identification de composés par RMN en solution

Des échantillons en solution dans le D,O de toutes les bactéries ont été analysés

en RMN et ont prouveé la présence de métabolites hautement polaires.

Toutes les molécules identifiées ainsi que leurs déplacements chimiques
indicatifs sont listées dans le Tableau 2. L’attribution des signaux de la plupart des
métabolites a été réalisée en comparant les spectres avec les spectres de molécules pures
de la base de données du service de RMN de I’UBO a Brest, et en tenant compte
d’éventuelles différences dues au pH et a la température. La base de données en ligne
http://www.bmrb.wisc.edu/metabolomics/query_metab.php du BMRB (Biological

Magnetic Resonance Databank) et des données recueillies sur des publications
individuelles ont permis de compléter les attributions pour quelques métabolites. Leur
présence et abondance peuvent étre corrélées avec la détermination taxinomique des
bactéries (ADNr 16S), d’ou I’ordre d’apparition des souches bactériennes dans le
tableau, triés selon I’arbre phylogénétique (Figure 39). Les métabolites dominants étant
surlignés en noir et les mineurs en gris.

Ainsi, plusieurs genres représentés par quelques souches bactériennes sont
homogenes, c’est-a-dire que tous les composés présents dans le spectre le plus pauvre
du genre sont trouvés dans toutes les souches congénériques. C’est le cas pour les trois
genres Curtobacterium, Paracoccus et Algibacter. D’autres genres ont une distribution
de métabolites un peu moins cohérente, comme pour les Cobetia et les
Pseudoalteromonas, avec parfois, seulement la moitié des composés qui est partagee
entre les membres du méme genre.

Au sein du genre Pseudoalteromonas, les souches bactériennes Ld9, Ld18 et
Ld19 forment un groupe homogéne (comme dans I’analyse en MALDI-ToF — MS).
Ceci est également observé avec les souches 3J6, 3J6GFP, 3J3, D41, P. carrageenovora
et P. haloplanktis, qui forment un autre sous-groupe parmi les Pseudoalteromonas

(comme dans I’arbre phylogénétique).

Par souci de clarté, les molécules sont organisées en trois catégories dans le
tableau : les molécules facilement ionisables (sels) et les composés aminés, les
carbohydrates simples (sources carbone), et enfin, les acides aminés non-cycliques et

cyclisés.
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Parmi les composés polyaminés, la glycine bétaine est le composé le plus
rencontré (présent dans toutes les bactéries a Gram positif et dans la plupart des
bactéries a Gram négatif, excepté pour le phylum des Bacteroidetes). L’ectoine semble

presque exclusivement distribuée dans la classe des a-proteobacteria.

Les acides aminés réguliers sont préférentiellement identifiés dans les spectres
en solution plutét que sur cellules entiéres (RMN HRMAS), en particulier pour les
moins solubles ou ceux présents en trés faibles concentrations. L’alanine est présente
dans la plupart des souches bactériennes a Gram négatif (excepté la classe des a-
proteobacteria), et est moins fréquente chez les bactéries a Gram positif. Elle est le
composé dominant chez les deux souches de Curtobacterium sp. Ld4 et Ld14, chez le
phylum des Bacteroidetes (Algibacter sp. Ld11, Ld13 et 1M6, Cellulophaga sp. Ld12 et
Z. galactanivorans), et chez Pseudoalteromonas sp. 3J3. De méme, les autres acides
aminés aliphatiques comme la leucine, I’isoleucine et la valine ont une distribution
similaire dans les deux taxa (bactéries a Gram positif et négatif). La glycine est
également représentée dans tous les groupes et est le métabolite dominant chez
Pseudoalteromonas sp. Ld19, la longue chaine lysine étant détectable dans 40 % de
toutes les souches bactériennes. Le glutamate et la glutamine sont aussi largement
trouvés chez les échantillons des deux taxa, excepté une nouvelle fois dans la classe des
a-proteobacteria, et sont les composés dominants des deux Pseudoalteromonas sp. D41
et P. carrageenovora, ainsi que chez Z. galactanivorans (phylum des Bacteroidetes,
classe des Flavobacteria). La proline est trouvée uniquement dans les spectres de deux
souches bactériennes appartenant aux Actinobacteria (Kocuria sp. Ld15 et Rhodococcus
sp. Ld17).

Les autres composeés tels que le mannitol, sont rencontrés uniquement chez Z.
galactanivorans. Toutes les Bacteroidetes sont clairement dépourvues de glycine
betaine, composé présent et généralement majoritaire dans toutes les autres souches
bactériennes analysées. Le glucose (ou les especes proches telles que le tréhalose) ont
été identifiés uniqguement sur la base de leurs protons anomériques alpha et beta, en
faible quantité et chez trés peu de souches bactériennes : Bacillus sp. 4J6 (Gram®) et
Cellulophaga sp. Ld12 (phylum des Bacteroidetes). Le lactate, resultant de la
fermentation de carbohydrates, est trouvé chez tous les Bacteroidetes et chez plusieurs
y-proteobacteria (toutes les Pseudoalteromonas sp.). Les ions organiques tels que le

139



formiate, I’acétate et le succinate, apparaissant comme des singulets sur les spectres
protons, peuvent étre des marqueurs taxinomiques utiles, et sont bien représentés chez
les cing souches bactériennes des Bacteroidetes (Flavobacteriaceae, Algibacter sp.
Ld1l et Ld13, et Cellulophaga sp. Ld12). L’acétate et le succinate dominent
occasionnellement le spectre proton, pouvant étre les produits du catabolisme des
carbohydrates. Enfin, les aldéhydes, qui sont considérés comme des volatils, sont
trouvés chez toutes les a-proteobacteria étudiées (Paracoccus sp. Ld10, Ld16 et 4M6),
ou ils dominent occasionnellement le spectre, comme chez Paracoccus sp. Ld10 et
4MB@. lls sont également présents chez les y-proteobacteria Vibrio sp. D01 et C. marina,

et chez la souche bactérienne Cellulophaga sp. Ld12.
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IV - VERS UNE ANALYSE PHYLOGENETIQUE DE LA
MICROFLORE ASSOCIEE TOTALE

IV.A - Amplification des régions ITS et 16S des bactéries cultivables

IV.A.1- Les régions ITS

Des PCR ont été réalisées directement a partir de CFU pour amplifier les régions
ITS. Comme les régions ITS sont surtout composees de répétitions de séquences, le
nombre de ces répétions, et donc la taille de ces fragments, varient selon les espéces
bactériennes (Figure 43).

id 1 4 5 6
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2500 pb o
1500 pb .. =—
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600 b ey
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[ =1 ]
(o]
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Figure 43 : Electrophorese sur gel d’agarose 2 % des produits PCR des régions ITS de souches
bactériennes isolées de L. digitata.

Les souches bactériennes isolées sont : Pseudoalteromonas sp. Ld1 et Ld9, Curtobacterium sp. Ld4 et
Ld14, Arthrobacter sp. Ld5, Pseudomonas sp. Ld6, Agrococcus sp. Ld7, Cobetia sp. Ld8, Paracoccus sp.
Ld10 et Ld16, Algibacter sp. Ld11 et Ld13, Cellulophaga sp. Ld12, Kocuria sp. Ld15 et Rhodococcus sp.
Ld17. Les traits de couleurs correspondent aux bandes des produits ITS amplifiés ; (MT) Marqueur de
taille Smart Ladder.

Les résultats obtenus apres électrophorese des produits PCR sur gel d’agarose a
2 %, révélent des bandes de tailles différentes. Cependant, la résolution des gels
d’agarose étant assez basse, la diversité de taille des produits PCR réellement présents
ne peut-étre déterminée précisement. Toutefois, de une a six bandes ont été attribuées

aux différentes souches analysées.

Une bande a été attribuée aux souches Agrococcus sp. Ld7 et Rhodococcus sp.
Ld17, a 700 et 650 pb respectivement. Deux bandes de 800 et 1500 pb correspondent a
la souche Kocuria sp. Ld15. La souche Arthrobacter sp. Ld5 est caractérisée par 3
bandes amplifiées de 850, 1400 et 3000 pb. Ensuite, 4 bandes de 800, 950, 1500 et 3000
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pb ont été amplifiées, caractérisant la souche Pseudomonas sp. Ld6, et 6 bandes ont été
attribuées a la souche bactérienne Cobetia sp. Ld8, amplifiées a 550, 800, 950, 1250,
1500 et 2500 pb. Enfin, des fragments identiques de 600, 1000 et 1300 pb ont été
attribués aux deux souches bactériennes Ld1 et Ld9, toutes deux appartenant au genre
Pseudoalteromonas. 1l en est de méme pour les deux souches Curtobacterium sp. Ld4 et
Ld14, caractérisées par les 3 bandes de 700, 1500 et 2500 pb, ainsi que les deux souches
Paracoccus sp. Ld10 et Ld16, avec 4 bandes identiques amplifiées a 950, 1300, 2000 et
3000 pb, et 4 autres bandes identiques amplifiées a 650, 800, 1500 et 3000 pb attribuées
aux deux souches bactériennes Ld11 et Ld13, appartenant toutes les deux au genre
Algibacter.

Par conséquent, chaque souche bactérienne est codée par un nombre de bandes
des régions ITS amplifié, de poids moléculaire particulier. Les souches appartenant au
méme genre (voire & la méme espéce, mais non défini dans cette étude), sont donc
codées par le méme type d’amplification (méme nombre et poids moléculaire des
bandes amplifiées).

IV.A.2 - Les régions 16S

L’ADN bactérien amplifié pour le séquencage a également été digéré par un
couple d’enzymes de restriction : Xcm | et Bgl 1l (Figure 44).

Tous les produits PCR 16S ne sont pas digérés avec I’enzyme Xcm |, et il existe
deux types de produits de digestion obtenus. Le premier est composé de trois fragments
de 520, 590 et 1100 pb, et concerne Pseudoalteromonas sp. Ld1 et Ld9, Pseudomonas
sp. Ld6 et Cobetia sp. Ld8. Le second type de digestion engendre quatre fragments de
360, 460, 550 et 1200 pb, et concerne les souches bactériennes Paracoccus sp. Ld10 et
Ld16. Les autres produits PCR 16S des souches bactériennes Curtobacterium sp. Ld4 et
Ld14, Arthrobacter sp. Ld5, Agrococcus sp. Ld7, Algibacter sp. Ld1l et Ld13,
Cellulophaga sp. Ld12, Kocuria sp. Ld15 et Rhodococcus sp. Ld17 ne sont pas digérés

par cette enzyme.

La seconde enzyme, Bgl Il, engendre également deux types de digestion. La
premiere aboutit a deux fragments de 740 et 820 pb, pour les souches bactériennes
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Pseudoalteromonas sp. Ld1 et Ld9, Curtobacterium sp. Ld4 et Ld14 et Agrococcus sp.
Ld7. La seconde concerne uniquement la souche Cellulophaga sp. Ld12, avec des
fragments de digestion de 500 et 1100 pb. Les produits PCR 16S des autres souches ne
sont donc pas digérés par cette enzyme.

Ld 1 4 5 &6 7 8 MT 9 10 11 12 13 14 15 16 17 TN MT
A -
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Xeml | = = o - - - | 1000 pb
- - 500 pb
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Figure 44 : Electrophoréese sur gel d’agarose 2 % des produits PCR 16S de souches bactériennes
isolées de L. digitata et digérés par les enzymes de restriction Xcm | et Bgl 11.

Les souches bactériennes isolées sont : Pseudoalteromonas sp. Ld1 et Ld9, Curtobacterium sp. Ld4 et
Ld14, Arthrobacter sp. Ld5, Pseudomonas sp. Ld6, Agrococcus sp. Ld7, Cobetia sp. Ld8, Paracoccus sp.
Ld10 et Ld16, Algibacter sp. Ld11 et Ld13, Cellulophaga sp. Ld12, Kocuria sp. Ld15 et Rhodococcus sp.
Ld17. Les traits de couleurs correspondent aux bandes des produits ITS amplifiés ; (MT) Marqueur de
taille Smart Ladder.

Par conséquent, les souches appartenant au méme genre bactérien ont des
produits de digestion identiques avec ce couple d’enzymes. Les autres ont bien des
clivages qui leurs sont propres.

1VV.B - Extraction de I’ADN 16S de surface

Plusieurs protocoles d’extraction de I’ADN bactérien total présent a la surface
des thalles de L. digitata ont été effectués. Dans la majorité des cas, ’ADN 16S
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chloroplastique et mitochondrial de I’algue amplifié par PCR avec le couple d’amorces
8F-1492R dominaient largement I’ADN 16S bactériens.

Toutefois, la derniere expérimentation utilisant un Kit d’extraction d’ADN de
nourriture sur deux échantillons (A) et (B) de 20 g de matiére fraiche d’algues non
broyées, a permis d’obtenir suffisamment de matiére premiére (ADN total), avec une
seule bande amplifiée a plus de 10000 pb (Figure 45A). Deux PCR ont ensuite été
effectuées sur cet ADN total. La premiére pour amplifier ’ADNr 16S (couple
d’amorces 8F — 1492R), et permet d’obtenir une seule bande amplifiée & 1500 pb. La
seconde PCR, pour amplifier les régions ITS (couple d’amorces 125R — 1392F), et
permet d’obtenir plusieurs bandes d’amplification (Figure 45B). Le témoin négatif de
la PCR des régions ITS est légérement positif, cependant, les bandes les plus amplifiées
des échantillons ne sont pas communes a celles du TN. De plus, les bandes des deux
échantillons A et B sont identiques, avec une bande majoritairement amplifiée a environ
900 pb, et une autre bande a un peu plus de 1500 pb. Les autres bandes amplifiées étant

communes a celles du TN.
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Figure 45 : Electrophoreéses sur gel d’agarose 1 % de deux échantillons d’ADN total extraits de la
surface de L. digitata, et des produits PCR 16S et ITS.

(A) ADN total extrait de la surface de I’algue : une bande de plus de 10 000 pb

(B) Produits PCR 16S (1 seule bande amplifiée a 1500 pb) et ITS (plusieurs bandes d’amplification de
tailles variées) de I’ADN total de la surface de L. digitata

(MT) Marqueur de taille Smart Ladder ; (TN) Témoin négatif sans ADN ; (A) 1 morceau de 20 g de
matiere fraiche d’algue et (B) 2°™ échantillon de 20 g de MF d’algue

Une digestion enzymatique des produits PCR 16S avec un couple d’enzymes de
restriction Sca | / Mlu 1, a permis de séparer les ADN 16S mitochondriaux et
chloroplastiques de I’algue (Mlu I) des ADN 16S bactériens (Figure 46). L’enzyme Sca
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Résultats et discussions

I digere I’ADN 16S pour donner des fragments de 696 pb, correspondant a I’ADN 16S
mitochondrial, tandis que I’enzyme de restriction Mlu | donne des fragments de 817 pb,
correspondant a I’ADN 16S chloroplastique. Les bandes d’amplification non digérées
de 1500 pb correspondent donc aux ADN 16S bactériens, et sont ensuite découpées
pour étre purifiées, et par la suite clonées. Malheureusement, ce travail de clonage n’a

pas été concluant jusqu’ici (aucun clone n’a été obtenu).

MT A : Scal/Mlul B : Scal/Mlul

 —

1500 pb | s

800 pb | Smm—
AT —

Figure 46 : Electrophorese sur gel d’agarose 1 % des produits PCR 16S digérés avec le couple
d’enzymes de restriction Sca I / Mlu 1.

Deux échantillons (A) et (B) de 20 g de matiére fraiche ; (MT) Marqueur de taille Smart Ladder.

La bande d’amplification non digérée & 1500 pb correspond a I’ADN 16S bactérien. Les deux autres
bandes digérées a environ 700 pb et 800 pb correspondent respectivement aux ADN 16S mitochondrial et
chloroplastique.
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V - DISCUSSION GENERALE

V.A - La spectrométrie de masse MALDI-ToF fournie un outil utile
pour I’identification rapide de bactéries marines

Ce travail démontre que la MALDI-ToF MS sur des CFU de bactéries marines
fournit des profils spectraux fiables et spécifiques aux souches, dans une fenétre
spectrale de 2 & 18 kDa. Ce sont majoritairement des protéines ribosomales qui
semblent y étre représentées.

La MALDI-ToF MS est désormais considéré comme le principal outil dans
I’analyse des signatures du protéome en réponse aux changements de conditions
environnementales (Schweder et al., 2008). Par exemple, le profil protéomique en
MALDI-ToF de cultures de différents ages d’E. coli K-12 présentent des variations
quantitatives considérables entre 2 et 84 h d’incubation en milieu liquide (Arnold et al.,
1999). Dans cette étude, les profils spectraux des CFU en MALDI-ToF (cultivées sur du
milieu solide) ne variaient pas significativement avec I’age (d’aprés I’analyse avec le
logiciel Biotyper), et ceci a été attribue au fait que I’expression de génes differe selon le
mode de vie, I’'un planctonique et I’autre en microcolonies. Le fait que les profils
MALDI-ToF MS obtenus a partir de colonies développées sur milieu VNSS (milieu
minimum) ne varient pas significativement de celles cultivées sur milieu ZoBell (milieu
riche) dans cette étude est un peu plus surprenant, dans la mesure ou les profils établis
avec la RMN 'H HR-MAS peuvent étre visuellement trés différents. Par conséquent, les
spectres MALDI-ToF MS ne constituent pas des marqueurs physiologiques en réponse
a des différences de parameétres de culture, comme peuvent I’étre les spectres en RMN
HR-MAS obtenus & partir de cellules entiéres. Nos résultats sont en accord avec
d’autres études déja réalisées en MALDI-ToF MS, ou différents isolats de la bactérie a
Gram positif Arthrobacter sp. peuvent étre discriminés au niveau de la souche, en étant
a 100 % en accord avec les séquences de genes d’ADNr 16S (Vargha et al., 2006). Les
différences spectrales entre les cultures sur boites des souches d’Arthrobacter sp. d’ages
différents, apparaissent également moins importantes que ces mémes souches cultivées
en milieu liquide. Ceci peut-étre dii aux changements des profils de protéines pendant la
phase de croissance en milieu liquide. Toujours dans cette étude, les profils spectraux
d’Arthrobacter sp. a partir de milieux de culture riche et pauvre ne montrent pas de
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différence significative, en accord avec notre propre observation, indiquant donc qu’il
n’y a pas de changements majeurs de I’expression de biopolymeéres entre les deux
milieux de culture. Cette variabilité indésirable demande que la base de données de
référence soit construite avec des profils spectraux utilisant des souches cultivées sous
des conditions de cultures strictement contrlées. Le plein potentiel taxonomique d'une
base de données de référence fiable est en effet seulement révélé avec la série
d'échantillons cultivés dans des conditions de cultures identiques (Ruelle et al., 2004) et
dans notre étude, permet de discriminer Pseudoalteromonas sp. D41 (probablement une
nouvelle espece, C. Compere, communication personnelle) de P. haloplanktis comme
attribué par I’analyse de la séquence d’ADNr 16S avec 98 % d’identité de séquence. Le
potentiel métabolique des souches individuelles peut cependant étre exploité en
changeant des paramétres de culture un a un, comme par exemple le milieu de culture,
la salinité, la température etc..., pour comparer ces profils aux spectres consensus de la
base de données. La protéomique bactérienne est un domaine en pleine expansion, avec
une importance plus particuliére dans le domaine médical et la biotechnologie, comme

dans les études d’adhésion ou sont impliquées les protéines membranaires et les EPS.

Dans ce travail de these, les y-proteobacteria cultivables sont dominées par le
genre récemment révisé des Pseudoalteromonas (lvanova et al., 2004), qui sont
écologiquement tres diversifiés (Bowman, 2007) et souvent associés aux surfaces
d’algues. Ce genre a fourni plusieurs modeles intéressant pour les études d’adhésion et
du quorum sensing (Mai-Prochnow et al., 2006). Parmi les isolats environnementaux de
Pseudoalteromonas sp. utilisés dans cette étude, la spectrométrie de masse MALDI-ToF
a eté capable de discriminer la souche 3J6 de celle avec le transformant 3J6GFP,
indiquant des changements majeurs dans I’expression du protéome du transformant
porteur du plasmide. Notre étude indique seulement deux a-proteobacteria (Paracoccus
sp.) sur les 18 souches isolées sur milieu de culture ZoBell, mais ceci ne refléte pas la
biodiversité globale naturelle associée a L. digitata. En fait, dans une expérience de
culture indépendante, il a été trouvé que les souches planctoniques d’a-proteobacteria
ne sont pas efficacement éliminées par les exsudats de Laminaire, comme c’est le cas
des Roseobacter planctoniques, ce qui signifie que les souches peuvent étre
différentiellement sélectionnées par I’algue (Lam et al., 2008b). Ceci peut aussi
expliquer I’absence dans nos isolats étudiés de Vibrio, taxon des y-proteobacteria
planctoniques important. Cependant, la formulation du milieu de culture et le choix des
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amorces spécifiques pour optimiser le corpus des bactéries cultivables n’ont pas été le
cceur de notre étude, le but étant seulement de valider I’utilité d’outils d’empreintes

spectrales comme aides taxinomique, protéomique et métabolomique.

V.B - La spectrométrie RMN, un outil complémentaire puissant
pour les études physiologique et chimiotaxonomique

La combinaison de la RMN proton HR-MAS et en solution (D20) sur des
cellules bactériennes entieres a prouvé son utilit¢ tant comme indicateur
chimiotaxinomique rapide que comme outil métabolomique pour identifier des
composés connus pour avoir un rdle important dans I’adaptation environnementale
bactérienne (Motta et al., 2004; Mai-Prochnow et al., 2006; Bowman, 2007).

La base de données spectrale construite a partir de trente souches bactériennes
associées a L. digitata (série Ld) et isolées de surface inerte ou d’autres algues, et
cultivees dans des conditions strictement controlées sur milieu ZoBell, peut étre
visuellement analysée. Les souches peuvent étre séparées dans des groupes
taxinomiques en accord avec I’identification de leur séquence d’ADNr 16S et leur
groupe spectral obtenu en MALDI-TOF, et ce jusqu’au niveau du genre ou de la famille.
La RMN en solution (6 de 0,5 a 4,5 ppm) a été utilisée avec succés dans I’empreinte
spectrale d’extraits bactériens, avec une bonne reproductibilité grace a sa haute
résolution (Delpassand et al., 1995).

Dans le contexte de mon travail de thése, j’ai été capable de mettre en évidence
une erreur d'étiquetage jusqu'ici non soupconnée sur deux souches accidentellement
échangeées dans la collection de souches bactériennes marines de référence, grace a la
méthode de RMN *H HR-MAS. Ceci indique donc le potentiel d’utilisation de cet outil
dans des recherches sur des souches bactériennes marines. La distribution des
métabolites identifiés (non sans hésitation) chez nos 30 souches, et présentée dans le
Tableau 2, peut étre corrélee avec les profils HR-MAS (6 = 0 — 4,5 ppm) groupés par
leur ressemblance visuelle. Il existe des petites molécules qui sont généralement
rencontrées dans les mécanismes de communication chimique et d’adaptation au milieu,
comme par exemple I’ectoine, une substance produite par des bactéries se développant

dans des milieux a concentrations salines élevées (ou a des températures extrémes), et
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produisant alors un manteau protecteur grace auquel elles peuvent survivre a ces
environnements agressifs. Leur distribution au sein des différents groupes taxinomiques
est en accord avec les informations rencontrées dans les études sur la physiologie et la
biochimie microbiennes, et les revues spécialisées (Ivanova et al., 2004). La RMN a
beaucoup été utilisée pour élucider la biosynthése d’acides aminés bactériens a partir de
précurseurs marques. Le fait que quelques taxa utilisent des voies de régulation
différentes peut permettre d’attribuer un réle de biomarqueur aux molécules
individuelles. Par exemple, les Flavobacteriaceae analysées dans cette étude n’utilisent
pas la glycine bétaine, mais elles présentent de fortes concentrations d’ions tels que le
succinate ou I’acétate, a I'inverse des autres groupes étudiés. De méme, les
Rhodobacteriaceae identifiées ici (a-proteobacteria) n’ont pas d’alanine, de glutamate
et de glutamine, tous trois des métabolites transitoires répandus chez beaucoup de
bactéries. Elles semblent également produire de grandes quantités d’aldéhydes, qui sont

rarement rencontrés dans les autres taxa.

En pratique, les informations RMN fournies sur les souches individuelles
cultivées sur un milieu de culture donné, en conditions contrdlées, peuvent étre utiles
pour évaluer au cas par cas, la pertinence biochimique et les limitations de ce milieu de
culture, ou bien pour suivre des cinétiques enzymatiques a partir de bactéries vivantes,
ou encore pour d’autres applications au-dela des objectifs de cette étude. De plus, Motta
et al. (2004) ont utilisé avec succes la RMN, directement sur des souches bactériennes
marines en milieu de culture liquide, dans le but de quantifier les divers osmolytes
libérés et solubles dans I’eau. Un travail qui ne peut étre réalisé avec les analyses en
HR-MAS. Cependant, la RMN HR-MAS représente un outil chimiotaxinomique utile
pour caractériser rapidement une bactérie inconnue, puisque I’acquisition d’un spectre
proton prend moins de 10 min par souche bactérienne. La seule obligation est que toutes
les bactéries soient cultivées dans des conditions de culture identique a celles
constituant la base de données, une restriction toutefois déja mentionnée pour
I’acquisition des spectres protons des extraits bactériens (Aguayo et al., 1988). Dans
certains cas, I’adaptation physiologique aux différents milieux de culture doit étre
effectuée par I’activation de diverses voies de régulation, si le précurseur n’est pas
présent dans le milieu minimum, c’est-a-dire, si les sources de carbones par défaut sont
différentes a des niveaux de salinité équivalents. Notre analyse comparative des spectres
des bactéries cultivées sur milieu minimum (VNSS) et riche (ZoBell) illustre ces
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différences qualitatives majeures rencontrées sur les profils spectraux en RMN de CFU
de méme &ge, qui peuvent étre attribuées aux différences de capacité d’adaptation entre
les souches bactériennes analysées (ex : Pseudoalteromonas sp. 3J3 de la (Figure 42)).
D’autres souches sont capables de croitre sur les deux types de milieu, sans changement
visuel de leur réponse adaptative (ex : Pseudomonas sp. Ld6 (Figure 42)). Finalement,
plus d’un tiers de nos souches bactériennes présentent des modifications de profils
spectraux d’ampleurs variables, quelques fois plus complexes sur le milieu VNSS, et
d’autres sur le milieu ZoBell (ex : Arthrobacter sp. Ld5 (Figure 42)).

La capacité a enregistrer rapidement de telles réponses physiologiques sensibles,
sur des cellules bactériennes vivantes par de la spectrométrie RMN HR-MAS, peut
apporter une aide dans la recherche de milieux de culture spécifique pour cibler les
espéces bactériennes viables mais non cultivables qui sont estimées représenter plus de
98 % de la diversité bactérienne rencontrée sur les échantillons d’algues naturelles. Le
fait que I’analyse AMIX (basée sur une ACP) ne soit pas capable de discriminer
globalement des profils spectraux entre des cultures sur ZoBell et sur VNSS, peut étre
attribué a I’insuffisance du jeu de données, a une préparation inadéquate des spectres ou
tout simplement a l'incapacité d'établir une tendance de significativité avec de telles
réponses fortement diverses (Figure 41C). Les réponses de I’exométabolome, reflétées
par les acides aminés et autres métabolites de régulation, sont en fait trés complexes,
que ce soit en réponse a un milieu de culture ou a un age de culture, et peuvent échapper
a la discrimination de traitement de signal basé sur I’ACP. De plus, I’utilisation de CFU
cultivées en conditions strictement identiques sur des milieux de culture agar, et
profilées (en RMN et/ou RMN HR-MAS) a des mémes stades d’incubation, limitent la
variabilité du signal de I’empreinte spectrale, et apparaissent comme des procédures
essentielles pour construire une base de données fiables d’empreintes spectrales.

En cas d’étude d’une seule souche bactérienne, la RMN HR-MAS peut étre
utilisée comme méthode rapide pour enregistrer les réponses métaboliques a différents
stades de croissance, et ainsi permettre de comparer la cinétique d’apparition et de
disparition de métabolites entre differents milieux de culture. Ce travail a d’ailleurs déja
été realise avec succés sur des extraits de cellules bactériennes d’E. coli en RMN,
cultivées sur deux milieux de culture liquides et a des stades de croissance différents
(Behrends et al., 2009).
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V.C - Combinaison de la taxonomie moléculaire, la MALDI-ToF —
MS et la spectrométrie RMN.

Les précédentes approches pour étudier les eucaryotes et leur microflore
associée impliquaient souvent des caractérisations physicochimiques et visuelles
fastidieuses, comme sur les microépiphytes d’algues brunes (Laycock, 1974; Corre &
Prieur, 1990). Ces travaux ont progressivement €té remplacés par des études de
diversité globale sur des échantillons environnementaux, en utilisant des outils de
taxonomie moléculaire, comme pour Saccharina latissima (Staufenberger et al., 2008),
et par des études plus spécifiques utilisant des souches bactériennes cultivables pour
étudier les compétitions entre les épiphytes (La Barre & Haras, 2007) et les réponses de
défense de I’héte, comme chez L. digitata (Borchardt et al., 2001; Leblanc et al., 2006).

En basant nos recherches au niveau de la communauté bactérienne associée a L.
digitata, notre étude indique que ces techniques spectroscopiques sont rapides
d’utilisation, informatives et fiables, et qu’elles peuvent fournir une empreinte
chimiotaxinomique utile. Mais ces techniques peuvent également mettre en évidence
des réponses bactériennes adaptatives, au niveau du protéome et du métabolome, ce qui
offre une dimension dynamique aux anciennes caracterisations physicochimiques. A
cette fin, les bases de données spectrales doivent étre construites & partir de souches
bactériennes cultivées avec des parameétres de culture strictement contrblés. La
spectrométrie de masse MALDI-ToF et la RMN HR-MAS sont des outils puissants, qui
peuvent aussi permettre de faire progresser les recherches génomiques et
transcriptomiques au niveau d’une souche bactérienne, en variant sélectivement des

paramétres clefs.
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Chapitre IV Capacité d’adhésion et de formation de
biofilm des souches bactériennes étudiées

Cette seconde partie des résultats se situe dans un contexte de compréhension
des interactions existant entre les thalles de Laminaria digitata et des bactéries marines.
Elle se décompose en trois parties.

La premiere est consacrée a I’étude de I’adhésion de souches bactériennes
marines en microplaques. Différents types d’adhésion ont été testés afin de mieux
comprendre comment I’adhésion des souches bactériennes peut étre influencée
chimiquement par I’algue. Pour cela, I’adhésion des bactéries a été effectuée en
présence d’EMSF uniquement, puis avec des métabolites extraits de L. digitata et des
exsudats de cette algue stressée et non stressée. Enfin, I’adhésion a été testés avec des
métabolites purs, connus pour étre émis par I’algue et qui pourraient avoir une influence

sur I’adhésion des bactéries au support.

La seconde partie de ce chapitre concerne I’étude de la formation de biofilm de
ces mémes souches bactériennes marines en conditions dynamiques (chambre a flux).
Cette formation de biofilm a été effectuée en milieu de culture ZoBell uniquement, puis
avec ce méme milieu enrichi d’exsudats d’algues stressées ou non (approche
biomimétique globale), ainsi qu’avec des métabolites purs (approche pharmacologique

et systématique).

Enfin, je terminerai par une discussion genérale des résultats obtenus a partir des
différents travaux abordés sur I’adhésion et la formation de biofilm bactérien. Ces
résultats permettront d’apporter les premiéres informations sur les interactions
existantes entre L. digitata et les bactéries marines avec lesquelles elle est susceptible

d’étre en relation en conditions naturelles.
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| - CAPACITE D’ADHESION

I.A - Choix de la microplague

La mise au point du protocole d’adhésion a été effectuée sur trois types de
microplaques, et sur 11 souches bactériennes marines dont 3 isolées de L. digitata. Le
pouvoir d’adhésion semble varier d’une souche bactérienne a I’autre, et les valeurs de
fluorescence du DAPI complexé aux bactéries adhérées varient également d’un type de
microplaque a I’autre (Figure 47).

L @ Costar @ OptiPlate 96F @ Nunc
250004
20000
15000
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-5000

10000
Souches testées

Figure 47 : Adhésion bactérienne sur trois types de microplaques 96 puits.

Onze souches bactériennes marines testées : 3 souches bactériennes isolées de L. digitata (Paracoccus sp.
Ld16, Pseudoalteromonas sp. Ld18 et Pseudoalteromonas sp. Ld20) ; 2 souches de la SBR (Zobellia
galactanivorans et Cobetia marina) ; les 2 souches de I’lfremer (Vibrio sp. DO1 et Pseudoalteromonas
sp. D41) ; 4 souches du LBCM (Pseudoalteromonas sp. 3J3, 3J6 et 3J6GFP, et Paracoccus sp. 4M6), sur
trois types de microplaques 96 puits testés : Costar®, OptiPlate96® et Nunc®.

Les barres correspondent aux erreur-types des valeurs de fluorescence des 8 réplicats par souche
bactérienne.

Bien que les valeurs de DOggo Vvarient d’un type de microplaque a I’autre, le
pouvoir d’adhésion des souches bactériennes marines semble suivre une méme
tendance, montrant ainsi la cohérence des résultats d’adhésion. Contrairement aux
plaques de type Nunc®, celles des marques Costar® et OptiPlate 96F® permettent

d’obtenir des valeurs plus élevées de fluorescence, donc permettent une plus forte
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adhésion. Toutefois, des valeurs négatives sont obtenues aprés soustraction des valeurs
de fluorescence de I’EMSF sur les microplaques OptiPlate 96F® et Nunc®.

La microplaque de type Costar® semble donc étre la plus appropriée, puisque le
fond de ces plaques est en verre, tout comme les chambres a flux utilisées pour réaliser
les biofilms. Les autres types de microplaques ont un fond en polystyrene.

Par conséquent, la suite des expériences d’adhésion a été réalisée sur les

microplaques & fond en verre de la marque Costar®.

1.B - Etude de I’adhésion des souches bactériennes étudiées

1.B.1 - Capacité d’adhésion en eau de mer

I.B.1.1 - Etude de la reproductibilité

L’adhésion de la totalit¢é des souches marines étudiées (excepté
Pseudoalteromonas sp. Ldl) a donc été testée en EMSF sur cing microplaques
différentes de type Costar®. Une seule série d’adhésion est montrée ci-dessous sous
forme d’histogramme (Figure 48), les quatre autres séries étant montrées en Annexe 2
p.233.
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Figure 48 : Série n°3 des expériences d’adhésion bactérienne en EMSF sur microplaques 96 puits.

Toutes les souches bactériennes isolées de L. digitata excepté Pseudoalteromonas sp. Ld1 ont été testées,
ainsi que toutes les souches bactériennes marines de référence, soit au total 29 souches bactériennes
marines. Chaque colonne correspond a la moyenne des 8 réplicats des valeurs de fluorescence pour une
souche bactérienne, aprés déduction de la valeur moyenne du blanc (EMSF). Les barres correspondent
aux erreur-types des 8 réplicats.
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Les erreur-types obtenues pour chacune des souches bactériennes étudiées sont
faibles (8 puits par souche), ce qui montre que la répétabilité de I’expérience sur une
méme microplaque est correcte. De plus, le pouvoir d’adhésion varie selon les souches
marines testées, avec des valeurs allant de - 2772 pour Agrococcus sp. Ld7, a + 32936
pour C. marina. En revanche, bien que le pouvoir d’adhésion des souches bactériennes
soit relativement homogene entre les cing séries d’expérimentation, les valeurs
moyennes de fluorescence obtenues par série ne sont quant a elles pas reproductibles
(Tableau 3).

Tableau 3: Test de Student sur la reproductibilité des valeurs moyennes de fluorescence des
souches bactériennes entre les cing séries d’adhésion.

Test Student | Ld4 Ldé Ld6 Ld7 Ld8 Ld9 Ld10 Ld11 Ld12 Ld13 Ld14 Ld16 Ld16 Ld17 Ld18 Ld19 Ld20
112 000 004 OO0 ODO 0,90 000 OO0 D00 OQDO OO0 OO0 041 000 010 008 0,00 0,00
113 018 000 000 OpDO 000 000 OO0 000 OQ0 000 000 000 OO0 000 000 0,00 0,00

o
.% 14 000 000 QOO OO0 014 002 013 000 000 000 046 000 000 001 028 000 000
E 15 000 000 Q00 000 000 023 0,00 0,00 000 005 02 011 002 000 0,00
g 2/3 000 000 OO0 00O 000 000 000 OO0 000 000 031 000 000 000 000 000 023
a 24 000 000 QOO 000 049 000 000 000 000 000 000 000 Q00 000 023 000 001
% 2/5 001 008 000 018 000 000 044 008 000 003 000 029 000 000 000
E i 000 000 004 008 000 000 008 000 QOO 000 000 QOO Q02 000 000 000 000
s 000 000 QOO 000 000 000 000 000 000 000 000 000 003 000 000
415 000 000 QOO 000 000 012 000 000 000 000 000 000 001 013 000

Test Student | Ph Pe Cm Z.g 4M6 4J6 1M6 3J3 3J6 3J6gfr D01 D41
142 032 000 000 004 000 000 006 000 000 0,00 002 000
143 0,98 0,00 000 043 000 000 0,00 045 000 0,28 000 0,00
144 016 000 000 001 000 000 008 000 000 0,00 000 000
15 0,28 000 000 010 025 0,21 0,00 001 008 0,00 041 0,00
213 0,22 008 000 001 000 000 0,00 000 000 0,00 000 0,00
204 0,18 039 0,08 000 000 000 0,29 000 02 0,00 000 0,00
215 043 000 0,00 000 005 000 000 000 000 0,00 018 0,00
34 043 014 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 009
35 0,13 000 000 006 000 000 0,00 002 000 0,00 000 0,00
445 008 000 0,00 002 000 000 000 000 000 0,00 000 000

Comparaison des séries

Test de Student effectué a un niveau statistique de significativité fixé a 95 %, soit p < 0,05. Seules les
valeurs > 0,05 (surlignées en jaune) indiquent qu’il n’y a pas de différence significative entre les valeurs
d’adhésion des cing séries effectuées (aprés soustraction de la fluorescence moyenne de I’EMSF). Le
premier tableau (de Ld4 a Ld20) correspond aux souches bactériennes isolées de L. digitata ; le second
tableau correspond aux souches bactériennes de référence. Les fractions correspondent aux numéros des
séries comparées deux a deux (ex : % signifie que les valeurs moyennes de fluorescence des souches
bactériennes de la série d’expérimentation n°1 sont comparées a celles de la série n°2).

1.B.1.2 - Synthése des résultats d’adhésion

Ces cing séries d’expérimentation sur I’adhésion des souches bactériennes
marines a permis de montrer des différences de capacité d’adhésion sur verre selon les

souches étudiées. Une unité arbitraire basée sur les valeurs moyennes de fluorescence
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Résultats et discussions

par série d’expérimentation a donc été choisie pour déterminer le pouvoir d’adhésion
des différentes souches bactériennes marines testées (Tableau 4) :
- valeurs moyennes de fluorescence < 2500 : adhésion nulle
- valeurs moyennes de fluorescence comprises entre 2500 et 10000 : adhésion faible
- valeurs moyennes de fluorescence > 10000 : adhésion forte

Tableau 4 : Capacité d’adhésion en EMSF de souches bactériennes marines sur microplaques.

Souches bactériennes Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5 Moyenne

Curfobacferium sp. Ld4 = = _

Curtobacterium sp. Lata [0 [ .
@
g
+

0
Agrococcus &p. Ld7 - _ 0 0
= 0
Kocuria sp. Ld156 - - 0 _ - 0
0

Arthrobacier sp. Ldb 5 S
Rhodococeus sp. Ld17

Bacillus sp. 4J6

Pseudomonas sp. Ld6

Cobeiia sp. LdB

Cobefia marina

Vibrio sp. D01

Pseudoslferomonas sp. Ld20

Pseudoalferomonas sp. 3J3
Pseudoalteromonas sp. D41
Pseudoalferomonas sp. 3J6
Pseudoalieromonas sp. 3J6 GFP
Pseudoalfaromonas carrageenovora
Pseudoalferomonas heloplankiis
Pseudoalferomonss sp. Ld9
Pseudoslferomonas sp. Ld18
Pseudoslferomonas sp. Ld19
Paracoccus sp. Ld10
Paracoccus sp. Ld16
Paracoceus sp. 4M6

Algibacter sp. Ld11

Algibacter sp. Ld13

Algibacier sp. 1M6

Zobellia galactanivorans
Cyfophaga sp. Ld12

~ - Adnésion nulle (DO<2500) [ 0 Faible adnésion (2500<D0<10000) | ¥ FoRe adhesion (Do=10000) |

29 souches bactériennes marines testées (17 isolées de L. digitata, 4 de la SBR, 6 du LBCM et 2
d’Ifremer) en 8 réplicats par microplaque et sur 5 microplaques (5 séries),. Les souches sont présentées
dans le tableau suivant la distribution phylogénétique de la figure 39. Pour chaque série, les valeurs de
fluorescence moyennées (moyenne des 8 réplicats par souche bactérienne) obtenues apres soustraction de
celles des blancs (EMSF) sont exprimées par des sigles. La derniére colonne du tableau correspond a la
moyenne des valeurs de DOs;o moyennées de chaque série. Lorsque les valeurs obtenues sont inférieures
a 2500, alors I’adhésion est considérée comme nulle et représentée par un «- »; quand elles sont
comprises entre 2500 et 10000, I’adhésion est dite faible et caractérisée par un « 0 » ; enfin, lorsqu’elles
sont supérieures & 10000, I’adhésion est considérée comme forte et représentée par un « f ».

La derniére colonne du tableau représente la synthese des résultats d’adhésion de
cing séries d’expérimentation, par le calcul de la moyenne des moyennes de DOs;o de
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chaque série. Ce résultat est cohérent avec les résultats qui seraient obtenus en

moyennant I’unité arbitraire obtenue par souches bactériennes avec les cing séries.

Par conséquent, huit souches bactériennes n’ont pas la capacité d’adhérer (ou
trés faiblement ; valeurs < 2500) en 2h sur ce type de microplaques : Curtobacterium
sp. Ld4, Agrococcus sp. Ld7, Arthrobacter sp. Ld5, Rhodococcus sp. Ld17, Bacillus sp.
4J6 (appartenant toutes les cing aux bactéries a Gram positif), et Cobetia sp. Ld8,
Pseudoalteromonas haloplanktis et Paracoccus sp. Ld10 (appartenant aux bactéries a
Gram négatif). Dix souches n’adhérent que faiblement (valeurs comprises entre 2500 et
10000) : essentiellement Kocuria sp. Ld15 pour les bactéries a Gram positif, et
Pseudomonas sp. Ld6, Vibrio sp. D01, Pseudoalteromonas sp. Ld20, 3J3, 3J6 et Ld18
Paracoccus sp. Ld16 et 4M6, et Algibacter sp. 1M6 pour les bactéries a Gram négatif.
Enfin, onze souches adhérent fortement en 2h sur ce type de microplaques (valeurs >
10000) : avec Curtobacterium sp. Ld14 pour les bactéries a Gram positif, et Cobetia
marina, Pseudoalteromonas sp. D41, 3J6GFP, carrageenovora, Ld9 et Ld19,
Algibacter sp. Ld11 et Ld13, Zobellia galactanivorans et Cellulophaga sp. Ld12 pour
les bactéries a Gram négatif.

1.B.2 - Capacité d’adhésion en présence de métabolites extraits de L. digitata

Cing extraits organiques de L. digitata ont été testes sur le pouvoir d’adhésion de
23 souches bactériennes. Ces extraits ont été incubés 2 heures avec les suspensions
bactériennes. Les résultats obtenus sont présentés ci-aprés (Tableau 5).

Le solvant DMSO utilisé pour solubiliser les extraits secs de L. digitata ne
semble pas influer sur I’adhésion des souches bactériennes testées, excepté pour
Pseudoalteromonas sp. Ld20 et 3J3, ou I’adhésion est légérement diminuée. Par
conséquent, les résultats d’adhésion de ces deux souches avec les métabolites extraits ne

seront pas commentés.
Aucun des extraits n’a eu d’effet sur I’adhésion des souches bactériennes

Curtobacterium sp. Ld4 et Arthrobacter sp. Ld5, isolées a partir de crampons de L.
digitata, et étant des bactéries a Gram positif. Il en est de méme pour les souches de
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référence P. carrageenovora, P. haloplanktis, C. marina et Vibrio sp. D01, toutes les
quatre étant des bactéries a Gram négatif. Il semble également que les souches « Ld »
soient plus sensibles aux extraits de leur algue héte que les souches de référence,
principalement isolées de surfaces inertes, exceptées P. carrageenovora et Z.

galactanivorans (isolées d’algues).

Témoin
Souches bactériennes DMSO C-EtAc C-MeOH S-EtAc S-MeOH L-MeOH
Curtobacterium sp. Ld4
Curtobacterium sp. Ld14
Arthrobacter sp. Ld5
Kocuria sp. Ld15

Gram™

[ I R = T & B }

' |IO|OIOIODIIOOO

A Pseudomonas sp. Ld6
Cobetia sp. Ld8
Cobetia marina

Vibrio sp. D01
Pseudoalteromonas sp. D41

Pseudoalieromonas sp. 3J6
Pseudoalteromonas sp. 3J6GFP
P. haloplanktis
Pseudoalteromonas sp. Ld9
Pseudoalteromonas sp. Ld18
Paracoccus sp. Ld16

0
==
0
4]

0

Gram”

Paracoccus sp. 4M6
Algibacter sp. Ld13
Algibacter sp. 1M6
Zobellia galactanivorans
v Cytophaga sp. Ld12
Total des effets
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Tableau 5 : Effet des extraits de métabolites sur I’adhésion de souches bactériennes marines.

Les résultats d’adhésion ont été traités avec le test de Student & un niveau statistique de significativité fixé
a 95 %, soit p < 0,05. Les souches sont classées suivant la distribution phylogénétique de la figure 39. Si
p > 0,05, les extraits n’ont pas d’effet sur I’adhésion des souches bactériennes et caractérisé par un (0).
A I’inverse, si p < 0,05, alors le pouvoir d’adhésion des souches bactériennes testées est modifié par les
extraits : () adhésion favorisée par les extraits, (7) le pouvoir d’adhésion est diminué par les extraits.
« C» ; extraits de crampons, « S » : extraits de stipe, (L) extraits de lames, « EtAc » extraits a |’acétate
d’éthyle, « MeOH » : extraits au méthanol.

De plus, I’extrait MeOH des lames de I’algue semble avoir plus d’effet sur
I’adhésion des souches testées comparée aux quatre autres extraits, en comptabilisant 11
effets (effet negatif sur Pseudoalteromonas sp. Ld12 non pris en compte) sur les 28
observes. Ainsi, il diminuerait I’adhésion des souches bactériennes Curtobacterium sp.
Ld14, Pseudomonas sp. Ld6, Cobetia sp. Ld8, Pseudoalteromonas sp. 3J6GFP et Ld9,
Paracoccus sp. 4M6 et Z. galactanivorans. En revanche, cet extrait favoriserait
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I’adhésion des souches Pseudoalteromonas sp. D41, Paracoccus sp. Ld16, Algibacter
sp. Ld13 et 1M6.

En ce qui concerne I’extrait de stipes a I’acétate d’éthyle, un effet positif sur
I’adhésion est observé pour les souches bactériennes Pseudoalteromonas sp. D41 et 3J6,
et Algibacter sp. 1M6, essentiellement des souches de référence. Aucun effet de cet
extrait n’a été mis en évidence sur les souches isolées de I’algue. En revanche, I’extrait
de stipes au méthanol diminuerait I’adhésion des souches Cobetia sp. Ld8 et
Pseudoalteromonas sp. Ld9, et favoriserait le pouvoir d’adhésion des souches
Pseudoalteromonas sp. D41 et Ld18, Paracoccus sp. Ld16 et Cellulophaga sp. Ld12.

Enfin, des effets notables ont été mis en évidence pour les extraits de crampons.
Celui au MeOH diminuerait I’adhésion des souches Cobetia sp. Ld8 et Algibacter sp.
Ld13 (isolées de I’algue), alors qu’il augmenterait I’adhésion des souches de référence
Pseudoalteromonas 3J6 et 3J6GFP. L’extrait de crampons a I’EtAc diminuerait le
pouvoir d’adhésion de Pseudoalteromonas sp. Ld13 et Cellulophaga sp. Ld12, tandis
qu’il augmenterait I’adhésion de Kocuria sp. Ld15 et de Z. galactanivorans.

1.B.3 - Capacité d’adhésion en présence d’exsudats de L. digitata

Deux types d’exsudats de L. digitata ont été testés sur le pouvoir d’adhésion de
22 souches bactériennes. Ces exsudats correspondent a des bouquets de molécules
émissibles, obtenues a partir d’algues vivantes : exsudats libérés constitutivement dans
I’eau de mer environnante par des jeunes sporophytes (exsudats EM+AIQ) ; et les
exsudats libérés dans I’eau de mer environnante par des jeunes sporophytes élicités par
des oligoguluronates (exsudats EM+AIlg+GG), aprés 2 heures d’incubation avec les

suspensions bactériennes. Les résultats obtenus sont présentés ci-aprés (Tableau 6).

Les souches apparaissent dans le tableau selon leur provenance (en premier sont
listées toutes les souches bactériennes isolées de L. digitata, et en second toutes les
souches de référence). Elles n’apparaissent pas selon une distribution phylogénétique
(comme les résultats présentés précedemment), car il semblerait que les souches isolées

de I’algue sont plus sensibles a ces exsudats que les souches de référence.
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Tableau 6 : Effet des exsudats de L. digitata sur I’adhésion de souches bactériennes marines

EMSF+Alg EMSF+AIg+GG
Souches bactériennes Serig 1 Série 2 Serie 1 Série 2
Curtobacterium sp. Ld4 0 ==

Arthrobacier sp. LdS - - 0 =

Pseudomonas sp. Ld6 - - - -

Agrococeis sp. Ld7 0 - 0 =

Cobetia sp. LdB 0 - - -

Pseudoalteromonas sp. Ld9 0 - 0 =

Paracoccus sp. Ld10 - - - -

Algibacter sp. Ld11 0 - 0 =

Cytophaga sp.Ld12 [ 0 N -

Kociria sp. Ld16 0 0 0 0

Rhodococeus sp. Ld17 5 - 0 [+

Pseidoalteromonas sp. Ld20 - - 0 =

FPseudoalteromonas haloplanktis 0 0
Pseudoalteromonas carrageenovora 0 -

Cobefia marina - 0 = 0

Zobellia galactanivorans - 0 0 -

Paracoccus sp. 4MG 0 0 0 0

Bacillus sp. 4J6 0 0 0 0
Pseiwdoalieromonas sp. 3.3 0 0

Pseudoalferomonas sp. 3J6 GFP 0 0 0 0

Vibrio sp. DO 0 0

Pseudoalieromonas sp. D41 0

Les résultats d’adhésion ont été traités avec le test de Student & un niveau statistique de significativité fixé
a 95 %, soit p < 0,05. Les souches bactériennes ont une distribution selon leur provenance (souches
associées a L. digitata, puis souches de référence). Si p > 0,05, les exsudats n’ont pas d’effet sur
I’adhésion des souches bactériennes et caractérisé par un (0). A I’inverse, si p < 0,05, alors le pouvoir
d’adhésion des souches bactériennes testées est modifié par les exsudats : ([ ) adhésion favorisée par les
exsudats ; (=) le pouvoir d’adhésion est diminué par les exsudats. () correspond aux souches qui n’ont
pas été testées. EMSF+AIlg : exsudats sécrétées naturellement par I’algue ; EMSF+AIgGG : exsudats
sécrétées en réponse a un stress par des oligoguluronates 4 150 pg.mL™.

Les exsudats de L. digitata n’ont aucun effet sur I’adhésion des souches
bactériennes Kocuria sp. Ld15, P. haloplanktis, Paracoccus sp. 4M6, Bacillus sp. 4J6,
Vibrio sp. D01, et les Pseudoalteromonas sp. 3J3, 3J6GFP et D41. A I’inverse, ces deux
types d’exsudats diminuent I’adhésion des souches bactériennes Arthrobacter sp. Ld5,
Pseudomonas sp. Ld6 et Cobetia sp. Ld8. Les exsudats EM+Alg diminuent I’adhésion
des souches Paracoccus sp. Ld10, Rhodococcus sp. Ld17 et Pseudoalteromonas sp.
Ld20. Ils n’ont en revanche aucun effet sur P. carrageenovora. Enfin, les exsudats
EM+AIlg+GG augmentent I’adhésion des souches bactériennes Curtobacterium sp. Ld4
(uniquement la série 2, pas d’effet sur la série 1), Paracoccus sp. Ld10 et Rhodococcus
sp. Ld17 (uniquement la série 2 également). A I’inverse, ils diminuent I’adhésion de la

souche P. carrageenovora.
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Il existe toutefois quelques divergences entre les résultats d’une méme souche
avec un méme type d’exsudat. Cette différence pourrait s’expliquer par la DOggo
d’ensemencement des suspensions bactériennes dans les puits, qui n’a pas été
homogéne dans la premiére série d’expérimentation pour toutes les souches testés
(normalement DOgoo = 3). En effet, les résultats obtenus pour la souche bactérienne
Agrococcus sp. Ld7 dans la série 1 et dans la série 2 divergent. La DOggp
d’ensemencement dans les puits de la 1% série a été beaucoup plus élevée que celle de
la 2°™ série. Les résultats de la série 2 seraient donc plus proches des conditions
naturelles et démontrent I’effet important de la charge bactérienne de I’inoculum sur la
sensibilité aux concentrations d’actifs dans les exsudats, avec une diminution de
I’adhésion de cette souche en présence des 2 types d’exsudats. Il existe également une
petite différence pour la souche Z. galactanivorans, dont la DOggo d’ensemencement a
été < 3 lors de la 1% série. Concernant Cellulophaga sp. Ld12, c’est une suspension
bactérienne d’une DOgoo < 3 qui a été ensemencée dans la 1% série, laissant penser que
les exsudats EM+Alg n’ont pas d’effet sur son adhésion, et que les exsudats
EM+AIg+GG diminueraient son adhésion. Par conséquent, les résultats a prendre en
2éme

compte dans cette partie d’étude sont principalement les résultats de la série

d’expérimentation.

Ainsi, pour Pseudoalteromonas sp. Ld9 et Algibacter sp. Ld1l, il y a une
diminution de I’adhésion lorsque des exsudats EM+Alg+GG sont ajoutés aux puits
d’ensemencement. En revanche, aucun effet n’est observé sur I’adhésion de la souche

de référence Cobetia marina.

1.B.4 - Capacité d’adhésion en présence de métabolites purs

Trois métabolites purs (disponibles commercialement) ont été testés pour
observer leur effet sur I’adhésion des souches bactériennes isolées de L. digitata. Ces
métabolites ont été choisis a partir des connaissances existantes sur les métabolites
exsudés par I’algue, et qui sont donc potentiellement présents dans I’hydrosphére
immediate de I’algue stressée ou non. Ainsi, le mannitol est sécrété continuellement sur
toute la surface de I’algue. De plus, L. digitata est connue pour avoir des mécanismes de
défense impliquant le métabolisme de I’iode et du brome (Kpper et al., 2002), d’ou le
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choix de tester le diiodométhane (CHal,), connu pour étre libéré en grande quantité
lorsque I’algue est soumise a un stress oxydant, et I’acide hypobromeux (HOBTr) présent
dans le produit industriel Stabrex ST40®.

Cing souches bactériennes ont été choisies pour réaliser ces tests d’adhésion. Les
deux souches isolées de L. digitata, Cobetia sp. Ld8 et Pseudoalteromonas sp. Ld20, et
les trois souches de référence Z. galactanivorans, les Pseudoalteromonas sp. D41 et
3J6. Ces souches ont €té choisies par rapport a I’ensemble des résultats d’adhésion

obtenus précédemment.

1.B.4.1 - Mannitol

Cing concentrations croissantes de mannitol ont été ajoutées dans les puits
d’incubation de cinq souches bactériennes pendant 2h (Figure 49).

25000
00 pgimL | 2,5 pgimL 025 pgiml @ 250 pgimL o 2,5 mgimL 025 mgimL
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Figure 49 : Adhésion des souches bactériennes en microplaques 96 puits co-incubées 2h avec
différentes concentrations de mannitol.

Cing souches étudiées : Cobetia sp. Ld8, Z. galactanivorans et les Pseudoalteromonas sp. Ld20, D41 et
3J6. Les barres correspondent aux erreurs-types. Les étoiles signifient qu’il y a une différence statistique
des valeurs obtenus en présence de mannitol par rapport aux témoins sans mannitol @ ) (soit p < 0,05) ;
les différentes concentrations en mannitol testées sont @) 2,5 ug.mL™, @) 25 pg.mL™, &) 250 pg.mL™?,
@) 2,5 pg.mL™ et ( 2125 pg.mL™,

Aucun effet n’a été observé sur I’adhésion de Cobetia sp. Ld8, avec une valeur
de fluorescence moyenne de 18751. Chez la souche Pseudoalteromonas sp. Ld20, le
mannitol & une concentration de 2,5 pg.mL™ favorise I’adhésion de cette souche au
support de la microplaque, avec une fluorescence de 4724 contre 3419 en EMSF. En

revanche, les quatre autres concentrations diminuent son adhésion (respectivement en
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ordre croissant de quantit¢ de mannitol ajouté: 1988, 1670, 1831 et 2514). Une
augmentation de 1’adhésion avec des concentrations en mannitol de 2,5 et 25 pg.mL™ a
également été observée pour Pseudoalteromonas sp. 3J6, avec des valeurs de
fluorescence de 14364 et 14642, contre 12833 pour le témoin. Une diminution de
I’adhésion a quant a elle été observée avec les deux plus fortes concentrations en
mannitol (11357 et 8384). Aucune différence d’adhésion n’a été notée pour une
concentration de 250 pg.mL™. Chez Pseudoalteromonas sp. D41, une seule
concentration a un effet positif sur ’adhésion (celle a 250 pg.mL™) avec une valeur de
fluorescence de 10371, contre 8620 en condition témoin (sans mannitol). Enfin, pour la
souche Z. galactanivorans, plus la concentration en mannitol est élevée, plus son
adhésion est favorisée, avec des valeurs de fluorescence significativement plus élevées
pour des concentrations en mannitol de 250 pg.mL™, 2,5 mg.mL™ et 25 mg.mL™
(respectivement 12669, 14986 et 14444, contre 10007 en condition témoin).

1.B.4.2 - Diiodométhane

Cing concentrations croissantes de CHyl, ont été ajoutées dans les puits
d’incubation de ces cing mémes souches bactériennes, et pendant 2h (Figure 50).
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Figure 50 : Adhésion des souches bactériennes en microplaques 96 puits co-incubées 2h avec
différentes concentrations de diiodométhane.

Cing souches étudiées : Cobetia sp. Ld8, Z. galactanivorans et les Pseudoalteromonas sp. Ld20, D41 et
3J6. Les barres correspondent aux erreurs-types. Les étoiles signifient qu’il y a une différence statistique
des valeurs obtenus en présence de mannitol par rapport aux témoins sans mannitol @) (soit p < 0,05) ;
les différentes concentrations en mannitol testées sont @ ) 5 pg.mL™?, @) 10 pgmL™?, @) 20 pg.mL™,
(mm) 50 pg.mL? et ( 23100 pg.mL™
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Comme pour le mannitol, aucun effet sur I’adhésion n’est observé pour la
souche Cobetia sp. Ld8 co-incubées avec les différentes concentrations de CHal,, avec
une valeur moyenne de fluorescence de 6230. En revanche, les autres souches sont

sensibles aux différentes concentrations de CHol».

En effet, toutes les concentrations de CHl, diminuent significativement
I’adhésion de la souche Pseudoalteromonas sp. 3J6, excepté pour une concentration de
10 pg.mL™ ot la valeur d’adhésion augmente significativement (1794). La valeur de
fluorescence témoin étant de 1526, contre 1041, 1220, 800 et 428 pour des
concentrations croissantes de CHal, de 5, 20, 50, 100 pg.mL™. Les trois plus fortes
concentrations de CHyl, ont également un effet significativement négatif sur I’adhésion
de la souche Pseudoalteromonas sp. D41, avec des valeurs de fluorescence passant de
19197 pour 20 pg.mL™, & 1822 pour 50 pg.mL™ et & 15200 pour 100 pg.mL™?, contre
22883 pour la condition témoin. A I’inverse, ces trois concentrations favorisent
I’adhésion de la souche Z. galactanivorans, avec des valeurs de 8078 pour 20 pg.mL™,
9298 pour 50 pg.mL™ et 10026 pour 100 pg.mL™, contre 6102 pour la condition
témoin. De méme, pour une concentration de 5 pg.mL”, il y a une augmentation
significative de I’adhésion, avec une valeur moyenne de fluorescence de 7367 pg.mL™.
Chez Pseudoalteromonas sp. Ld20, I’adhésion est augmentée avec la concentration la
plus faible en CHyl,, avec une valeur de fluorescence de 12985 contre 10476. En
revanche, avec des concentrations de 10, 50 et 100 pg.mL™, I’adhésion est alors

diminuer, avec des valeurs moyennes de fluorescence de 8622, 8938 et 9117.

1.B.4.3 - Stabrex ST40®

Cinq dilutions en EMSF du produit commercial Stabrex ST40® ont été ajoutées
dans les puits d’incubation de cing souches bactériennes décrites précédemment
pendant 2h (Figure 51).

Toutes les souches bactériennes testées ont été sensibles a ce produit, excepté
peut-étre pour la souche Z. galactanivorans. En effet, seule la dilution au 2.10™ diminue
significativement I’adhésion de cette souche, de 16205 de valeur moyenne de
fluorescence pour la condition témoin, a 2383. Cependant, comme aucune autre dilution

n’a d’effet sur son adhésion, il semblerait que ce soit un artefact.
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Chez Pseudoalteromonas sp. Ld20, les trois plus fortes concentrations en
Stabrex® diminuent significativement son adhésion, avec des valeurs de 293 pour une
dilution au 10, 618 pour 2.10™ et 1631 pour 10, contre 2765 pour le témoin. Elles
diminuent également I’adhésion de la souche Cobetia sp. Ld8, avec des valeurs de
fluorescence de 6650 pour 10, 8920 pour 2.10™ et 8291 pour 107, contre 18297 pour le
témoin. Cependant, la dilution au 2.10® augmente significativement I’adhésion de cette
souche, avec une valeur moyenne de fluorescence atteignant les 24776. Pour la souche
Pseudoalteromonas sp. 3J6, les quatre concentrations les plus fortes en Stabrex®
diminuent significativement I’adhésion de cette souche, en particulier les trois
concentrations les plus fortes, avec des valeurs moyennes de fluorescence comprise
entre -166 et 1163, contre 9908 pour la valeur moyenne témoin. A une dilution de
2.10°, la diminution de I’adhésion est faible mais significative, avec une valeur
moyenne de 8312. Enfin, en ce qui concerne la souche bactérienne Pseudoalteromonas
sp. D41, toutes les concentrations en Stabrex® ont un effet positif sur I’adhésion de cette
souche (5212 pour 10, 7136 pour 2.10°, 8875 pour 10* et 5915 pour 2.10™, contre
4539 pour le témoin), excepté la plus forte concentration en Stabrex® (dilution au 107%)
qui diminue I’adhésion de Pseudoalteromonas sp. D41 (valeur moyenne de

fluorescence de 2841).
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Figure 51 : Adhésion des souches bactériennes en microplaques 96 puits co-incubées 2h avec
différentes concentrations de Stabrex®, produits commercial composé d’acide hypobromeux.

Cing souches étudiées : Cobetia sp. Ld8, Z. galactanivorans et les Pseudoalteromonas sp. Ld20, D41 et
3J6. Les barres correspondent aux erreurs-types. Les étoiles signifient qu’il y a une différence statistique
des valeurs obtenus en présence de Stabrex par rapport aux témoins sans mannitol @) (soit p < 0,05) ; les
différentes dilutions en Stabrex testées sont (m) 10°, ( £12.10°, ( =0, ( )s10™et ( ) &9°
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Il - FORMATION DE BIOFILM

Dans cette partie, seules quelques bactéries ont été sélectionnées pour effectuer
I’étude de la formation de biofilm. Les souches choisies sont les trois souches isolées de
L. digitata : Pseudomonas sp. Ld6, Agrococcus sp. Ld7 et Pseudoalteromonas sp. Ld20,
de capacités d’adhésion en EMSF différentes et de modifications de I’adhésion en
contact d’exsudats d’algue et de métabolites également différentes. Trois souches de
référence ont également été choisies : Zobellia galactanivorans, notamment pour son
métabolisme iodé important (Michel et al., résultats non publiés), ainsi que pour avoir
été isolée d’une algue rouge, contrairement aux deux autres souches utilisées :
Pseudoalteromonas sp. 3J6 et D41, isolées de surfaces inertes. Ces deux
Pseudoalteromonas ont une bonne capacité d’adhésion, elles sont également sensibles
aux différentes conditions d’adhésion, et surtout, ce sont des souches bactériennes trés
étudiées dans leur laboratoire d’origine (respectivement le LBCM et I’lfremer).

I1.A - En milieu de culture ZoBell

I1LA.1 - A 2h d’adhésion en statique

Deux heures aprés I’injection des souches bactériennes, I’adhésion des bactéries
aux lamelles des FC est observée en contraste de phase au MCBL (microscope
confocale & balayage laser) avant de mettre le flux de milieu de culture ZoBell en route,
afin de former les biofilms. Les bactéries ont donc plus ou moins adhéré aux lamelles en

verre, dans un environnement constitué d’EMSF (Figure 52).

En ce qui concerne les souches associees a L. digitata, Agrococcus sp. Ld7
n’adhére que trés peu au support, contrairement aux deux autres souches étudiees. Les
cellules bactériennes de Pseudomonas sp. Ld6 adherent au support de maniére
homogeéne, recouvrant la totalité de la surface a coloniser, alors que les bactéries de la
souche Pseudoalteromonas sp. Ld20 adherent également au support, mais d’une
maniere plus hétérogene, en formant des petits amas bactériens et en laissant ainsi des
espaces exempts de cellules sur la surface. Du cbté des souches marines de référence,
les cellules bactériennes adhérent toutes au substratum. Les longs et fins batonnets de
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Résultats et discussions

Fl

Pseudoalterom

onas sp. D41

Figure 52 : Adhésion bactérienne en EMSF au bout de 2h en Flow Cell, en condition statique et a
20°C, observée en microscopie confocale a balayage laser en contraste de phase.

Trois souches bactériennes associées et isolées de I’algue brune Laminaria digitata : Pseudomonas sp.
Ld6, Agrococcus sp. Ld7, Pseudoalteromonas sp. Ld20 ; et trois souches bactériennes marines de
référence : Z. galactanivorans, Pseudoalteromonas sp. D41 et Pseudoalteromonas sp. 3J6. La barre

d’échelle est commune aux 6 souches bactériennes.

168



Z. galactanivorans sont équitablement répartis sur la surface a coloniser, tout comme
les bactéries en forme de batonnet de la souche Pseudoalteromonas sp. 3J6. Les cellules
bactériennes de Pseudoalteromonas sp. D41, plus petites que ses homologues
Pseudoalteromonas sp. 3J6 et Ld20, sont réparties de maniére un peu moins homogéne
sur la surface, et des agrégats de bactéries apparaissent déja au bout de 2h d’adhésion.

11LA.2 - A 24 h de biofilm en flux dynamique

La reconstitution tridimensionnelle (3D) des images obtenues par les prises de
vue effectuées sur toute la hauteur (dans les couches z) des biofilms de Pseudomonas
sp. Ld6, Agrococcus sp. Ld7, Zobellia galactanivorans, Pseudoalteromonas sp. D41,
3J6 et Ld20 en microscopie confocale a balayage laser permet d’avoir un apergu de la

structure de leur biofilm formé au bout de 24h en milieu de culture ZoBell (Figure 53).

Toutes les souches bactériennes étudiées forment un biofilm, excepté la souche
Agrococcus sp. Ld7 isolée de L. digitata. En effet, les images en MCBL montrent
davantage des bactéries individuelles adhérées au support qu’un biofilm (Figure 53B).
En revanche, les autres souches bactériennes forment bien des biofilms, avec des
architectures différentes et propres a chaque souche.

Par conséquent, les souches Pseudomonas sp. Ld6, Pseudoalteromonas sp. Ld20
et Pseudalteromonas sp. D41 semblent former des biofilms d’architecture proche, avec
plus ou moins de biomasse et d’épaisseur (Figure 53A, 53C, 53F). Quelques colonies
ou amas bactériens sont visibles dans la représentation en 3D de leur biofilm, dépassant
le tapis bactérien formé a la surface de la FC. Les biofilms de la souche
Pseudoalteromonas sp. 3J6 sont formés de structures de type champignon (amas
bactériens beaucoup plus importants que les souches bactériennes décrites
précédemment) (Figure 53D). Les sections de la coupe sagittale de son biofilm révelent
que ces amas bactériens formés sont creux a I’intérieur (Figure 53D). C’est egalement
le cas de la souche Z. galactanivorans. En effet, le biofilm de cette souche forme des
amas bactériens creux en leur intérieur, mais I’architecture finale est cependant bien

différente de celui de la souche 3J6 (Figure 53E). Alors que chez Pseudoalteromonas
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Pseudomonas sp. Ldb Agrococcus sp. Ld7 Pseudoalteromonas sp. Ld20
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47.07 Lim

46.92 um

Figure 53 : Biofilms bactériens formés en chambre a flux en 24h avec du milieu de culture ZoBell,
et observés par microscopie confocale a balayage laser.

(A) Pseudomonas sp. Ld6, (B) Agrococcus sp. Ld7, (C) Pseudoalteromonas sp. Ld20, (D)
Pseudoalteromonas sp. 3J6, (E) Zobellia galactanivorans et (F) Pseudoalteromonas sp. D41. Les chiffres
suivants correspondent aux différents types d’observation des prises de vue dans les couches des
biofilms : (1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des
coupes transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61
Red avant d’étre visualisé en MCBL.
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sp. 3J6 les colonies sont bien distantes les unes des autres, chez Z. galactanivorans, les
colonies semblent toutes liées les unes aux autres, formant ainsi un réseau structuré. Les
amas bactériens ne sont vraissmblablement pas des structures en champignon, puisque
les colonies formées ne sont pas sphériques, mais au contraire « difformes» et
beaucoup moins épaisses que celles rencontrées chez Pseudoalteromonas sp. 3J6. De
méme, la base du biofilm est plus épaisse, formant un biofilm épais et dense

contrairement aux autres souches étudiées.

L’analyse informatique de toutes les images acquises permet d’évaluer la
biomasse, et les épaisseurs moyennes et maximales de chaque biofilm formé des six
souches bactériennes étudiées. Ci-apres sont représentées graphiquement les valeurs
moyennes (de 2 a 5 séries d’expérimentation), de toutes les valeurs déja moyennées
(moyennes des 2 a 5 prises de vue par série d’expérimentation), de la biomasse
(um®.um?), et des épaisseurs moyennes et maximales (um) des biofilms de ces six
souches bactériennes étudiées (Figure 54).

Par conséquent, Agrococcus sp. Ld7 a une biomasse de 0,04 um®.um?, valeur
trés faible révélant bien que ce n’est vraisemblablement pas un biofilm qui s’est formé
en 24h, mais plus la résultante de bactéries adhérées au support. Les épaisseurs
moyenne et maximale obtenues sont de 0,04 pm et 8 um respectivement. En revanche,
Pseudomonas sp. Ld6, Pseudoalteromonas sp. Ld20, Pseudoalteromonas sp. 3J6 et
Pseudoalteromonas sp. D41 forment toutes les quatre un biofilm de biomasse
équivalente, comprise entre 1,9 pm®.um? pour Ld6 a 4 pm®.um? pour Ld20 (2,1
pum®.pm? pour 3J6 et 2,9 um®.um? pour D41). Les biofilms de Pseudoalteromonas sp.
3J6 atteignent une épaisseur maximale de 28,3 um, contre une épaisseur moyenne de
2,6 um, montrant ainsi I’existence de structures montantes et irréguliéres, s’élevant du
film bactérien forme a la base de la surface des FC. Les autres souches bactériennes
semblent également avoir ce genre de structures, mais avec une hauteur moyenne plus
importante (ou légérement plus faible pour Pseudomonas sp. Ld6) et une épaisseur
maximale plus faible que celle de Pseudoalteromonas sp. 3J6, signifiant ainsi que leurs
structures montantes sont moins épaisses. En effet, les biofilms de Pseudomonas sp.
Ld6 ont une épaisseur moyenne et maximale de 2,3 et 16,7 um respectivement. Pour
Pseudoalteromonas sp. Ld20, ils sont de 6,3 um d’épaisseur moyenne et atteignent les
24,3 um de hauteur. Enfin, les biofilms de Pseudoalteromonas sp. D41 ont une
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épaisseur maximale de 15,4 pum, ce qui correspond a un peu plus de cingq fois leur

épaisseur moyenne (2,9 pm).
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Figure 54 : Quantification des biofilms bactériens formés en chambre a flux pendant 24h en milieu
de culture ZoBell.

(A) Biomasse du biofilm exprimée en pm>.pm™

(B) Epaisseur moyenne du biofilm exprimée en um

(C) Epaisseur maximale du biofilm exprimée en um

Les souches bactériennes étudiées et représentées par des colonnes sont: Pseudomonas sp. Ld6,
Agrococcus sp. Ld7 et Pseudoalteromonas sp. Ld20 pour les souches bactériennes isolées de L. digitata,
et Pseudoalteromonas sp. D41 et 3J6, et Zobellia galactanivorans pour les souches bactériennes marines
de références ; les barres correspondent aux erreurs-types.

Pour finir, la souche bactérienne Z. galactanivorans forme quant a elle un
biofilm de biomasse bien plus importante que les autres souches bactériennes étudiees,
s’élevant 4 22,7 pm®.um™ L’épaisseur moyenne de son biofilm formé est de 26,6 pm,
et son épaisseur maximale atteint les 56 pm de hauteur. Proportionnellement aux autres
souches bactériennes, la différence entre les épaisseurs moyenne et maximale est faible,

montrant ainsi une structure de biofilm plus homogene.
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11.B - En présence d’exsudats de L. digitata (approche
biomimétigue)

Les biofilms décrits précédemment ont ensuite été formés en milieu de culture
ZoBell enrichi avec des exsudats d’algues. Les exsudats libérés par I’algue ont une
composition différente selon que I’algue est stressée ou non. Par conséquent, tester ces
exsudats sur la formation de biofilm de souches bactériennes épiphytes et exogenes a
cette algue pourrait permettre d’apporter les premiers €léments de réponse sur les
interactions entre I’algue et les bactéries existantes a la surface de I’algue.

Pour chaque expérience, trois conditions (3 milieux de culture) sont testées en
paralléle pour une méme souche bactérienne : une condition «témoin» contenant
uniquement du milieu de culture ZoBell ((A) sur les images de MCBL), une condition
«algues » contenant du milieu ZoBell et des exsudats de L. digitata libérés
naturellement dans I’eau de mer environnante ((B) sur les images de MCBL), et une
condition « algues+GG » contenant du milieu ZoBell et des exsudats de L. digitata
stressée ((C) sur les images de MCBL) (Figure 55).

Les conditions «algues» diminuent la biomasse, I’épaisseur moyenne et
maximale de la souche Agrococcus sp. Ld7, ou du moins, de ses bactéries adhérées au
support de la FC. Les conditions «algues+GG » diminuent essentiellement leur
biomasse. Les résultats obtenus en MCBL ne montrent pas de formation de biofilm.

Les exsudats EM+AIlg+GG ont une influence sur les biofilms de Pseudomonas
sp. Ld6 (Figure 55). En effet, bien que I’épaisseur maximale ne soit pas modifiée en
leur présence (témoin: 14,4 um; EM+AIlg: 15,4 um; EM+AIg£GG: 11,2 um),
I’épaisseur moyenne et la biomasse sont quant a elles diminuées (épaisseur moyenne :

2

2,9 um, 0,6 pm et 0,4 pm ; biomasse : 2,2 pm*.um? 0,5 pm®.pm? et 0,3 pm’.pm™

respectivement pour les témoins, EM+Alg et EM+AIlg+GG) (Figure 56).
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Figure 55 : Quantification des biofilms bactériens formés en chambre a flux en 24h, avec des
exsudats de L. digitata dans le milieu de culture ZoBell.

(A) Biomasse du biofilm exprimée en pm?>.pm™

(B) Epaisseur maximale du biofilm exprimée en pm

(C) Epaisseur moyenne du biofilm exprimée en pm

Les souches bactériennes étudiées et représentées par des colonnes sont: Pseudomonas sp. Ld6 et
Pseudoalteromonas sp. Ld20 pour les souches bactériennes isolées de L. digitata, et Pseudoalteromonas
sp. D41 et 3J6, et Zobellia galactanivorans pour les souches bactériennes marines de références ; Les
barres correspondent aux erreurs-types ; Les étoiles signifient qu’il y a une différence statistique des
valeurs obtenus en présence d’exsudats d’algues par rapport aux témoins (soit p < 0,05) ; (=m) biofilm en
miliru ZoBell ; (m) biofilms en milieu ZoBell enrichi en exsudats d’algues (EM+AIg) ; @) biofilms en
milieu ZoBell enrichi en exsudats d’algues stressées (EM+Alg+GG)
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Pseudomonas sp. Ld6 :

47.58 pym

47.62 um

47 um

66.93 ymy§i g3 66.93 ym C3 66.88 um

Témoin Algues Algues + GG

Figure 56 : Biofilms de Pseudomonas sp. Ld6 soumis a des exsudats de sporophytes de L. digitata
élicités ou non aux GG.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata élicitées aux GG

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL.

C’est également le cas pour la souche bactérienne Pseudoalteromonas sp. Ld20
(Figure 55). En effet, la biomasse du biofilm témoin est de 8,8 pm*.um?, alors que
quand le biofilm est soumis a des exsudats de L. digitata, sa biomasse tombe a 3,4
um®.um? en EM+Alg et a 5,6 pm>.um? en EM+Alg+GG. L’épaisseur moyenne est
aussi diminuée en présence d’exsudats, passant de 10,1 um en condition témoin a 5 et
6,9 um d’épaisseur moyenne et maximale respectivement. Contrairement a
Pseudomonas sp. Ld6, I’épaisseur maximale du biofilm de Pseudomonas sp. Ld20 est
également diminuée en présence d’exsudats d’algues non élicitées, allant d’une
¢paisseur de 30 um en milieu de culture ZoBell a 19,4 um lorsque des exsudats de L.
digitata sont ajoutés dans le milieu de culture (26,7 pm en présence d’exsudats de
sporophytes élicités). Cette diminution est notamment visible avec les images du MCBL

suivantes (Figure 57).
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Pseudoalteromonas sp. Ld20 :

47.34 um

Témoin Algues Algues + GG

Figure 57 : Biofilms de Pseudoalteromonas sp. Ld20 soumis a des exsudats de sporophytes de L.
digitata élicités ou non aux GG.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata élicitées aux GG

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL.

A l’inverse des biofilms précédents, le développement des biofilms de
Pseudoalteromonas sp. D41 et Z. galactanivorans semblent étre favorisés en FC par les
exsudats de L. digitata (Figure 55).

Chez Pseudoalteromonas sp. D41, les exsudats de sporophytes élicités ou non
aux GG semblent jouer uniquement sur I’épaisseur maximale des biofilms. En effet, la
biomasse (autour des 3 pm>.um™) et I’épaisseur moyenne (aux environs des 3 pm) des
biofilms restent plus ou moins constantes, sans différence statistique notable. En
revanche, les épaisseurs maximales des biofilms sont augmentées en présence
d’exsudats de L. digitata dans le milieu de culture ZoBell, passant ainsi a 10,1 pm
d’épaisseur a 15,8 um avec les exsudats EM+Alg et & 23,1 um avec les exsudats
EM+AIlg+GG. L’augmentation de I’épaisseur maximale des biofilms est d’ailleurs

visible sur les images prises au MCBL (Figure 58).
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Figure 58 : Biofilms de Pseudoalteromonas sp. D41 soumis a des exsudats de sporophytes de L.
digitata élicités ou non aux GG.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata élicitées aux GG

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL.

Chez Z. galactanivorans, les biomasses et les épaisseurs moyennes et maximales
des biofilms augmentent tous en présence des exsudats de L. digitata, excepté la
biomasse des biofilms soumis aux exsudats EM+Alg+GG, ou aucune différence
statistique n’est notée (environ 21 um®.um™?), contrairement & ceux sujets aux exsudats
EM+Alg avec une biomasse plus importante de 32,6 pm>.um™? (Figure 55). L’épaisseur
moyenne passe ainsi de 24,5 um a 51,7 um en présence d’exsudats d’EM+Alg, et a 33
um en présence d’EM+AIg+GG. L’épaisseur maximale de 43,2 um en condition témoin
est doublée en présence d’EM+Alg+GG (89 um), et quasiment triplée en présence
d’EM+Alg (104,5 pm). Par conséquent, les biofilms de Z. galactanivorans sont
considérablement augmentés en présence d’exsudats de cette algue (Figure 59).
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Zobellia galactanivorans .

47,62 im
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Figure 59 : Biofilms de Zobellia galactanivorans soumis a des exsudats de sporophytes de L. digitata
élicités ou non aux GG.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata élicitées aux GG

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL.

Contrairement a toutes les souches bactériennes précédentes (sensibles a un ou
aux deux types d’exsudats de L. digitata), les biofilms de la souche Pseudoalteromonas
sp. 3J6 exogene a cette algue ne semblent pas étre modifiés (Figure 55 et 60). Ainsi, les
biomasses des biofilms oscillent entre 2,8 et 3,7 um3.um'2, les épaisseurs moyennes

entre 3,7 et 4,3 um, et les épaisseurs maximales entre 29,3 et 40,4 pm.
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Figure 60 : Biofilms de Pseudoalteromonas sp. 3J6 soumis a des exsudats de sporophytes de L.
digitata élicités ou non aux GG.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en exsudats de L. digitata élicitées aux GG

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL

I11.C - En présence de métabolites purs (approche individuelle)

Pour mieux comprendre la raison des éventuelles modifications de la structure
des biofilms en présence d’exsudats d’algues, des métabolites purs ont été testés. Les
biofilms ont donc été formés en 24h de flux contenant du milieu de culture ZoBell (pour
le témoin toujours) et deux autres conditions : du milieu de culture ZoBell enrichi en

mannitol et un autre enrichi en diiodométhane.
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11.C.1 - Mannitol

Deux concentrations finales en mannitol dans les milieux de culture ZoBell ont
été testées (2,5 pg.mL™ et 250 pg.mL™), sur une souche isolée de L. digitata
(Pseudoalteromonas sp. Ld20) et sur une souche de référence (Z. galactanivorans).

Les résultats obtenus sur les biofilms de Pseudaolteromonas sp. Ld20 montrent
qu’il n’y a pas de différence significative entre les différents milieux de culture utilisés
(Figure 61). La biomasse des biofilms formés dans les trois types de milieu de culture
oscille donc de 3,9 um®.um? pour la condition témoin, & 5,4 um®.um? pour le milieu
contenant la plus faible concentration en mannitol. Cette différence n’est cependant pas
assez importante pour étre significative. Il en est de méme pour I’épaisseur des
biofilms : entre 4,9 et 6,4 um de hauteur moyenne, et 29,8 a 36,6 um d’épaisseur
maximale. Le mannitol, aux concentrations utilisées et dans les conditions testées,

n’influe donc pas sur la formation de biofilm (Figure 62).
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Figure 61 : Quantification des biofilms bactériens de Pseudoalteromonas sp. Ld20 formés en FC en
24h, avec du mannitol a différentes concentrations dans le milieu de culture ZoBell.

(A) Biomasse du biofilm exprimée en pm>.pm™

(B) Epaisseur maximale du biofilm exprimée en pm

(C) Epaisseur moyenne du biofilm exprimée en pm

Les différentes conditions de culture sont représentées par des colonnes : @ ) biofilms en milieu ZoBell ;
(m) biofilms en milieu ZoBell enrichi en mannitol a 2,5 pg.mL™ ; (=) biofilms en milieu ZoBell enrichi
en mannitol & 250 ug.mL™. Les barres correspondent aux erreurs-types et les étoiles signifient qu’il y a
une différence statistique des valeurs obtenues en présence d’exsudats d’algues par rapport aux témoins
(soit p < 0,05).
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En revanche, les résultats obtenus chez Z. galactanivorans montrent que ses
biofilms sont favorisés en présence de mannitol (Figure 63). En effet, le milieu de
culture ZoBell contenant du mannitol & une concentration de 250 pg.mL™ induit la
formation de biofilms plus importants. La biomasse passe de 29 pm®.um? (pour le
témoin et la plus petite concentration de mannitol) & 46 um>.um? quand le milieu est
enrichi de mannitol & 250 pg.mL™. Au niveau de 1’épaisseur moyenne, cela passe de 34
um en moyenne, a 55 um de hauteur, et pour I’épaisseur maximale, de 76 puma 112 um.
Ces résultats confortent les observations réalisées en MCBL (Figure 64), ou la densité
de bactéries est nettement plus importante en milieu de culture contenant du mannitol a
250 ug.mL'l.

Pseudoalteromonas sp. Ld20 :

47.58 um 4757 um

- B2 SR oy e
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ZoBell + 2,5 ug.mL-" ZoBell + 250 ug.mL"1

ZoBell . .
mannitol mannitol

Figure 62 : Biofilms de Pseudoalteromonas sp. Ld20 formés en milieu de culture ZoBell plus ou
moins enrichi en mannitol.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en mannitol 4 2,5 pg.mL™

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en mannitol a 250 ug.mL™

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL.
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Figure 63 : Quantification des biofilms bactériens de Z. galactanivorans formés en chambre a flux
en 24h, avec du mannitol a différentes concentrations dans le milieu de culture ZoBell.

(A) Biomasse du biofilm exprimée en pm>.pm™

(B) Epaisseur maximale du biofilm exprimée en um

(C) Epaisseur moyenne du biofilm exprimée en pm

Les différentes conditions de culture sont représentées par des colonnes : @ ) biofilms en milieu ZoBell ;
(mm) biofilms en milieu ZoBell enrichi en mannitol a 2,5 pg.mL™ ; (=) biofilms en milieu ZoBell enrichi
en mannitol & 250 ug.mL™. Les barres correspondent aux erreurs-types et les étoiles signifient qu’il y a
une différence statistique des valeurs obtenues en présence d’exsudats d’algues par rapport aux témoins
(soit p < 0,05).
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Figure 64 : Biofilms de Z. galactanivorans formés en milieu de culture ZoBell plus ou moins enrichi
en mannitol.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en mannitol & 2,5 pg.mL™

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell enrichi en mannitol a 250 ug.mL™

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL.

11.C.2 - Diiodométhane

Le CHyl, a été ajouté au milieu de culture ZoBell, en présence de 0,5 % de
DMSO, et testé sur la formation de biofilm de trois des cing souches
bactériennes étudiees en FC : une souche isolée de L. digitata, Pseudoalteromonas sp.
Ld20 (celle formant le biofilm le plus important), et deux souches de référence : Z.
galactanivorans (de par son métabolisme iodé important) et Pseudoalteromonas sp.
DA41.
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Les résultats obtenus sur les biofilms de Pseudaolteromonas sp. Ld20 montrent
que le CHzl; favorise la formation de biofilm (Figure 65). En effet, la biomasse du
biofilm témoin est de 5,9 pm*.um?, tandis qu’avec les milieux de culture ZoBell enrichi
en CHal,, la biomasse augmente a 15,8 pm®.um? pour la 1% série et 4 11,9 pm®.um™
pour la 2" Les épaisseurs des biofilms formés avec du CHal, dans les milieux de
culture sont également plus importantes, excepté pour I’épaisseur moyenne de la 2°™
série d’expérimentation, ou il n’y a pas de différence significative de I’épaisseur du
biofilm avec celui du témoin. Une augmentation est toutefois observée : de 8,1 um pour
le témoin & 15,5 um pour le CHalz. En revanche, les résultats de la 1% série sont
significativement bien différents de ceux des témoins, avec une épaisseur moyenne qui
atteint les 22,8 um. Les épaisseur maximales augmentent quant a elles de 38 um pour la
condition témoin, & 82,1 um pour la 1°® série et & 56 um pour la seconde. Cette
augmentation est notamment visible sur les images du MCBL, ou les colonies formées
dans les conditions de culture enrichies en CHal, sont plus montantes que celles de la
condition témoin (Figure 66). Elles semblent également plus volumineuses, surtout

pour les résultats de la 1% série d’expérimentation.
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Figure 65 : Quantification des biofilms bactériens de Pseudoalteromonas sp. Ld20 formés en
chambre a flux en 24h, avec du diiodométhane dans le milieu de culture ZoBell.

(A) Biomasse du biofilm exprimée en pm>.pm™

(B) Epaisseur maximale du biofilm exprimée en pm

(C) Epaisseur moyenne du biofilm exprimée en pm

Les différentes conditions de culture sont représentées par des colonnes : @) biofilm en milieu ZoBell +
0,5 % DMSO ; ( m biofilm de la premiére série en milieu ZoBell enrichi en CHal, a 5 ng.mL™* (DMSO
0,5 %) ; @) biofilm de la deuxiéme série en milieu ZoBell enrichi en CH,l,4 5 pg.mL™* (DMSO 0,5 %).
Les barres correspondent aux erreurs-types et les étoiles signifient qu’il y a une différence statistique des
valeurs obtenues en présence d’exsudats d’algues par rapport aux témoins (soit p < 0,05).
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Figure 66 : Biofilms de Pseudoalteromonas sp. Ld20 formés en milieu de culture ZoBell avec ou
sans diiodométhane.

(A) Biofilm témoin formé en milieu de culture ZoBell

(B) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell + CH,l, de la premiére série d’expérimentation

(C) Biofilm formé en milieu de culture ZoBell + CH,l, de la deuxiéme série d’expérimentation

(1) coupes sagittales avec les vues de profils (x,y) en bas et (y,z) a droite ; (2) empilement des coupes
transversales ; (3) visualisation du biofilm en 3D. Biofilms formés en 24h sous un flux a 0,8 rpm.
L’ensemble des bactéries est coloré au Syto 61 Red avant d’étre visualisé en MCBL.

Chez Z. galactanivorans, 2 séries d’expérimentation avec des milieux de culture
enrichis en CHal, ont également été effectuées. Les résultats obtenus ont montré des
différences de formation de biofilm uniquement pour la 2°™ série d’expérimentation
(Figure 67). En effet, la biomasse du biofilm cultivé en condition témoin (ZoBell +
DMSO 0,5 %) est de 13,7 pm®.um?, et de 13,1 pm®.um™ pour la 1% série de biofilm
formé en présence de CHal,, tandis qu’elle atteint 17,1 pm®.um™ dans la 2°™ série. Il en
est de méme pour les épaisseurs moyennes et maximales des biofilms. En condition
témoin, le biofilm a une épaisseur moyenne de 18,5 um et une épaisseur maximale de
72,6 um, et en condition iodée lors de la 1¥® série, le biofilm a une épaisseur moyenne

de 16,9 um et maximale de 67,8 um, ce qui ne donne pas de différence significative
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entre ces deux biofilms. A I'inverse, les épaisseurs mesurées lors de la 2°™ série sont
significativement plus importantes, avec une épaisseur moyenne de 23,4 pm et

maximale de 88,2 pm.
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Figure 67 : Quantification des biofilms bactériens de Z. galactanivorans formés en chambre a flux
en 24h, avec du diiodométhane dans le milieu de culture ZoBell.

(A) Biomasse du biofilm exprimée en pm>.pm™

(B) Epaisseur maximale du biofilm exprimée en pm

(C) Epaisseur moyenne du biofilm exprimée en pm

Les différentes conditions de culture sont représentées par des colonnes : @) biofilm en milieu ZoBell +
0,5 % DMSO ; ( m biofilm de la premiére série en milieu ZoBell enrichi en CHal, a 5 ng.mL™* (DMSO
0,5 %) ; @) biofilm de la deuxiéme série en milieu ZoBell enrichi en CH,l,4 5 pg.mL™* (DMSO 0,5 %).
Les barres correspondent aux erreurs-types et les étoiles signifient qu’il y a une différence statistique des
valeurs obtenues en présence d’exsudats d’algues par rapport aux témoins (soit p < 0,05).

Enfin, la derniére souche bactérienne étudiée en condition iodée est la souche de
référence Pseudoalteromonas sp. D41. Deux conditions témoins contenant du DMSO a
0,5 % et deux conditions iodées ont été effectuées. Les résultats obtenus n’ont pas été
reproductibles pour les témoins. En revanche, ceux obtenus pour les milieux de culture
enrichis en CHal, sont trés reproductibles (Figure 68).

En effet, le biofilm formé en condition témoin de la 2°™ série est moins dense et
moins épais que le biofilm obtenu dans les mémes conditions de 1%° série. Par
conséquent, si les deux autres séries d’expérimentation des milieux de culture enrichis
en CHal, sont comparées au témoin DMSO 1, alors aucune différence significative n’est
observée. A I’inverse, si les biofilms formés en conditions iodées sont comparés au

témoin DMSO 2, alors des différences significatives sont observées, tant au niveau de la
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biomasse qu’au niveau des épaisseurs moyennes et maximales. Ainsi, les biofilms
formés en conditions iodées ont une biomasse d’environ 14,5 pm’.pum? et 17, 7
pm’.um? pour la premiére condition témoin, contre 8,4 pm’.um? pour la seconde
condition témoin. Les épaisseurs moyennes des conditions iodées sont autour de 16,5
um d’épaisseur, ce qui est un peu plus faible que I’épaisseur obtenue en condition
témoin 1 (20 um), et significativement plus importante que celle obtenue en condition
témoin 2 (9,5 um). Enfin, les épaisseurs maximales obtenues pour la condition témoin 1
ainsi que les 2 conditions enrichies en CHzl; sont d’environ 50 um, contre un petit 29

pwm maximum pour la condition témoin 1.
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Figure 68 : Quantification des biofilms bactériens de Pseudoalteromonas sp. D41 formés en
chambre a flux en 24h, avec du diiodométhane dans le milieu de culture ZoBell.

(D) Biomasse du biofilm exprimée en pm>.pm™

(E) Epaisseur maximale du biofilm exprimée en pm

(A) Epaisseur moyenne du biofilm exprimée en um

Les différentes conditions de culture sont représentées par des colonnes : @) 1% biofilm formé en milieu
ZoBell + 0,5 % DMSO ; ( £12°™ biofilm formé en milieu ZoBell + 0,5 % DMSO ; (=) biofilm de la
premiére série en milieu ZoBell enrichi en CH,l, 4 5 pg.mL™ (DMSO 0,5 %) ; ( =) biofilm de la
deuxiéme série en milieu ZoBell enrichi en CH,l, 4 5 pg.mL™* (DMSO 0,5 %). Les barres correspondent
aux erreurs-types, et les lettres signifient qu’il y a une différence statistique des valeurs obtenues en
présence de diiodométhane par rapport au témoin DMSO 1 (a) et au témoin DMSO 2 (b) (soit p < 0,05).
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11 - DISCUSSION GENERALE

L’étude de I’adhésion en EMSF sur microplaques en fond en verre a révélé des
capacités d’adhésion différentes selon les souches bactériennes, allant d’une adhésion
nulle ou tres faible, a un fort pouvoir d’adhésion.

Ainsi les souches Curtobacterium sp. Ld4, Arthrobacter sp. Ld5, Agrococcus sp.
Ld7, Cobetia sp. Ld8, Paracoccus sp. Ld10 et Rhodococcus sp. Ld17, toutes isolées a
partir de crampons de L. digitata, ont une adhésion nulle ou trés faible. Les souches
Pseudomonas sp. Ld6 (a priori présente sur toutes les parties du thalle), Kocuria sp.
Ld15 (isolée de crampons), Paracoccus sp. Ld16 (isolée de stipes), et les
Pseudoalteromonas sp. Ld18 (isolée de crampons et lames) et Ld20 (isolée de
meristémes), ont quant a elles un pouvoir d’adhésion faible. Enfin, une forte adhésion
sur les microplaques a été observée chez les souches bactériennes Pseudoalteromonas
sp. Ld9 et Ld19, toutes deux isolées a partir de méristémes, Algibacter sp. Ld11l et
Ld13, Cellulophaga sp. Ld12, et Curtobacterium sp. Ld14, provenant toutes de
crampons de L. digitata. Par conséquent, le pouvoir d’adhésion est propre a la souche
bactérienne, et est indépendant de leur zone d’isolement sur les thalles de L. digitata.
Les bactéries a Gram positif semblent toutefois étre moins adhérentes que les bactéries a
Gram négatif.

De plus, trois de ces souches associées a cette algue (Pseudomonas sp. Ld6,
Agrococcus sp. Ld7 et Pseudoalteromonas sp. Ld20) ont éte étudiées en cellules a flux
(FC), afin d’observer la formation ou non d’un biofilm apres 24h de flux de milieu de
culture ZoBell. 11 s’est avéré que seule la souche Agrococcus sp. Ld7 ne forme pas de
biofilm dans ces conditions de culture, ne donnant lieu qu’a une adhésion irréversible et
dispersée des cellules bactériennes (Figure 53 p.169). Par conséquent, toutes les
souches bactériennes ne sont pas capables de former de biofilm. Il se peut que cette
souche soit une souche opportuniste, nécessitant la formation de biofilm par des souches
bactériennes pionniéres ou d’un substrat plus riche en nutriments (organique, comme la
surface de I’algue), afin de pouvoir a son tour se développer sur la surface conditionnée
a coloniser (Schneider & Marshall, 1994; Schneider et al., 2006). De méme, on estime
entre 1 a 5 % la biodiversité bactérienne marine cultivable, le reste étant considéré

« VBNC » (viable but not culturable). Par conséquent, les différences observées en FC
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ne sont pas surprenantes, car sur les bactéries choisies, certaines sont peut-étre a la
limite entre le cultivable et le VBNC, et ne sont pas susceptibles de s’épanouir en
biofilm. Les deux autres souches bactériennes sont quant a elles capables de former un
biofilm sur verre en 24h et en milieu de culture ZoBell.

En ce qui concerne les souches bactériennes de référence, une adhésion nulle est
observée uniquement pour la souche Bacillus sp. 4J6, isolée d’une lame de verre
immergée en eau de mer, et la souche P. haloplanktis, isolée d’environnements marins.
Le faible pouvoir d’adhésion de Bacillus sp. 4J6 avait €té mis en évidence par les
travaux de thése de Dheilly (2007) utilisant des chambres a flux, tout comme I’adhésion
faible a moyenne des souches Pseudoalteromonas sp. 3J3 et 3J6, Paracoccus sp. 4M6,
Algibacter sp. 1M6 et Vibrio sp. D01, toutes isolées & partir de surface en verre
immergée en eau de mer. Ces souches bactériennes marines de référence ont également
une adhésion faible a moyenne dans les tests réalisés dans I’étude d’adhésion en
microplaques. Enfin, une forte adhésion a été observée chez Pseudoalteromonas sp.
3J6GFP, impliquant donc que I’ajout du plasmide pCJS10 marqué par un gene codant la
protéine de fluorescence verte GFP pourrait modifier légérement le pouvoir d’adhésion
de la souche Pseudoalteromonas sp. 3J6. Pseudoalteromonas sp. D41, isolée d’une
surface en Teflon immergée en eau de mer a eégalement un fort pouvoir adhésif sur
microplaques en fond en verre. Ce fort pouvoir d’adhésion avait déja éte démontré sur
des supports en verre et en Téflon, comparé a I’autre souche de référence provenant
d’Ifremer, Vibrio sp. DOl (Pradier et al., 2005). De plus, Cobetia marina, Zobellia
galactanivorans et P. haloplanktis sont des souches bactériennes principalement isolées
d’algues, mais également présentes sur d’autres surfaces marines (préférentiellement

organiques), et ont montré une forte capacité a adhérer en microplaques.

En présence de métabolites d’extraits de L. digitata, aucun effet n’a été observé
sur I’adhésion des souches Curtobacterium sp. Ld4 et Arthrobacter sp. Ld5, toutes deux
isolées de crampons de I’algue, et ayant également une trées faible adhésion. De méme,
aucun effet n’a été noté chez les souches de référence P. carrageenovora, P.
haloplanktis, C. marina et Vibrio sp. DO1. En revanche, les autres souches testées ont eu
leur adhésion modifiée par un ou plusieurs mélanges de métabolites extraits de I’algue.

De maniére globale, les souches bactériennes isolées de L. digitata ont vu leur
pouvoir d’adhésion diminuer en présence des métabolites extraits de I’algue, tandis que
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les souches bactériennes marines de référence ont plutét eu une augmentation de leur
adhésion.

Toutes les souches associées a L. digitata et dont I’adhésion a été diminuée en
présence de métabolites extraits de crampon, ont été isolées de cette méme partie du
thalle, le crampon. Toutefois, d’autres souches associées aux crampons de I’algue n’ont
pas pour autant été sensibles a ces extraits.

De méme, I’adhésion des souches associéees a I’algue n’a pas €té influencée par
les métabolites extraits de stipes a I’acétate d’éthyle, qui ont en revanche augmenté
I’adhésion des quelques souches de référence. Les souches associées a L. digitata et
dont I’adhésion est diminuée par les métabolites de stipes extraits au méthanol,
proviennent des quatre parties du thalle de I’algue : crampon, stipe, méristéme et lame.
Par conséquent, il semblerait que les métabolites extraits de stipes, principalement des
métabolites polaires (extraits méthanoliques), soient plus actifs sur I’adhésion des
souches associées a L. digitata, contrairement aux métabolites de polarité moyenne
(extraits a I’acétate d’éthyle). Ils ont également un éventail d’action plus important que
les métabolites extraits de crampons (limités aux souches associées aux crampons), en
affectant des souches bactériennes présentes sur toutes les parties de la surface de
I’algue. Cependant, ces deux types de métabolites extraits de stipes sont moins actifs
que I'unique mélange de métabolites obtenus a partir d’extraits de lames au méthanol.

En effet, I’extrait de lames au méthanol est celui qui a le plus influé sur
I’adhésion des souches bactériennes testées, avec une prédominance pour une
diminution de I’adhésion, que ce soit chez les souches associées a cette algue ou chez
les souches de référence. Seules les souches bactériennes Paracoccus sp. Ld16,
Pseudoalteromonas sp. D41, Algibacter sp. Ld13 et 1M6 ont leur adhésion augmentée
en présence de cet extrait. Une diminution de I’adhésion est quant & elle observée chez
les souches Pseudomonas sp. Ld6, Cobetia sp. Ld8, Pseudoalteromonas sp. Ld9 et
Curtobacterium sp. Ld14, en ce qui concerne les souches bactériennes associées a
I’algue, et Pseudoalteromonas sp. 3J6GFP, Zobellia galactanivorans et Paracoccus sp.

4M6 pour les souches de référence.

Par conséquent, les diverses réactions d’adhésion observees chez les souches
bactériennes sont spécifiques a la souche. Les genres bactériens et les parties du thalle a
I’origine de I’isolement bactérien ne semblent pas apporter un élément de réponse
expliquant les différences de sensibilité de I’adhésion en présence de métabolites
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extraits au méthanol et a I’acétate d’éthyles des différentes parties de I’algue. De plus,
I’extrait de lame est le plus actif, ce qui pourrait expliquer pourquoi la lame reste
dépourvue de macro-épiphytisme, a I’inverse du crampon dont la biodiversité
bactérienne est la plus élevée par rapport aux autres parties du thalle. Enfin, il
semblerait que les extraits de L. digitata favoriseraient I’adhésion des souches
bactériennes de référence. Des études ont recemment montré que des extraits au MeOH
de thalle de L. digitata inhibaient la croissance de bactéries marines pathogenes, mais
beaucoup moins que des extraits a I’hexane qui pouvaient inhiber jusqu’a 100 %
(Dubber & Harder, 2008). Les métabolites non volatils et apolaires extraits de
différentes parties du thalle de laminaires avec des solvants organiques ne sont pas
nécessairement diffusés dans I’hydrosphére immédiate de [I’algue, et sont
majoritairement stockés et sans activité en surface, dans I’algue vivante, ne se trouvant
donc pas obligatoirement au contact en tant que tels avec les bactéries. Les résultats
obtenus ne correspondent donc pas au contexte écologique dans laquelle la présence des
métabolites actifs au contact des bactéries a la surface des algues, peut étre trés limitée,
voire inexistante. Les bactéries peuvent étre vraiment exposées a ces metabolites
uniquement lorsqu’elles tentent de détruire les structures cellulaires. Les bactéries
isolées a la surface de L. digitata pourraient étre trés sensibles a ces métabolites, ce qui
favoriserait leur co-evolution, alors que des bactéries exogénes insensibles aux extraits
ne seraient pas sélectionnées a la surface de L. digitata par I'influence d’autres facteurs,

comme la compétition avec d’autres bactéries.

Dans ce travail de thése, et afin de mieux mimer un contexte écologique, des
exsudats de L. digitata ont été testés sur I’adhésion et la formation de biofilm de
différentes souches bactériennes de référence et associées a L. digitata. Des études ont
montré que lorsque I’algue est élicitée par des oligoguluronates, mimant la dégradation
de la paroi de I’algue par des bactéries alginolytiques ou autres prédateurs, celle-ci émet
dans son hydrosphére proche des composés différents de ceux émis constitutivement en
condition normale (Kupper et al., 2001; Kupper et al., 2002; Potin et al., 2002; Kipper
et al., 2006; Kipper et al., 2008; Ritter et al., 2008; Goulitquer et al., 2009; Thomas et
al., non publié). Par conséquent, ce sont des mélanges de tous ces composés libérés
constitutivement (EM+Alg) ou sous I’action d’un stress (EM+Alg+GG) qui ont été
testés.
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Ainsi, la grande majorité des souches bactériennes associées a L. digitata sont
sensibles aux deux types d’exsudats de cette algue, avec une dominance pour une
diminution de I’adhésion et de la formation de biofilm. Seule I’adhésion de Kocuria sp.
Ld15 semble étre insensible aux exsudats. Comme cette souche bactérienne a été isolée
a partir de crampons de cette algue, il se pourrait qu’elle soit, non pas associée a cette
algue, mais aux autres micro- et/ou macro-organismes présents a la surface des
crampons de cette laminaire (Blight & Thompson, 2008), ce qui expliquerait I’absence
de modification de son adhésion en présence des deux types d’exsudats. En ce qui
concerne les autres souches bactériennes associées a cette algue, la grande majorité
d’entre elles ont une diminution de leur pouvoir d’adhésion lorsqu’elles sont en contact
d’exsudats d’algues non stressées, excepte Curtobacterium sp. Ld4, Cellulophaga sp.
Ld12, toutes deux également isolées de crampons. En revanche, en présence d’exsudats
d’algues élicitées par des GG, I’adhésion de Curtobacterium sp. Ld4 augmente, tandis
que celle de Cellulophaga sp. Ld12 diminue. Seule la souche bactérienne Paracoccus
sp. Ld10 (isolée de crampons) voit également son pouvoir d’adhésion augmenter en
présence d’EM+AIlg+GG. Toutes les autres souches bactériennes testées ont eu une
diminution de leur adhésion en présence des deux types d’exsudats. Ceci a également
été observé lors de I’étude de la formation de biofilm de Pseudomonas sp. Ld6,
Pseudoalteromonas sp. Ld20 et Agrococcus sp. Ld7 (méme si cette derniere ne forme
pas de biofilm aprées 2h d’adhésion en FC) en présence des exsudats EM+Alg+GG, avec
une diminution significative de la biomasse et de I’épaisseur moyenne de leur biofilm.
En revanche, I’épaisseur maximale de ces trois souches ne change pas en présence
d’exsudats EM+AIg+GG, ni en présence d’exsudats EM+AIlg chez Pseudomonas sp.
Ld6.

Par conséquent, les résultats obtenus en adhésion et en formation de biofilm sur
ces souches isolees de L. digitata sont cohérents, montrant un effet principalement
inhibiteur des exsudats d’algues. Les algues sont capables de produire des molécules de
défense chimique antimicrobiennes cibles, principalement des métabolites secondaires,
favorisant leur résistance contre les microorganismes marins tels que les champignons
(Kubanek et al., 2003). De ce fait, la simple présence de thalles de L. digitata ou d’eau
de mer conditionnée en contact de cette algue diminuerait la composition de la
biodiversité de champignons et de bactéries planctoniques (Lam & Harder, 2007; Lam
et al., 2008a; Lam et al., 2008b). Des expériences avec des thalles de L. digitata ont
également montré que son systéeme de HPO est capable de désactiver les molécules de
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communication de la bactérie marine Chromobacterium violaceum CV026 (les AHL du
quorum sensing), illustrant ainsi le mécanisme naturel de défense de cette algue pour
empécher la formation de biofilm a sa surface (Borchardt et al., 2001). Par conséquent,
il se pourrait que la communication entre les bactéries des souches isolées de L. digitata
soit perturbée par les divers composes présents dans ces exsudats d’algues stressées ou
non. Il se pourrait également que ces composés aient une activité bactéricide, permettant
ainsi a I’algue de contrbler son épiphytisme bactérien, en diminuant I’adhésion et la
formation de biofilm des souches bactériennes présentes a sa surface.

En ce qui concerne les souches bactériennes marines de référence, aucun effet
des deux types d’exsudats de I’algue n’a été observe sur leur adhésion, excepté pour Z.
galactanivorans, ou I’adhésion est diminuée en présence d’exsudats EM+AIlg+GG, mais
uniquement dans la deuxiéme série d’expérimentation. En effet, dans la premiere série,
I’adhésion n’est pas modifiée. En revanche, lorsque cette souche bactérienne est
cultivée en présence de ces deux types d’exsudats, les biofilms formés voient leur
biomasse, leur épaisseur moyenne et maximale augmenter. Par conséquent, les exsudats
de L. digitata EM+AIlg+GG influent uniquement sur la formation de biofilm de cette
souche. Cette souche bactérienne, isolée a partir de I’algue rouge Delesseria sanguinea
(Barbeyron et al., 2001), semble donc trouver dans les exsudats de cette algue brune,
des composés favorisant la formation de son biofilm. C’est pourquoi, I’adhésion et la
formation de cette souche ont par la suite été observées en présence de composés purs,
potentiellement émis par I’algue en condition de stress ou non: le diiodométhane
(CHaly), le mannitol, et un acide hypobromeux (HOBr) présent dans le produit
commercial Stabrex ST40® (uniquement en adhésion pour ce dernier composé).

Ainsi, les deux composés mannitol et CH.l, favorisent I’adhésion, tandis qu’une
seule concentration de HOBr la diminue. De méme, des concentrations de 250 pg.mL™
de mannitol et de 5 ug.mL™ de CHal, dans le milieu de culture ZoBell favorisent le
développement de son biofilm, et ce aussi bien en augmentant sa biomasse que son
épaisseur moyenne et maximale. Le mannitol, qui est un sucre diol exsudé
continuellement par I’algue a sa surface, fourni & Z. galactanivorans une source de
carbone semblable a celle de I’algue rouge sur laquelle cette bactérie a été isolée. Le
mannitol favorisait donc son adhésion et son développement en biofilm a la surface de
cette algue brune. Il est d’ailleurs bien connu que les cellules bactériennes se fixent

généralement sur des surfaces riches en nutriments, ce qui permet aux bactéries d’étre
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plus résistantes en cas d’appauvrissement organique du milieu environnant, et d’étre par
la méme occasion protégées au sein du biofilm formé (Costerton et al., 1981; Kjelleberg
et al., 1982; Branda et al., 2005). De plus, une souche bactérienne trés proche de Z.
galactanivorans a été isolée de spores d’Ulves, causant une inhibition de I’adhésion de
ces spores lorsque le biofilm est néoformé (1,5 a 3h), et a I'inverse, favorisant
I’établissement des spores lorsque le biofilm est plus &gé (48h) (Patel et al., 2003; Silva-
Aciares & Riquelme, 2008). Ainsi, cette souche bactérienne pourrait étre présente sur
les trois lignées d’algues (verte, rouge et brune), et donc étre présente sur notre modele
d’étude L. digitata. De méme, cette bactérie fait I’objet d’une étude génomique au sein
de plusieurs équipes de la SBR. Ces équipes ont mis en évidence un métabolisme iodé
important (Michel et al., résultats non publié) qui pourrait expliquer la résistance et
méme I’apport bénéfique que ce CHV, le CHal,, libéré en grande quantité par I’algue
suite a I’application de GG, apporte a cette souche bactérienne marine de référence.

L’adhésion et la formation de biofilm d’une autre souche bactérienne de
référence ont été étudiées en présence des exsudats de L. digitata. Il s’agit de la souche
modele de I’lfremer, Pseudoalteromonas sp. D41. Bien que son adhésion ne soit pas
modifiée par la présence d’exsudats, la formation de son biofilm est quant a elle
modifiée. En effet, quelque soit le type d’exsudats testé, aucun effet n’est observe sur la
biomasse ou I’épaisseur moyenne de son biofilm. En revanche, son épaisseur maximale
est augmentée. Par conséquent, la structure du biofilm est modifiée, formant des amas
bactériens plus hauts, mais gardant un biofilm d’une épaisseur moyenne et d’une
biomasse identiques & celles obtenues en culture ZoBell. Pseudoalteromonas sp. D41 a
été isolée sur une surface en téflon au bout de 24h d’immersion en eau de mer (Rubio,
2002), donc sur une surface inorganique. Ses caractéristiques métaboliques ne sont pas
encore connues. Il est cependant bien connu que les bactéries du genre
Pseudoalteromonas sont régulierement rencontrées en association avec des organismes
marins, tels que les invertébrés et les algues (Bowman, 2007). Par conséquent, cette
souche pourrait potentiellement étre trouvée a la surface de thalles de L. digitata.

Tout comme Z. galactanivorans, trois composés purs ont été testés sur
I’adhésion, mais seul le CHjl, a été testé sur la formation de biofilm de
Pseudoalteromonas sp. D41. Seule la concentration de 250 pg.mL™ de mannitol permet
I’augmentation de I’adhésion de cette souche en microplaques, les autres concentrations
n’ayant aucun effet. Méme I’ajout de Stabrex ST40® (un bactéricide puissant utilisé
pour nettoyer les piscines) & des concentrations en HOBr allant de 10° & 2.10, n’ont
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aucun effet sur son adhésion. En revanche, a partir d’une concentration en HOBr de
1073, I’adhésion est diminuée. Le biofilm n’est quant & lui pas influencé par I’ajout de
CHyl, dans le milieu de culture, montrant la résistance de cette souche bactérienne

marine de référence aux composés halogénés bromés et iodés.
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Chapitre V Conclusion et perspectives

| - CONCLUSION

Ce travail de thése avait plusieurs objectifs. Le premier était de développer des
nouveaux outils pour étudier la microflore bactérienne associée a L. digitata, dans le but
de mettre au point des techniques rapides d’études bactériennes taxonomique et
physiologique. Cette algue brune est un modele d’étude de choix depuis plusieurs
années a la Station Biologique de Roscoff, de par son métabolisme halogéné tres
particulier. Par conséquent, le second objectif de ce travail de thése était d’étudier les
réponses métaboliques de I’algue permettant ou décourageant I’adhésion bactérienne
et/ou la formation de biofilm a sa surface.

Dans un premier temps, la mise au point de nouveaux outils pour étudier la
microflore associée a I’algue a nécessité I’isolement et la culture de souches
bactériennes associées aux thalles de I’algue. L’étude phylogénétique d’une vingtaine
de ces souches isolées a permis de mettre en évidence la présence de bactéries a Gram
positif et négatif, représentées respectivement par les phylum des Actinobacteria et des
Firmicutes, et des Proteobacteria et des Flavobacteria. Ces phyla sont caractéristiques
des populations bactériennes trouvées en association avec les surfaces d’autres algues
brunes, telles que Saccharina latissima (Staufenberger et al., 2008).

Le travail de mise au point de deux techniques spectroscopiques a alors pu
débuter a partir de cellules entieres et vivantes de ces souches bactériennes associees a
L. digitata, ainsi que de douze souches bactériennes supplémentaires dites «de
référence ». Pour la premiére fois, j’ai pu montrer que ces deux techniques
spectroscopiques différentes, que sont la RMN *H HR-MAS et la MALDI-ToF MS,
peuvent étre utilement associées a la taxonomie moléculaire sur des populations
bactériennes marines. Une identification rapide a pu étre effectuée directement a partir
de cellules bactériennes entiéres, fournissant une empreinte méetabolique qui peut étre
comparée a une base de données de profils spectraux construites avec des bactéries
cultivees dans des conditions de culture strictement identiques et préalablement
caractérisées par leur sequence d’ADNr 16S. Ainsi, les profils spectraux obtenus en
MALDI-ToF MS ont un intérét taxonomique certain, avec des empreintes hautement
reproductibles, indépendantes de I’age de la culture et du milieu de culture (dans les
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limites de cette étude). De plus, les empreintes spectrales MALDI-ToF peuvent étre
associées aux etudes protéomiques et a I’expression de glycopolyméres dans les études
d’adhésion. Les spectres RMN 'H HR-MAS ont quant & eux montré un intérét
taxonomique indicatif, si et seulement si les cultures sont effectuées dans les mémes
conditions. En revanche, ils ont un fort intérét dans le suivi des réponses d’adaptation
specifiques des souches bactériennes aux différentes conditions de culture. C’est
pourquoi, la combinaison des méthodes moléculaires et spectroscopiques a un fort
potentiel dans I’étude de la biologie des bactéries cultivables.

D’autre part, une premiere approche de la diversité microbienne totale a été
effectuée pour développer de nouveaux outils d’extraction d’ADN environnemental,
dans I’étude des interactions de cette algue brune avec les bactéries marines. Ce travail a
permis d’aboutir a un ADNr 16S global des bactéries présentes a la surface de L.
digitata, et exempt de contamination d’ADNr 16S de I’hdte, grace a des digestions
enzymatiques spécifiques. La construction d’une banque de clones reste encore

inachevée pour le moment.

Dans un deuxiéme temps, les mémes souches bactériennes étudiées
précédemment ont été utilisées pour étudier leur capacité d’adhésion et de formation de
biofilm, avec pour objectif de comprendre les interactions biochimiques pouvant exister
entre ces bactéries marines et I’algue a sa surface. Pour cela, des mélanges d’exsudats
de sporophytes de L. digitata en condition ou non de stress, ainsi que des métabolites
extraits de cette algue et des métabolites purs ont été appliqués aux différentes souches
bactériennes étudiées. Ces expériences ont été réalisées a 2h d’adhésion en
microplaques, et & 24h de formation de biofilm en chambre a flux.

Ce travail a permis de révéler des capacités d’adhésion en EMSF et de formation
de biofilm en milieu de culture ZoBell différentes selon les souches bactériennes. Ainsi,
une adhésion nulle ou trés faible a un fort pouvoir d’adhésion, et la non formation de
biofilm a un biofilm dense et épais ont pu étre observés. Les métabolites extraits avec
des solvants organiques ont permis de montrer les premiers éléments de réponse du
comportement d’adhésion de bactéries marines en présence de substances de cette
algue. Certaines souches sont plus sensibles que d’autres, et indépendant de leur
provenance (associées ou non a L. digitata). Des exsudats d’algues stressées ou non ont
ensuite été testés, correspondant a des mélanges de métabolites susceptibles d’étre en
contact direct avec les bactéries a la surface de I’algue. Ceci, dans le but de mieux

198



comprendre les interactions pouvant exister entre les bactéries et I’algue héte, dans un
contexte biomimétique. Il s’est avéré que les souches bactériennes associées a I’algue
ont été plus sensibles aux exsudats que les souches bactériennes marines de référence,
avec un effet majoritairement négatif. Ce résultat a également été obtenu en chambre a
flux, avec une diminution de la biomasse et de I’épaisseur moyenne observée chez les
bactéries associées, et une augmentation de la biomasse, de I’épaisseur moyenne et
maximale, uniquement chez la souche de référence Z. galactanivorans. L’épaisseur
maximale du biofilm de Pseudoalteromonas sp. D41 a également augmenté avec la
présence d’exsudats. Suite a cela, des métabolites purs connus pour étre émis par I’algue
ont été testés sur une sélection de souches bactériennes associées et de référence. La
souche Cobetia sp. Ld8 associée a L. digitata n’a pas son adhésion modifiée en
présence de mannitol (diol sécrété en continue a la surface des thalles de I’algue), ni en
présence de CHal,, un CHV libéré par I’algue lorsque celle-ci en soumise a une
élicitation par des oligoguluronates. En revanche, en présence de HOBr, son adhésion
est fortement diminuée & partir d’une concentration de 10™. L’adhésion de I’autre
souche associée, Pseudoalteromonas sp. Ld20, diminue a partir d’une concentration de
25 pg.mL™ en mannitol, 10 pg.mL™ en CHal,, 10* en HOBr. Son biofilm n’est pas
influencé par la présence de mannitol dans le milieu de culture, en revanche, lorsque 5
pg.mL™ son incorporé au milieu, la formation de biofilm est favoraisée. En ce qui
concerne la souche de référence Pseudoalteromonas sp. 3J6, de faibles concentrations
en mannitol augmentent son adhésion, tandis qu’a des concentrations plus fortes, son
adhésion est diminuée. Son adhésion est également diminuée en présence de CHal,,
voire inexistente en présence de HOBr. Z. galactanivorans a un pouvoir d’adhésion qui
augmente en présence de mannitol et de CHal,, et présente également un biofilm plus
dense et plus épais avec I’incorporation de ces deux métabolites purs dans le milieu de
culture. Le diol n’a aucun effet sur I’adhésion de Pseudoalteromonas sp. D41, le CHl,
diminue son adhésion & partir de 20 pg.mL™ mais n’a aucun effet sur la formation de
son biofilm. A I’inverse, I’adhésion est favorisée en présence de HOBr, sauf avec la
plus forte concentration (107).
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Il - PERSPECTIVES

Ce travail de these a permis d’apporter des nouveaux outils de travail pour
étudier les bactéries épiphytes de I’algue brune L. digitata. 1l a également permis
d’acquérir les premiers éléments de réponse sur les interactions pouvant exister a
I’interface de I’algue et des bactéries marines associées ou non, avec une étude ciblée
sur I’adhésion et la formation de biofilm de ces souches bactériennes marines en
présence de divers métabolites appartenant a I’algue. Suite aux nombreux résultats
exposés dans ce manuscrit, de nouvelles questions se sont naturellement posées,
permettant I’introduction d’approches originales qui pourront étre abordées durant les

prochaines années.

L’avantage des études spectroscopiques et taxonomiques de la diversité globale
sur des échantillons environnementaux n’a pas encore pu étre exploité dans le cadre de
ma thése. Le développement de ces techniques demeure un défi majeur pour la
compréhension des interactions algues-procaryotes.

Ainsi, I’amélioration des techniques moléculaire telles que la DGGE, voire la D-
HPLC (systeme similaire a la DGGE, mais plus rapide, car sur colonne plutdt que sur
gel) avec les produits PCR 16S ou la ARISA avec les produits ITS, permettraient
d’étudier la diversité globale des populations bactériennes présentes sur des thalles
sauvages. Ces techniques permettront I’obtention d’empreintes moléculaires qui
pourront étre comparées a celles obtenues apres élicitation des sporophytes avec des GG
ou des LPS bactériens. La sélection de la communauté bactérienne associée a la surface
des thalles de L. digitata pourrait alors étre suivie, en fonction de I’état physiologique
de I’algue. Les développements possibles pour visualiser et quantifier la formation de
biofilm a la surface de I’algue peuvent également impliquer la mise au point de la
technique du CARD-FISH sur une algue brune (Tujula et al., 2006b).
L’ autofluorescence de I’algue nécessitera des développements techniques sur I’usage
des filtres les plus adaptés. Mais c’est surtout le développement de sondes de plus en
plus spécifiques des taxons rencontrés a la surface des laminaires qui représente un
travail trés conséquent. Une autre technique d’observation en plein développement est
I’ESEM (Environmental scanning electron microscopy). Elle permet d’observer des
structures hydratées dans un vide peu pousse, permettant de s’affranchir du traitement
réfléchissant de surface. Il sera ainsi possible d’observer des biofilms bactériens
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directement sur leur substrat naturel (surface d’algues par exemple avec comparaison
saisonniére et de site sur I’algue). Des expériences d’axénisation de surface et de
recolonisation sont envisageables. Cette approche permettra de complémenter utilement
les observations faites en MEB classique sur des biofilms expérimentaux. Des mesures
ponctuelles en microspectrométrie a infrarouge pourraient compléter utilement ces

observations en caractérisant les biopolymeres dominants ces différences structurales.

De méme, les réponses physiologiques des souches bactériennes marines
pourraient étre étudiées en RMN HR-MAS, par I'ajout de métabolites provenant de
I’algue dans le milieu de culture gélosé. Ces métabolites seraient préférentiellement des
composés de surface, potentiellement en contact direct avec les bactéries. Ceci
permettrait de rester dans un contexte plus écologique et biomimétique, plutoét qu’une
simple recherche de composés bactéricides ou bactériostatiques a des fins
biotechnologiques (anti-fouling par exemple). La base de données développée en
MALDI-ToF devrait étre enrichie avec de nouvelles souches bactériennes marines. Ceci
permettrait de développer cet outil non plus a I’échelle d’une étude particuliere, mais a
toutes les problématiques concernant des bactéries marines cultivables, aussi bien
planctoniques qu’en association avec des surfaces organiques et/ou inorganiques. Non
seulement la validation de cette technique serait définitivement incontestable, mais elle
serait également une aide supplémentaire avec un gain de temps non négligeable dans
I’identification de souches bactériennes d’études, si bien sOr celles-ci sont déja
présentes dans la base de données, auquel cas, elles devront étre identifiées par les
techniques moléculaires traditionnelles. Des études plus poussées du protéome
membranaire et du secrétome de certaines bactéries marines modeles sont lancées dans
le cadre de la collaboration qui a débuté au cours de ma thése (Programme Biofilms du
GIS Europble Mer). Elles pourraient permettre d’identifier des marqueurs de I’adhésion
ou des interactions bactériennes dans le biofilm, qui seront alors avantageusement

utilisées dans I’étude des interactions avec les eucaryotes.

De nombreuses études sur la capacité d’adhésion et de formation de biofilm en
présence de métabolites extraits d’organismes marins existent. Elles concernent
essentiellement la recherche de composés dits actifs, potentiellement utilisables comme
molécules anti-fouling (bactéricides ou bactériostatiques) ou d’intérét thérapeutique.

Mon étude est par conséquent un travail original, se situant dans une problématique
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d’écologie chimique, de biomimétisme des interactions pouvant exister entre les
bactéries marines cultivables et I’algue a sa surface.

Les expériences d’adhésion réalisées ont permis de tester un plus grand nombre
de souches bactériennes et de métabolites provenant de la Phéophycée que I’étude en
biofilm. Ces expériences ont également apporté les premieres réponses de
comportement d’adhésion (premiere étape essentielle a la formation d’un biofilm) en
présence de métabolites d’algues. De nouveaux métabolites pourraient donc étre testés,
afin d’obtenir un éventail plus diversifié des molécules chimiques émises par I’algue et
interférant dans le processus d’adhésion des bactéries marines. De plus, les mélanges
d’exsudats ou de métabolites extraits pourraient étre plus amplement étudiés, lorsqu’une
capacité d’adhésion est modifiée. Ceci permettrait par la suite de cibler plus
particulierement la ou les molécules responsables de ce changement. Notamment, la
recherche de molécules impliquées dans le quorum sensing, avec un dosage des HSL en
présence ou absence d'exsudats. Les extraits non solubles (tels que I’extrait a I’acétate
d’éthyle de lames de sporophytes) pourraient étre testés sur boite de Petri, en adsorption
sur filtre déposé sur le milieu de culture, préalablement ensemencé de souches
bactériennes a étudier. La croissance ou non des bactéries plutdt que I’adhésion ou la
formation de biofilm serait alors étudiée, mettant en évidence un halo d’inhibition
lorsque I’extrait & un effet négatif. Il sera aussi possible de compléter les observations
faites sur des biofilms de souches référencées soumis & des molécules de défenses
d’eucaryotes marins (algues en particulier) par des observations paralleles en mode
planctonique. La coloration vitale permettant d’obtenir rapidement des données

complémentaires sur la mortalité, grace aux techniques de cytométrie en flux.

Le biomimétisme effectué en chambre a flux peut encore étre amélioré. En effet,
il serait intéressant d’envisager un revétement d’alginate sur la surface de la lamelle a
I’intérieur de la FC, qui renfermerait une haloperoxydase a vanadium, enzyme
impliquée dans les réponses de défense de L. digitata. Cette enzyme serait activee par
I’ajout de H,O; et de NaBr ou de Nal (sustrats de I’enzyme) dans le milieu de culture, et
la formation de biofilm des souches bactériennes étudiées pourraient alors étre
observées sur cette surface. Ainsi on se rapprocherait encore plus des conditions réelles
existantes a la surface de I’algue. Ces expériences ont déja fait I’objet de quelques tests,
mais des problémes de conditionnement de surface des lamelles ont empéché
I’établissement d’un revétement d’alginate homogene. Une technique biophysique
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complémentaire sur cette approche pourrait étre la microbalance a cristal de quartz
(Olofsson et al., 2005) pour obtenir des mesures de la viscoélasticité du biofilm.

A moyen terme, les développements de la génomique vont également modifier
nos possibilités d’approches des interactions procaryotes-eucaryotes. La rapidité du
séquencage massif (Roche 454, lllumina, Solexha) et la démocratisation relative de son
utilisation vont multiplier exponentiellement a la fois les génomes complets de bactéries
marines, mais aussi les données de séquences dans I’environnement, y compris a
I’échelle du transcriptome de procaryotes ou d’eucaryotes (Monier et al., 2009).
L’exploitation de ces données massives pourra guider des approches métaboliques ou
cellulaires visant a identifier de nouvelles cibles impliquées dans I’adhésion bactérienne

et le contrdle positif ou négatif des biofilms.

Toutes ces perspectives mettent en évidence le pouvoir encore grandissant des
nombreux outils de travail disponibles pour étudier les bactéries marines et aborder les
interactions entre hote et procaryote. Certes ces outils nécessitent des mises au point de
protocoles fiables et adaptés a ce type d’étude, mais ils ont ici permis d’effectuer la
premiere approche écologique en mimant les interactions entre I’algue brune Laminaria
digitata et les bactéries marines. L’amélioration des techniques développées dans ce
travail de these, ainsi que la recherche de nouveaux outils permettront dans un avenir
proche de mieux comprendre la complexité d’interactions entre les procaryotes et la
surface de I’algue hote, dotée d’un métabolisme de défense particulier.
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ANNEXE 2

Adhésion des souches bactériennes en EMSF sur les microplaques Costar
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Souches bactériennes

L’adhésion de toutes les souches bactériennes isolées de L. digitata, excepté Pseudoalteromonas sp. Ld1,
a été testée en EMSF, ainsi que toutes les souches bactériennes marines de référence, soit au total 29
souches bactériennes marines. Les histogrammes montrent les moyennes des 8 réplicats des valeurs de
fluorescence par souches bactériennes, apres déduction de la valeur moyenne du blanc (EMSF). Les
barres correspondent aux erreur-types des 8 réplicats ; (A) 1% série d’adhésion, (B) 2°™ série, (C) 4°™
série et (D) 5°™ série d’adhésion.
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Liste des travaux et ouvrages, communications et publications durant la these

- Colloque national : Les Algues et leur Importance actuelle, Biodiversité,
environnement, exploitation et santé - Concarneau — du 9 au 10 décembre 2008
Session 8 : Interactions biotiques, allélopathie

Présentation orale : L’algue brune Laminaria digitata et ses bactéries associées

Salaln S., La Barre S., Bazire A.

- Colloque national : Les Algues et leur Importance actuelle, Biodiversité,
environnement, exploitation et santé - Concarneau — du 9 au 10 décembre 2008
Session 8 : Interactions biotiques, allélopathie

Présentation orale : La RMN des tissus vivants et des cellules entieres : ses applications
en métabolomique et dans les interactions algues-microbes

La Barre S., Salaiin S., Kervarec N, Potin P.

- Congrés international : Second International Symposium on Antimicrobial
Peptides : Food, Veterinary, Medical and Novel Applications — Saint-Malo, France
—du 17 au 19 juin 2009

Présentation affiche :Anti-biofilm activity of a proteinaceous compound secreted by the
marine bacterium strain Pseudoalteromonas haloplanktis 3J6

Soum-Soutéra E., Dheilly A., Klein G., Salalin S., Bazire A. and Dufour A.

- Congreés international : FEMS 2009 3™ Congress of European Microbiologists ;
Microbes and Man — interdependence and future challenges — Gothenburg, Suéde
—du 28 juin au 2 juillet 2009

Poster Session 2 : Environmental Microbiology

Présentation affiche : Influence of exudates of the kelp Laminaria digitata on adhesion
and biofilm formation of associated and exogenous bacterial epiphytes

Salaiin S., Bazire A., Potin P., La Barre S.

- Symposium international : 6™ European Conference on Marine Natural Products
— Porto, Portugal — du 19 au 23 Juillet 2009

Présentation orale : NMR and MS techniques for rapid characterization of prokaryote -
eukaryote associations: spectroscopic fingerprints of marine algae and of their
associated microflora

La Barre S., Salain S., Kervarec N., Dittami S., Le Bail A., Tonon T., Charrier B., Potin
P.

- Journées des Doctorants en Science de la Mer - Villefranche-sur-mer - du 6 au 8
février 2008

Session 3 : Interactions biologiques et physiques

Présentation orale : La macroalgue brune Laminaria digitata et ses bactéries associées
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- Congreés national : Troisiemes journées thématiques du Réseau National Biofilm -
VVF du Dourdan — du 24 au 25 juin 2008

Biofilms: approches expérimentales et moléculaires

Session 1: biofilm : approche expérimentale

Comment les cultiver au laboratoire, les prélever sur le terrain, les caractériser ?

Mots clés: biomasse, biodiversité, activité, physiologie, structure physique, "flow-cells",
réacteur, échantillonnage, modele biologique

Présentation orale : Les bactéries marines cultivables associées a la macroalgue brune
Laminaria digitata

Salaiin, S., Pennanec, X., Kervarec, N., Potin, P., Haras, D., La Barre, S.

- General occurrence of the glucosinolate glucocochlearin within Cochlearia genus
Dauvergne X., Cérantola S., Salain S., Magné C., Kervarec N., Bessieres M-A.,
Deslandes E. (2006) Carbohydrate Research, Volume 341, Issue 12 : 2166-2169

- Whole-cell spectroscopy is a convenient tool to assist molecular identification of
cultivable marine bacteria and to investigate their adaptive metabolism - an
analysis of selected bacteria associated with the algal kelp Laminaria digitata
Salaiin S., Kervarec N., Potin P., Haras D., Piotto M. and La Barre S. (2010) Talanta,
Volume 80, Issu 5 : 1758-1770
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“Interactions entre la macroalgue brune Laminaria digitata et ses épiphytes bactériens : Etudes
moléculaire et spectroscopiques, et capacité d’adhésion et de formation de biofilm”

Résumé

Il est désormais admis que toute surface immergée en eau de mer est rapidement couverte d’un biofilm marin, suivi pour
certaines de macrosalissures, essentiellement composées d’organismes marins vivants. Les thalles de macroalgues
fournissent des surfaces importantes a la formation de biosalissures. Cependant, leur surface reste la plupart du temps
exempt de macrosalissures, peut-étre en relation avec leur succés évolutif, montrant leurs multiples stratégies de
cohabitation avec leurs colonisateurs. Les macroalgues sont donc des modéles naturels de choix, susceptibles d’inspirer des
solutions originales aux problémes causés par les biofilms marins.

Dans cette étude sur les bactéries associées aux thalles de l'algue brune Laminaria digitata, connue pour avoir un
métabolisme halogéné particulier, nous avons isolé 18 souches bactériennes épiphytes, séquencé leur ADNr 16S et
construit I'arbre phylogénétique correspondant. Puis nous les avons caractérisées par des méthodes spectroscopiques et
étudié leur comportement d’adhésion et de formation de biofilm en présence de composés provenant de I'algue. Douze
souches bactériennes marines de référence (Gram® Firmicutes, et Gram a-proteobacteria, y-proteobacteria et
Bacteroidetes) ont été traitées de la méme maniére.

La taxonomie moléculaire des souches associées a L. digitata a révélé des bactéries & Gram" Actinobacteria et & Gram™ a-
proteobacteria, y-proteobacteria et Bacteroidetes. Une base de données de profils spectraux des 30 souches a été
construite en spectrométrie de masse MALDI-ToF a partir de cellules bactériennes entiéres. La signature spectrale propre a
chaque souche bactérienne s’est révélée étre un outil rapide et fiable & des fins taxonomiques. Les profils spectraux
obtenus en RMN HR-MAS, également a partir de cellules entiéres, s’est avérée moins discriminante taxonomiquement que
la MALDI-ToF. Cependant, les signatures spectrales variant en fonction du milieu de culture utilisé, la RMN HR-MAS s’est
révélée étre un outil utile dans I’étude des réponses d’adaptation physiologique bactérienne a I’'environnement.

Les souches bactériennes ont montré un pouvoir d’adhésion en microplaques en eau de mer filtrée stérile et de formation
de biofilm en milieu ZoBell spécifique a la souche. Ces pouvoirs d’adhésion et de formation de biofilm pouvaient étre plus
ou moins sensible (augmenté ou diminué) lorsque des métabolites extraits et des exsudats de I'algue ont été co-incubés
avec les souches. Les bactéries associées a L. digitata ont été plus sensibles aux exsudats d’algue que les bactéries de
référence, avec un effet majoritairement négatif sur I'adhésion et la formation de biofilm. Les métabolites extraits avec des
solvants organiques, présents a la surface et dans I'algue, ont un effet majoritairement négatif sur I'adhésion de bactéries
associées a I'algue, et positif sur I'adhésion des bactéries de référence. Enfin, des métabolites purs ont également été testés
sur ces différentes souches, impliquant des réponses d’adhésion et de formation de biofilm propre a chaque souche.

Mots clefs : bactéries marines ; Laminaria digitata ; spectrométrie de masse MALDI-ToF ; RMN HR-MAS ; taxonomie ADNr
16S ; adaptation physiologique ; adhésion ; biofilm ; chambre a flux ; interaction algue-bactéries

“Interactions between the brown algae Laminaria digitata and its bacterial epiphytes : molecular
and spectroscopics studies, and adhesion and biofilm formation capacities”

Abstract

Once immersed in natural seawater, any surface will be rapidly colonized by biofilm forming bacteria, which tend to favour
the establishment of sessile invertebrates, algae and protists as assemblages that cause macrofouling. Macrophytic algae
represent very large surfaces for potential colonization by microbial and fouling epibionts. Yet actively growing parts are
conspicuously devoid of visible epiphytism — presumably as a consequence of their evolutionary success based on a life long
history of cohabitation with marine bacteria and other colonizers. As such, algae represent choice models upon which
original antifouling biotechnologies may find inspiration.

Our study is centered on the kelp Laminaria digitata which enjoys a unique metabolism featuring iodine and bromine
processing haloperoxidases, and on its bacterial epiflora. We have isolated 18 cultivatable epiphytic strains of bacteria from
selected surfaces of the thallus, we have sequenced their ADNr 16S, and we have built the corresponding phylogenetic tree
from matches with online databases. Then, we characterized each strain from intact cell preparations by recording their
proteome and their metabolome signature spectra, and finally we studied the adhesion and biofilm forming capabilities of
selected strains when exposed to metabolites produced by their L. digitata host. Twelve marine reference strains isolated
from inert surfaces (Gram' Firmicutes, and Gram™ a-proteobacteria, y-proteobacteria and Bacteroidetes) were treated
accordingly as controls.

Molecular taxonomy of bacterial strains associated with L. digitata revealed Gram® Actinobacteria and Gram™ a-
proteobacteria, y-proteobacteria and Bacteroidetes. A spectral databank of 30 strains was built from MALDI-ToF mass
spectra from entire cell preparations and the resulting individual signatures were found reliable and fast as taxonomic
markers at the strain level. Spectral signatures obtained by proton HR-MAS NMR from intact cell preparations was less
discriminative than MALDI-ToOF in terms of attribution but quite informative as regards to variations in cultivation
parameters and associated physiological responses on behalf of the bacteria.

Adhesion and biofilm formation studies on selected strains showed that these processes are strain-specific under standard
experimental conditions. Adhesion and biofilm could be modulated (up or down) by addition of exudates and metabolite
extracts from L. digitata that were solubilized in the medium of bacterial strains. Strains naturally associated with L. digitata
were more responsive to exposure to exudates than the environmental reference strains, the global effect being negative.
Surface and tissue organic extracts had a globally negative effect on adhesion of bacteria naturally associated with L.
digitata, but showed a positive effect on the adhesion of reference bacteria. Finally, individual metabolites were tested
with these bacterial strains, involving strain-specific responses of adhesion and biofilm formation.

Keywords : marine bacteria ; Laminaria digitata ; MALDI-TOF MS ; HR-MAS NMR ; 16S rDNA taxonomy ; physiological
adaptation ; adhesion ; biofilm ; flow cells ; alga-bacteria interaction



