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A. Définition et résistance au sein des biofilms
bactériens

I. Notions générales

1. Définition et composition

Dans I'environnement, les bactéries vivent préférentiellement sous forme de biofilms
(Costerton et al., 1995; Zobell, 1943). Ce sont des associations denses et structurées de
microorganismes entourés d’'une matrice extracellulaire, qui se développent sur des surfaces
telles que des tissus vivants, des appareils médicaux et agro-industriels, des systéemes de
distribution d’eau et dans les systemes naturels aquatiques. Ces organisations microbiennes
permettent aux bactéries de se maintenir dans une niche écologique et de résister a de
nombreux stress environnementaux tels que le pH, l'oxygene, la dessiccation et les
composés bactéricides, grace a la combinaison de différents mécanismes (voir sous-section
suivante Il. Structures de résistance). De maniéere générale, le cycle de vie d’un biofilm se
découpe en trois étapes : I'adhésion des cellules a une surface, la maturation du biofilm, et
la dispersion des cellules (voir section B. Cinétique de développement du biofilm). En
fonction du stade de développement, la population d’un biofilm se distingue d’une
population planctonique par de nombreux aspects, dont un taux de croissance réduit, la

régulation de génes spécifiques et la synthése d’une matrice extracellulaire (Donlan, 2002).

La composition et les propriétés physiques de la matrice extracellulaire entourant les
cellules varient en fonction des espéces et des facteurs environnementaux. De maniere
générale, elle est fortement hydratée et composée de substances polymériques
(Extracellular Polymeric Substances, EPSs), a savoir des polysaccharides (entre 40 et 95% de
son poids sec), des protéines (<1-60%), des acides nucléiques (<1-10%) et des lipides (<1-

40%) (Flemming & Wingender, 2010).
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Les polysaccharides extracellulaires assurent le maintien et la cohésion du biofilm. lls
sont classés en deux catégories en fonction de leur liaison aux cellules : les polysaccharides
capsulaires, fortement liés a la paroi bactérienne, et les exopolysaccharides, libérés dans le
milieu extérieur (Branda et al., 2005). Leur biosynthése est réalisée en deux étapes a partir
de groupements uridine diphosphate-sucre. Des glycosyl transférases transferent ces
groupements sur des lipides. Ceux-ci permettent leur transport hors de la cellule ou a lieu la
polymérisation (Pollock et al., 1998). Les polysaccharides retrouvés le plus fréquemment
dans les biofilms sontla cellulose (E. coli, Salmonella Typhimurium et bactéries Gram
négatives en général), I'acide colanique (entérobactéries) et le poly-N-acetylglucosamine (E.
coli, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Yersinia pestis) (Danese et al., 2000; lzano et al.,
2008; Ratto et al.,, 2006). Une espéce bactérienne est capable de synthétiser des
polysaccharides de nature différente. Le biofilm de Pseudomonas aeruginosa est par
exemple composé d’alginate et de polysaccharides riches en mannose et galactose (Psl) ou

glucose (Pel) (Ryder et al., 2007).

Les protéines retrouvées dans la matrice extracellulaire jouent un réle structurel et
assurent en partie la communication entre les cellules au sein du biofilm. Les curli, structures
protéiques adhésives de surface, permettent par exemple |'agrégation de cellules d’E. coli.
Les pili synthétisés pour assurer le transfert de plasmides conjugatifs sont eux essentiels au
développement du biofilm car ils favorisent les contacts cellulaires et induisent ainsi la
formation d’acide colanique et de curli (Da Re et al., 2007; Ghigo, 2001; May & Okabe,
2008).

Des acides nucléiques sont retrouvés dans la matrice extracellulaire suite a la lyse de
cellules (Allesen-Holm et al., 2006) ou par l'intermédiaire de vésicules membranaires
(Whitchurch et al., 2002). lls jouent un réle fondamental dans I'architecture et la stabilité du
biofilm en favorisant les interactions acide-base entre les différents composants de la
matrice et les cellules (Das et al., 2010; Whitchurch et al., 2002). L’ADN extracellulaire est
aussi impliqué dans le processus d’adhésion chez certaines souches bactériennes comme

Listeria monocytogenes et S. aureus (Harmsen et al., 2010; Mann et al., 2009).
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Enfin, la matrice d’un biofilm contient, en proportions variables, des lipides. En plus
de lipides et phospholipides composant les cellules, des vésicules membranaires provenant
de la membrane externe des cellules peuvent étre présentes dans des biofilms de bactéries
Gram négatives. Elles présentent une activité protéolytique et sont capables d’interagir avec
les composés bactéricides, participant ainsi a la résistance du biofilm aux stress
environnementaux (Schooling & Beveridge, 2006). Ces vésicules assurent aussi le transfert

d’ADN extracellulaire au sein du biofilm (Schooling et al., 2009).

2. Organisation et role de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire assure la cohésion de la communauté bactérienne et
permet la mise en place d'une architecture complexe et ainsi de différents
microenvironnements. L’architecture et la composition d’un biofilm varient en fonction des
espéces et des conditions environnementales (Tolker-Nielsen & Molin, 2000). De maniere
générale, le biofilm est composé d’agrégats de cellules — les microcolonies — englués dans
une matrice d’EPSs et séparés les uns des autres par des canaux d’eau permettant entre
autres la diffusion de nutriments et de molécules signal (Donlan, 2002). Un biofilm peut étre
composé d’une monocouche de cellules ou au contraire constituer une structure
tridimensionnelle trés élaborée. L’architecture d’un biofilm, hétérogéne dans |’espace,
fluctue dans le temps en fonction de facteurs internes et externes (Tolker-Nielsen et al.,
2000).

Dans l'environnement, les biofilms sont généralement constitués de plusieurs
espéces bactériennes. L'organisation tridimensionnelle de ces communautés permet le
maintien des interactions entre les microorganismes au cours du temps, ce qui leur confere
un avantage écologique par rapport a leurs équivalents planctoniques (Flemming &

Wingender, 2010).

10
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II. Structures de résistance

Il est communément admis que les bactéries privilégient un mode de vie sessile a un
mode de vie planctonique (Davey & O'Toole G, 2000). Les cellules vivant en biofilm peuvent
étre jusqu’a 1000 fois plus résistantes aux composés bactéricides que les cellules
planctoniques, ce qui indique I'existence de mécanismes de résistance différents entre les
deux modes de vie (Drenkard, 2003; Mah & O'Toole, 2001). Dans les biofilms, la résistance
aux stress environnementaux est un processus multifactoriel. Plusieurs mécanismes sont
proposés pour expliquer ce phénomene : la faible diffusion des composés toxiques dans la
matrice extracellulaire, I'existence d’un phénotype spécifique au biofilm, I’hétérogénéité
phénotypique de la population du biofilm et I'apparition de cellules variantes (Drenkard,
2003; Lewis, 2001; Mah & O'Toole, 2001; Stewart, 2002). Ces mécanismes de tolérance sont

détaillés dans cette section.

1. Limitation de la diffusion

La matrice extracellulaire exerce un réle protecteur pour les cellules du biofilm en
limitant la diffusion des composés toxiques par sorption ou réaction chimique (Stewart,
1998). En effet, elle est composée d’acides nucléiques, de protéines et de sucres et présente
par conséquent des groupements fonctionnels chargés, a savoir carboxylates (R-COQ),
phosphates (R-HPOy4), sulfhydriles (R-SH), amines (R-NHs'), phénoliques (R-CgH4OH) et
hydroxyles (R-OH) (Harrison et al., 2007). En fonction de leur nature chimique, la diffusion
des composés toxiques est affectée différemment. La pénétration des aminoglycosides, qui
sont des antibiotiques polycationiques, est par exemple fortement ralentie dans un biofilm
de P. ageruginosa alors que les fluoroquinolones, chargées négativement, diffusent librement
(Shigeta et al., 1997). De la méme maniére, la diffusion des ions métalliques est fortement
ralentie car ces derniers sont séquestrés dans la matrice (Diels et al., 2009). Les
groupements fonctionnels de cette derniére peuvent aussi directement réagir avec les

composés toxiques et modifier leur réactivité (Harrison et al., 2005).

11
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D’autre part, de nombreux produits métaboliques et enzymes sont présents dans la
matrice extracellulaire et peuvent réagir avec les composés toxiques. Les sulfites (S%),
produits dans les biofilms d’organismes sulfato-réducteurs, co-précipitent par exemple avec
les métaux lourds (Beyenal & Lewandowski, 2004; Beyenal et al., 2004). Les métaux co-
précipitent aussi avec les carbonates (HCO3; et CO;z) produits durant la respiration

microbienne (Dupraz & Visscher, 2005).

Cependant, la matrice extracellulaire ne fait que limiter la pénétration des composés
toxiques et lors d’'une exposition longue a un composé bactéricide, lorsque tous les sites de
fixation de la matrice sont saturés, ce mécanisme de défense est insuffisant, et d’autres

mécanismes prennent le relai.

2. Phénotype spécifique du biofilm régulé par le quorum-

sensing

a. Phénotype spécifique du « biofilm »

Le développement d’un biofilm est associé a des changements physiologiques de
I’ensemble des cellules. Ces changements physiologiques pourraient expliquer une partie de
la forte résistance aux composés antibactériens d’un biofilm (Drenkard, 2003). Les
adaptations physiologiques apparaissent apres |'attachement des cellules a la surface et
durant toute la croissance du biofilm et concernent la production d’exopolysaccharides, la
morphologie des cellules et la synthese des organelles de surface (Stewart & Franklin, 2008).
Jusqu’a 50% du contenu protéique varient entre des cellules d’un biofilm mature et des
cellules planctoniques. En particulier, les cellules d’un biofilm synthétisent de maniere
accrue les protéines impliquées dans la résistance au stress oxydatif, la production
d’exopolysaccharides, le métabolisme carboné et les pompes d’efflux multi-drogues (Maira-
Litran et al., 2000; Sauer et al., 2002). En raison de la faible diffusion des composés toxiques
dans biofilm, il a été proposé que les cellules y résidant auraient plus de temps pour mettre
en place les différents mécanismes de réponse au stress que les cellules vivant a I'état

planctonique (Stewart, 2002).

12
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Par ailleurs, les génes de la réponse générale au stress sont induits dans les cellules
d’un biofilm. L’'activation de ce mécanisme en phase stationnaire résulte en une
augmentation de la résistance aux contraintes environnementales, telles que les carences en
nutriments, les dommages a I'ADN et les stress osmotiques et thermiques. Chez P.
aeruginosa, le facteur RpoS, qui est le régulateur principal de la réponse générale au stress,
est surexprimé d’un facteur 3 dans les cellules d’un biofilm par rapport a une culture
planctonique en phase stationnaire (Xu et al., 2001). Chez E. coli, I'induction de ce facteur
résulte en une surproduction de tréhalose, qui a un rdle d’osmoprotecteur, et une

surexpression de la catalase (Liu et al., 2000).

Ce phénotype spécifique « biofilm » est, au moins en partie, induit par le systéme de
guorum-sensing. Ce systeme contrble entre autres I'expression du facteur RpoS (Drenkard,

2003).

b. Quorum-sensing

Le quorum-sensing est un terme utilisé pour décrire la signalisation intercellulaire des
bactéries. L'expression des genes est en effet souvent régulée par de petites molécules
sécrétées par les cellules dans le milieu environnant. Lorsque ces molécules signal sont
retrouvées a une concentration témoignant d’un quorum — ou densité cellulaire critique —,
elles induisent des mécanismes nécessitant des activités coordonnées d’'un grand nombre
d’individus. En fonction de la densité cellulaire et des bénéfices que cela apporte a la
population, le quorum-sensing induit soit la formation du biofilm soit sa dispersion (Parsek &
Greenberg, 2005). Les paramétres physico-chimiques du milieu extérieur (pH, température
etc.) déterminent la stabilité de la molécule signal (Kirisits & Parsek, 2006).

Le systéme de quorum-sensing des bactéries Gram positives utilise des oligopeptides
autoinducteurs. La détection du signal est réalisée par des histidines kinases. Celles-ci vont
transmettre le signal en phosphorylant un systéme de régulation a deux composants. La
phosphorylation de ce dernier modifie son activité de liaison a I’ADN et ainsi la régulation
des genes cibles. Le systeme de quorum-sensing des bactéries Gram négatives est centré sur

I'acyl-homosérine lactone (acyl-HSL). Une enzyme (de la famille de Luxl) est responsable de

13
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la synthése d’acyl-HSL et un récepteur cytoplasmique (de la famille de LuxR) percoit le signal

lorsque ce dernier atteint une concentration critique (Henke & Bassler, 2004).

Toutefois, I'induction de la réponse générale au stress par le quorum-sensing ne suffit
pas a expliquer I'hyper-résistance aux stress environnementaux des cellules d’un biofilm. La
forte hétérogénéité phénotypique et génétique de la population d’un biofilm joue un réle
crucial dans la stabilité de la communauté dans le temps (McCann, 2000). Les mécanismes
générant ces deux types d’hétérogénéité ainsi que leur implication dans la résistance des

biofilms sont décrits ci-dessous.

3. Hétérogénéité phénotypique

L'hétérogénéité phénotypique d’une population bactérienne clonale est cruciale pour
sa survie sous des pressions de sélection fluctuantes. Cette diversité, non liée a des
modifications génétiques, permet a une fraction de la population de résister a un stress
éradiquant le reste des individus et de recoloniser le milieu aprés la levée de la pression. La
résistance au stress, transitoire car non transmise aux générations suivantes, est considérée
comme une «tolérance phénotypique » (Dhar & McKinney, 2007). L’hétérogénéité
phénotypique existe dans toutes les populations bactériennes clonales, mais est
généralement masquée par les approches classiques de culture. Elle peut étre étudiée grace
aux techniques de cytométrie de flux et de microfluidique qui permettent de caractériser

chaque individu d’une population (Lu et al., 2007).

L’organisation spatiale et les variations de densité cellulaire d’un biofilm entrainent la
mise en place de gradients chimiques — en nutriments, oxygene, déchets métaboliques ou
encore facteurs de signalisation — conduisant a la formation de microenvironnements. Ceux-
ci favorisent I'augmentation de la diversité physiologique de la population (Stewart &
Franklin, 2008; Wimpenny et al., 2000). Cette hétérogénéité peut étre spatialement
organisée en sous-populations de cellules présentant des activités métaboliques différentes
en fonction des gradients chimiques. Elle peut aussi étre aléatoirement répartie dans le

biofilm car liée au caractére stochastique des réactions chimiques cellulaires, et en
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particulier de I'expression des genes. Ces deux mécanismes sont représentés dans la figure 1

et sont détaillés ci-dessous.
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Figure 1. Mécanismes générant de la diversité phénotypique au sein d’un biofilm. a.
Différenciation physiologique des cellules en réponse aux contraintes locales. L’expression
des génes des cellules peut par exemple étre influencée par la concentration en oxygene, le
pH et la disponibilité des nutriments. b. Transition aléatoire entre deux phénotypes
(bistabilité) (d’aprés Stewart and Franklin, 2008).

a. Heétérogénéité physiologique spatialement organisée

En fonction de leur localisation dans le biofilm et des gradients chimiques, les cellules
se répartissent en sous-populations présentant des activités métaboliques différentes. Les
cellules a la périphérie du biofilm ont par exemple davantage acces aux nutriments et a
I'oxygéne que celles du centre qui présentent par conséquent des activités métaboliques
tres faibles (Xu et al., 1998). En raison de cette hétérogénéité métabolique, la sensibilité des
cellules a un composé toxique differe en fonction de leur localisation au sein du biofilm.
Ainsi, si la résistance a un composé toxique donné nécessite une réponse active de la cellule
(synthese d’enzyme par exemple), les sous-populations de cellules au centre des
microcolonies y seront plus sensibles (Pamp et al., 2008). A l'inverse, certains composés

bactéricides n’ont d’effet que sur les cellules métaboliquement actives (Walters et al., 2003).
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Chez P. aeruginosa, les cellules a croissance lente présentent une sensibilité moindre a la
tétracycline mais identique vis-a-vis de la tobramycine a celle des cellules en phase de
croissance (Brooun et al., 2000; Spoering & Lewis, 2001). Par ailleurs, la colistine (peptide
antimicrobien) est plus toxique pour la population faiblement active car le mécanisme de
défense a la colistine nécessite une réponse énergétique de la part des cellules (Pamp et al.,
2008).

Cependant, il a aussi été proposé que les gradients chimiques eux-mémes affectent
I'action des antibiotiques et sont responsable de la réponse hétérogene du biofilm a un
stress. Ainsi, la concentration en oxygéne module I'action des aminoglycosides (Tack &
Sabath, 1985) et de la méme maniére le pH joue sur I'efficacité des antibiotiques (Retsema

etal., 1991).

b. Hétérogénéité phénotypique liée a I'’expression aléatoire des genes

Différents facteurs, a savoir la nature aléatoire des réactions chimiques cellulaires, les
différences au niveau de I'état interne des cellules (cycle cellulaire, répartition des protéines
durant la division cellulaire etc.) et les micro-hétérogénéités de I'environnement, entrainent
une expression aléatoire des génes. Celle-ci généere une diversité phénotypique au sein
d’'une population clonale, indépendamment des conditions environnementales globales.
Ainsi, deux cellules voisines et génétiquement identiques peuvent avoir des activités
métaboliques différentes (Elowitz et al., 2002; Raser & O'Shea, 2005). Dans un biofilm, la
forte densité cellulaire et les nombreux gradients chimiques accentuent ces phénomenes, et
plus particulierement ceux de multistabilité, dont la transition de certaines cellules en

cellules persistantes est un exemple.

i.  Multistabilité

La multistabilité est I'existence simultanée de deux ou plusieurs phénotypes stables
dans une population clonale (Dubnau & Losick, 2006; Veening et al., 2008). La bistabilité par
exemple correspond a une répartition bimodale de la population. De tres faibles fluctuations
de concentration d’'un composé donné, appuyées par des boucles de rétrocontrole négatif,
entrainent la transition d’un état a un autre (Figure 2) (Raser & O'Shea, 2005).
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Figure 2. Etat bistable d’'une population cellulaire. Les cellules oscillent de maniére égale

entre deux phénotypes en fonction de la concentration d’un composé donné. Une faible
différence de concentration entraine la transition (d’aprés Raser and O’Shea, 2005).

La population d’un biofilm peut étre en état de bistabilité par rapport a plusieurs
phénotypes. Chez B. subtilis par exemple, la production de la matrice extracellulaire fait
I'objet d’'une régulation bistable aléatoire. La synthese est induite par une protéine Sinl et
réprimée par SinR. En utilisant différents génes rapporteurs, il a été montré que SinR est
exprimé dans toutes les cellules alors que Sinl ne I'est que dans certaines. Quand Sinl est

exprimé, la production de la matrice est induite (Chai et al., 2008).

La notion de bistabilité pourrait par ailleurs expliquer I'existence des cellules
persistantes qui sont des cellules en état de dormance présentant une résistance accrue aux
composés toxiques. Par des techniques de microfluidique, il a été démontré que la transition
a cet état se fait aléatoirement au sein d’une population clonale et indépendamment des

conditions environnementales (Balaban et al., 2004).

ii. ~Cellules persistantes

Lorsqu’une culture clonale est exposée a un stress, la majorité de la population est
tuée par des concentrations faibles en composé antibactérien alors qu’une petite proportion
de cellules résiste a des concentrations trés fortes (Brooun et al., 2000; Spoering & Lewis,

2001). Cette sous-population est formée de cellules dites persistantes qui ne sont pas des
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mutants résistants mais des cellules dans un état de dormance surexprimant des génes de la
réponse générale au stress, de la réponse SOS et conférant une résistance aux chocs
thermiques (Dhar & McKinney, 2007). Aprés exposition a un composé toxique et éradication
du reste de la population, elles permettent une recolonisation de I'environnement (Figure
3). La nouvelle population présentera les mémes caractéristiques génétiques et
physiologiques que la population de départ. L'identification des cellules persistantes dans
une population clonale peut se faire via un géne rapporteur fluorescent placé sous le
contréle d’'un promoteur d’un gene ribosomique, la sous-population de cellules faiblement

fluorescentes correspondant a la fraction de cellules persistantes (Shah et al., 2006).

Dans un biofilm, la proportion des cellules persistantes correspond a 10 % de la
population totale, fraction supérieure a celle d’une population planctonique (0.1 %). Les
cellules persistantes sont ainsi considérées comme en partie responsables de la résistance
importante aux stress des biofilms (Harrison et al., 2005; Keren et al., 2004; Lewis, 2001). Le
maintien d’une fraction de cellules persistantes dans la population bactérienne a un co(t sur
son taux de croissance. Mais cet inconvénient est largement contrebalancé par le bénéfice

sur la survie de I'espece que leur présence confere (Dhar & McKinney, 2007).
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Figure 3. Mécanisme de résistance lié aux cellules persistantes. Un traitement antibactérien
entraine la mort de la majorité de la population. La fraction de cellules persistantes qui a
survécu au stress reforme ensuite un biofilm aux propriétés équivalentes (Drenkard, 2003).

La transition a I'état de cellule persistante semble étre gouvernée par un systéme

toxine-antitoxine (Shah et al., 2006). Cet opéron de deux genes code une antitoxine instable
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et une toxine stable qui peut étre neutralisée en formant un complexe avec I'antitoxine.
L’antitoxine rétrocontrole négativement I'opéron (Gerdes et al., 2005). Il a été proposé que
lorsque le ratio toxine/antitoxine dépasse un seuil critique, I'laugmentation en toxine libre
entraine un arrét transitoire de la croissance et ainsi I'entrée en état de persistance. Cette
hypothése est soutenue par le fait que chez E. coli, une surexpression du gene codant la
toxine dans l'opéron toxine-antitoxine hip (pour high-level persistence) augmente la
proportion de cellules persistantes de la population (Dhar & McKinney, 2007; Lewis, 2001).
Selon cette théorie, le passage d’une cellule a un état de persistance correspondrait a une

transition bistable en fonction de la concentration en toxine.

Par ailleurs, une autre hypotheése a été proposée pour expliquer la résistance des
cellules persistantes et les phénomenes de mort cellulaire observés dans les biofilms. Selon
cette hypothese, les agents antibactériens ne sont pas directement responsables de la mort
cellulaire mais causent des dommages cellulaires qui induisent un mécanisme de mort
cellulaire programmée. Seule une proportion de cellules ayant un mécanisme de mort
cellulaire défectueux survit a ce stress : il s’agit de la fraction de cellules persistantes (Lewis,

2001).

L’hétérogénéité physiologique d’une population lui permet uniquement de survivre a
un stress. Apres dispersion du biofilm, les cellules sont a nouveau sensibles. Cette
réversibilité indique que les mécanismes sont adaptatifs plutdt que liés a des modifications
génétiques. Le biofilm est cependant un espace favorable a l'apparition de mutants
résistants capables de se développer normalement en présence de stress (Drenkard &
Ausubel, 2002). Accroitre sa diversité génétique est un moyen pour une population de se
garantir une possibilité de survie si les conditions environnementales deviennent plus

hostiles (Boles et al., 2004).

4. Hétérogénéité génétique

Durant le développement d’un biofilm, des cellules mutantes (ou variantes) peuvent

émerger. Elles se caractérisent par la morphologie des colonies qu’elles forment sur milieu
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solide. Leur phénotype est stable aprés plusieurs repiquages. Les variations sont liées a des
délétions, mutations ou des polymorphismes d’un nucléotide simple dans divers génes, le
plus souvent codant la synthése de polysaccharides, mais aussi de mobilité ou de résistance
aux stress (Allegrucci & Sauer, 2007; Boles et al., 2004; Kirisits et al., 2005). La proportion de
cellules variantes augmente au cours du développement du biofilm en raison des multiples
pressions de sélection qui s’exercent dans les divers microenvironnements des biofilms
(Figure 4). La population hétérogeéne issue du biofilm est plus a méme d’affronter les stress

(Boles & Singh, 2008; Drenkard & Ausubel, 2002).

Figure 4. Apparition d’une cellule mutante dont la proportion dans la population augmente
sous l'action de pressions de sélection (d’aprés Stewart and Franklin, 2008).

L'apparition de cellules mutantes est expliquée par deux mécanismes. Le premier est
I'augmentation des échanges géniques entre les cellules du biofilm liége a I'importante
densité cellulaire par conjugaison (Hausner & Wuertz, 1999; Sorensen et al., 2005) ou par
I’action de phages (Webb et al., 2003). Le deuxieme mécanisme fait intervenir les systemes
de réparation de I'ADN. En effet, il a été observé chez P. aeruginosa que les dommages a
I’ADN, causés par le stress oxydatif endogéne lié a 'activité respiratoire, sont éliminés par le
systéme de réparation des cassures d’ADN double brin (« double-stranded DNA break
repair »). Ce mécanisme de réparation a des conséquences mutagenes (Ponder et al., 2005)
et son inactivation empéche I'apparition des variants (Boles & Singh, 2008). Par ailleurs, les
biofilms de P. aeruginosa comprennent souvent des cellules hyper-mutantes. Ces cellules
sont affectées au niveau de leur systeme de réparation des mésappariements de I'ADN

(« mismatch repair system ») (Oliver et al., 2000).
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La présence de ces mutants confere au biofilm une multi-résistance aux antibiotiques
(Macia et al., 2005). De plus, 'action de ces mécanismes de mutation combinée aux
multiples pressions de sélection qui s’exercent dans un biofilm entraine une augmentation
rapide de la diversité. Les biofilms représentent ainsi des points chauds de création de

diversité.

5. Conclusion

La résistance d’un biofilm est un processus multifactoriel (Figure 5) basé sur des
mécanismes de défense innés, liés a la structure et la physiologie du biofilm (limitation de la
diffusion, hétérogénéité de l'environnement), et des mécanismes acquis, résultant de

I’action du stress (induction de la réponse au stress etc.) (Anderson & O'Toole, 2008).
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Figure 5. Les différents mécanismes impliqués dans la résistance des biofilms. Les niveaux de
brun sont proportionnels a la densité cellulaire et déterminent les gradients de
concentrations en nutriments et oxygene. La résistance des biofilms est basée sur la
limitation de la diffusion des composés toxiques, I’"hétérogénéité métabolique des cellules,
I’apparition de cellules variantes, la mise en place d’un phénotype spécifique au biofilm et
I'activation de la réponse générale au stress (Drenkard, 2003).
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B. Cinétique de développement d’un biofilm

La formation d’un biofilm bactérien peut étre découpée en trois étapes (Figure 6)
(Stoodley et al., 2002) : I'initiation correspondant a I'adhésion des cellules sur la surface, la
maturation, c’est-a-dire le développement de structures complexes organisées spatialement,

et le détachement soit de cellules individuelles, soit de portions entieres de la communauté.

Attachment Growth Detachment |

L

Figure 6. Développement en trois phases d’un biofilm bactérien (MSU Center for Biofilm
Engineering).

Ces étapes sont influencées par les conditions environnementales comprenant la
disponibilité des nutriments (excés ou carence) et les différents stress physico-chimiques
(pH, température, présence de composés bactéricides etc.). La régulation s’effectue sur des
fonctions clés de la formation du biofilm, a savoir I'expression des différentes formes de
mobilité, la synthese d’éléments extracellulaires et de maniére plus générale sur |'état
physiologique des cellules, les cellules présentant un état physiologique distinct a chaque
stade du développement. En moyenne, 35% de I'expression protéique difféerent entre
chaque étape (Sauer et al., 2002). Les trois grandes étapes de développement d’un biofilm et

le rGle des structures et propriétés extracellulaires sont détaillés dans cette section.
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I. Initiation du biofilm

L'étape d’initiation du biofilm nécessite le passage de la cellule d’un état
planctonique a un état sessile et va s’effectuer en réponse aux facteurs environnementaux
(O'Toole et al.,, 2000). La régulation de la mobilité joue un roéle principal dans cette
transition. L’adhésion a un support implique quant a elle les structures et propriétés de la

surface cellulaire.

1. Transition entre les états planctoniques et sessiles

a. Rdle de la mobilité flagellaire et du chimiotactisme dans l'initiation

du biofilm

La mobilité d’une cellule lui permet de coloniser des milieux en fonction des
conditions environnementales (Harshey, 2003). Les procaryotes ont développé différents
moyens de se déplacer, faisant intervenir, entre autres, les flagelles. La mobilité flagellaire
joue par ailleurs un réle essentiel dans l'initiation de la plupart des biofilms (Verstraeten et
al., 2008) permettant entre autres de surmonter les forces de répulsion existant entre la
cellule et la surface a coloniser (Lemon et al., 2007; O'Toole & Kolter, 1998a; Pratt & Kolter,
1998). La mobilité flagellaire peut aussi contribuer a I'adhésion cellulaire en augmentant la

probabilité de contact entre la cellule et la surface (O'Neil & Marquis, 2006).

La mobilité flagellaire est le mode de locomotion le plus fréquent et est utilisé par de
nombreux organismes bactériens pour nager en milieu liquide (« swimming ») et pour se
déplacer sur les surfaces solides (« swarming »). Un flagelle est constitué de trois sous-
structures : le corps basal (traversant les membranes et la paroi et contenant le moteur), le
filament flagellaire (constitué de flagelline) et le crochet (qui émerge de la cellule et qui relie
le filament au corps basal). Le corps basal fonctionne grace a la force proton-motrice ou a
des pompes a sodium et entraine la rotation du crochet et donc du filament ce qui propulse

la cellule (Figure 7) (Jarrell & McBride, 2008; Meister et al., 1987). En milieu liquide, les
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flagelles permettent ainsi a une cellule d’avancer de quelques dizaines de um par seconde

(Meister et al., 1987).
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Figure 7. Représentation schématique d’un flagelle d’'une bactérie Gram négative (Jarrell &
McBride, 2008) composé de trois parties : le corps basal formé des différents anneaux et du
moteur, le crochet (« hook ») rigide, et le filament flagellaire. La force proton-motrice
permet la rotation du moteur qui entraine celle du crochet et par conséquent du filament. La
rotation peut se faire dans le sens des aiguilles d’'une montre (CW) et inversement (CCW).

Le « swimming » est généralement testé en milieu liquide, voire en milieu semi-solide
contenant 0.3% d’agar. Le « swarming » est lui observé en milieu semi-solide composé de
0.5 a 2% d’agar. Lors du « swimming » sur milieu semi-solide, la bactérie est capable de
nager dans la gélose a travers les canaux d’eau. En mode « swarming », la cellule reste a la
surface de l'agar et affiche un nombre de flagelles plus important afin de faire face a

I’'augmentation de la viscosité du milieu et du stress de torsion généré (Belas & Suvanasuthi,
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2005; Harshey & Matsuyama, 1994; Jarrell & McBride, 2008). Le nombre de flagelles peut

étre régulé par le taux d’humidité de la surface (Wang et al., 2004).

Les bactéries mobiles sont capables de ressentir les variations de concentration des
composés chimiques de leur environnement et d’y répondre. Le chimiotactisme est
I'ensemble des mouvements flagellaires d’une cellule dépendants d’un gradient de
concentration d’une molécule donnée. Cette concentration, détectée au niveau de
récepteurs chimiotactiques, va jouer sur le sens de rotation du moteur du flagelle. Une
rotation dans le sens inverse des aiguilles d’'une montre entraine une nage continue (phase
de course) alors qu’une rotation dans le sens des aiguilles d’'une montre est associée a un
mouvement irrégulier entrainant un déplacement net tres faible (phase de culbute) (Figure
8). En présence du ligand, les périodes de course sont plus longues et le déplacement net de
la cellule est plus important. Le chimiotactisme peut étre positif (substances d’intéréts
jouant un rble énergétique par exemple) ou négatif (substances toxiques) (Baker et al.,
2006). Il peut favoriser l'initiation d’un biofilm en permettant la réunion d’'un nombre
important de cellules (un quorum) et ainsi les phénoménes de quorum-sensing (Park et al.,

2003).

b. Role du monophosphate cyclique di-guanilique (c-di-GMP)

La décision de se fixer sur une surface et de former une communauté structurée est
un choix important pour la survie d’'une population bactérienne. Cette décision se fait en
réponse aux conditions environnementales. La production de flagelles et la synthése
d’exopolysaccharides étant des procédés mutuellement exclusifs, la transition entre les états
planctonique et sessile nécessite des changements physiologiques (Kolter & Greenberg,
2006). Le monophosphate cyclique di-guanilique (c-di-GMP) est un messager intracellulaire
qui joue un role clé dans cette transition. En effet, il fonctionne comme un messager
secondaire en réponse a des signaux extracellulaires et régule les comportements
multicellulaires, la mobilité et la virulence de nombreuses espéces bactériennes (Barraud et

al., 2009; Christen et al., 2007; Jonas et al., 2010; Pratt et al., 2007; Pratt et al., 2009).
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Figure 8. Le systeme de chimiotactisme de P. aeruginosa. Les récepteurs chimiotactiques
sont des Methyl-accepting Chemotaxis Proteins (MCPs) qui traversent la membrane et sont
associés a des histidines kinases (CheA) par l'intermédiaire de CheW, une protéine de
couplage. CheY, une protéine effectrice, fait le lien entre le récepteur et le moteur. Lorsque
les récepteurs pour une substance donnée sont vides, CheA est phosphorylée et entraine la
phosphorylation de CheY. Cette derniére va alors interagir avec le moteur du flagelle et le
faire tourner dans le sens des aiguilles d’'une montre, entrainant la culbute. Au contraire, si
le chimiorécepteur est lié a son ligand, CheY n’interagit pas avec le moteur du flagelle et la
bactérie continue sa course. Pour permettre a la cellule mobile de suivre I'évolution de la
concentration extracellulaire de la molécule d’intérét, une protéine, CheZ, déphosphoryle
CheY a vitesse constante. La sensibilité des récepteurs est modulée par leur degré de
méthylation : CheR, une méthyltransférase, méthyle les récepteurs a vitesse constante et
CheB, une méthylestérase, les déméthyle lorsqu’elle est phosphorylée ce qui a pour
conséquence d’augmenter la sensibilité des récepteurs (Kato et al., 2008).

Le c-di-GMP est synthétisé par les diguanylate cyclases (qui possédent un domaine
GGDEF) et est dégradé par des phosphodiestérases spécifiques (présentant des domaines
EAL- ou HD-GYP). En général de fortes concentrations en c-di-GMP coincident avec une
augmentation de I'adhésion — liée a une induction de la synthése des fimbriae et de la
capsule — et une réduction de la motilité par diminution de la synthése et de la rotation du

flagelle (Figure 9) (Hengge, 2009; Verstraeten et al., 2008).
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Figure 9. Structure et roles dans différentes fonctions physiologiques du c-di-GMP. Des
diguanylate cyclases a domaine GGDEF sont impliquées dans sa synthese et des
phosphodiestérases a domaine EAL ou HD-GYP dans sa dégradation. Ce messager secondaire
inhibe la mobilité et la virulence des cellules. En parallele, il induit la formation de biofilm et
la multiplication cellulaire (Hengge, 2009).

Le taux de c-di-GMP est régulé par divers facteurs environnementaux, par
chimiotactisme ou quorum-sensing. Chez P. aeruginosa, des protéines impliquées dans le
chimiotactisme répriment la synthese du c-di-GMP, ce qui a pour conséquence de ralentir la
formation du biofilm (Hickman et al., 2005). Pour les souches du genre E. coli, un modeéle de
régulation de la concentration intracellulaire en c-di-GMP a été proposé (Figure 10). Le taux
de c-di-GMP est controlé négativement par la cascade FIhDC (régulant la mobilité) et
positivement par celle de o° (régulant 'adhésion). Le régulateur FIhD,C, est une protéine
liant I’ADN qui est nécessaire, directement ou non, pour I'expression de tous les autres
geénes de mobilité et de chimiotactisme. Son expression est liée a différents régulateurs, qui
retransmettent les conditions environnementales telles que I'osmolarité (H-NS, EnvZ-OmpR),
les stress au niveau de I'enveloppe (RcsCDB), les concentrations en nutriments (Crp) ou
encore le quorum-sensing (QseBC) (Goller & Romeo, 2008). o° ou RpoS est une sous-unité

sigma de I’ARN polymérase chez E. coli induite en cas de stress. L'ARN polymérase contenant
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o° va induire avec deux autres protéines (dont YdaM, une protéine a domaine GGDEF) la
synthése de la protéine CsgD, qui est un activateur essentiel des genes de synthese des curli

(Pesavento et al., 2008).
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Figure 10. Contréle de la concentration intracellulaire en c-di-GMP chez E. coli. Le taux de c-
di-GMP qui gouverne la transition entre les états mobile et sessile des cellules est contrélé
négativement par la cascade FIhDC (régulant la mobilité) et positivement par celle de ¢°
(régulant I'adhésion cellulaire) (Hengge, 2009).

2. Adhésion a la surface

Une fois entamée, la transition de I'état planctonique a I'état sessile va nécessiter des
modifications physiologiques importantes qui vont faciliter I'adhésion de la cellule a une
surface. Ces modifications concernent la charge et les propriétés d’hydrophobicité de la
surface cellulaire ainsi que la synthese de protéines de la membrane externe (Goulter et al.,

2009).
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a. Forces mises en jeu

L'adhésion d’une cellule a une surface est divisée en une étape d’adhésion réversible
et une irréversible. L’attachement réversible implique des forces « faibles » (liaisons van der
Waals, électrostatiques, interactions hydrophobes) entre la cellule et la surface (Strevett &
Chen, 2003). A cette étape, les cellules sont facilement détachables, par les forces
hydrodynamiques du liquide environnant par exemple. L'étape d’adhésion irréversible met
en jeu des forces plus importantes, telles que des liaisons hydrogenes, covalentes ou des
interactions hydrophobes fortes. La perte des flagelles et la synthése d’organelles
d’adhésion telles que les fimbriae est souvent nécessaire pour la fixation irréversible a
proprement parler (Pruss et al., 2006). A ce stade, le décrochage des cellules nécessite des

méthodes physiques ou chimiques plus drastiques (Goulter et al., 2009).

b. Structures et propriétés impliquées dans I'adhésion

L'attachement d’une cellule a un support est principalement fonction, outre de la
nature du support méme (qui ne sera pas traitée ici), de la charge et des propriétés
hydrophobes de sa surface ainsi que des structures protéiques qui s’y trouvent. Ces
fonctions d’adhésion sont régulées par les facteurs environnementaux grace aux

mécanismes de quorum-sensing et au chimiotactisme.

La charge nette de la surface est généralement négative en raison des groupes
carboxyles (-COO") et phosphates (-PO,*) qui se trouvent dans les parois (Goulter et al.,
2009). Cette charge est caractérisée par le potentiel zeta (Wilson et al., 2001). Les propriétés
hydrophobes de la surface cellulaire liées a sa composition varient en fonction des especes,
du stade de croissance et des conditions de culture (Goulter et al., 2009). L’hydrophobicité
est généralement estimée sur une population de cellules en mesurant soit I'affinité de la
culture pour un solvant (Bellon-Fontaine et al., 1996) soit I'angle de contact entre le tapis de
cellules et un liquide (van der Mei et al., 1998). La microscopie a force atomique permet de
mesurer les forces d’hydrophobicité a I'échelle de la cellule (Alsteens et al., 2007). Les
polysaccharides de la capsule peuvent aussi jouer un réle dans I'adhésion de la cellule soit
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en accroissant ses capacités adhésives s’ils sont hydrophobes, soit en les diminuant s’ils sont
hydrophiles et masquent des composants hydrophobes de I‘enveloppe cellulaire (Goulter et
al., 2009).

Les protéines de la membrane externe, protéines membranaires ou lipoprotéines,
des bactéries Gram négatives représentent environ 50% en masse de la membrane externe.
Leur synthése et leur nature affectent directement les propriétés de la surface cellulaire
(Otto & Hermansson, 2004). Les flagelles peuvent servir de structures adhésives,
indépendamment de leur rotation (Kirov et al., 2004; Vatanyoopaisarn et al., 2000). Les
fimbriae, ou pili, participent a I’hydrophobicité de la surface par leur forte proportion en
acides aminés hydrophobes (Otto et al., 1999). Les pili de type IV sont des fimbriae
particuliers retrouvés chez les bactéries Gram négatives et positives et sont impliquées dans

I’'attachement des bactéries aux surfaces (Figure 11) (Mattick, 2002; Pelicic, 2008).

Figure 11. Représentation schématique d’un pili de type IV d’apres Bardy et al., 2003. PilA
est la piline majeure et posseéde un domaine N-terminal consensus. PilE et PilV-X sont des
protéines piline-like a fonction inconnue mais essentielles a la synthése du pili. PilD est une
peptidase impliquée dans la maturation des protéines piline-like mais aussi dans la
méthylation de PilA. PilQ est une sécrétine permettant au pili de traverser la membrane
externe (OM). PilT, U et B sont des protéines liant les nucléosides triphosphates et
fournissent I'énergie nécessaire a la rétraction et I'assemblage du pili (Bardy et al., 2003).
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Les curli sont également un type de fimbriae particulier produits par certaines
entérobactéries dont E. coli. Leur synthése est accrue en conditions de stress, ce qui a pour

conséquence d’augmenter les capacités d’adhésion de cellules (Boyer et al., 2007).

II. Formation et maturation des structures

Apres leur adhésion a une surface, les cellules vont s’agréger pour former des
microcolonies. La synthése d’exopolyméres permet ensuite le développement de structures
spatialement organisées plus ou moins complexes. Lors de la maturation du biofilm, les
événements de mort et lyse cellulaires localisés sont fréquents et font partie intégrante de
son développement. Un biofilm mature peut présenter des architectures et propriétés
physico-chimiques variables. L’hétérogénéité des structures favorise la différenciation

phénotypique et/ou génétique des cellules (Stewart & Franklin, 2008).

1. Formation des microcolonies

Apreés leur attachement irréversible sur une surface, les cellules forment des zones de
forte densité cellulaire, les microcolonies. Trois mécanismes permettant la mise en place de
ces agrégats cellulaires ont été proposés. Le premier n’impliquant aucune forme de mobilité
est la réplication clonale des cellules ayant adhéré irréversiblement a la surface (Klausen et
al., 2003). Le deuxieme mécanisme est basé sur le «twitching» mouvement de
translocation de surface lié aux pili. Il permet le déplacement des cellules le long de la
surface et ainsi leur regroupement en microcolonies (O'Toole & Kolter, 1998b). Le troisieme
mécanisme de formation de microcolonies est basé sur le recrutement de cellules
planctoniques au fur et a mesure du développement du biofilm (Lemon et al., 2007; Tolker-
Nielsen et al., 2000). L'implication relative de ces trois mécanismes dépend de la nature de
I'organisme, de la surface a coloniser et des conditions physico-chimiques (Stoodley et al.,

2002).
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Un modéle de formation des microcolonies a été proposé pour P. aeruginosa. Les
microcolonies sont initiées par réplication clonale. Les structures sont ensuite élargies grace
au « twitching », qui permet a la souche de coloniser l'intégralité de la surface (Figure 12)
(Klausen et al.,, 2003). La mobilité flagellaire assure ensuite le développement

tridimensionnel des structures (Barken et al., 2008).

A

Figure 12. Formation de microcolonies chez P. aeruginosa. Les cellules irréversiblement
attachées a la surface (A) se divisent pour former des microcolonies (B). Grace aux pili de
type IV, certaines cellules vont agrandir la base des microcolonies (C) jusqu’a recouvrement
total de la surface (D) (Klausen et al., 2003).

2. Différenciation du biofilm et interactions entre les cellules

La morphologie des biofilms matures est trés variable, allant de la simple couche de
cellules a des architectures extrémement complexes. Lors de la mise en place des structures
tridimensionnelles, les cellules subissent des différenciations physiologiques, notamment au
niveau de leur activité de synthése des exopolymeres, qui sont régulées par le quorum-
sensing. L'organisation tridimensionnelle des structures favorise ensuite la communication

et la coopération entre les cellules.
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a. Caractéristiques de la population d’'un biofilm mature

La régulation des génes et le profil protéique different fortement entre des cellules
d’un biofilm mature et celles d’une culture planctonique (Stoodley et al.,, 2002). Tout
d’abord, les génes impliqués dans la synthése d’exopolysaccharides sont induits dans les
cellules d’un biofilm, les exopolysaccharides assurant la cohésion et le maintien des
structures. Par ailleurs, la biosynthese des phospholipides et des lipopolysaccharides et le
transport et la sécrétion membranaires sont accentués assurant la synthese de la matrice
extracellulaire. D’autre part, des variations dans I'expression des protéines impliquées dans
le métabolisme énergétique ont été observées (Sauer et al., 2002). Cela est lié au fait que
beaucoup de cellules du biofilm modifient leurs processus physiologiques, passant par
exemple d’'un métabolisme aérobie a un métabolisme anaérobie, en réponse a la niche
particuliere qu’elles occupent au sein du biofilm (Stewart & Franklin, 2008). Enfin, des
mécanismes d’adaptation et de défense, tels que la réponse générale au stress régulée par
le facteur RpoS (voir section A. Définition et résistance au sein des biofilms bactériens),

sont induits dans le biofilm mature (Sauer et al., 2002).

b. Roéle du quorum-sensing

Lors de la maturation du biofilm, des canaux d’eau sont mis en place. Ceux-ci
améliorent d’une part le transfert des nutriments mais facilitent aussi tous les phénomenes
de quorum-sensing. Le quorum-sensing joue en effet un role capital dans la différenciation
du biofilm et la coordination des activités de la communauté (Davies et al., 1998; Nadell et
al., 2009; Stoodley et al., 2002). Il intervient par exemple dans I'induction de la synthése des
exopolysaccharides. En effet, il a été démontré que lors du développement du biofilm de P.
aeruginosa des acyl homosérines lactones induisent une surproduction d’exopolysaccharides

(Sakuragi & Kolter, 2007; Stoodley et al., 2002).

c. Interactions entre les cellules

La forte densité cellulaire d’un biofilm mature favorise les échanges géniques, par
I'intermédiaire de phages (Kirov et al., 2007) ou de plasmides (Sorensen et al., 2005). Par
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ailleurs, I'organisation structurelle favorise la coopération entre les cellules. Ainsi, dans un
biofilm multi-spécifique, I'arrangement des cellules facilite la juxtaposition d’organismes au
métabolisme complémentaire. Dans un biofilm mono-spécifique, I'architecture complexe
installe des gradients physico-chimiques. Cette hétérogénéité de structure favorise le
développement de sous-populations de cellules qui accroissent la diversité de la population
(Stewart & Franklin, 2008). Toutefois, la forte densité cellulaire d’un biofilm entraine
également des situations de compétition entre les cellules, pour les nutriments par exemple.
Un biofilm est donc le résultat d’un équilibre entre collaboration et conflits (Nadell et al.,

2009).

3. Evénements de mort et lyse cellulaires localisés

Un biofilm mature est formé de sous-populations de cellules aux états physiologiques
variables car soumises a différentes conditions environnementales. Certaines vont par
exemple produire plus d’exopolysaccharides et d’autres entrer en dormance voire mourir et
lyser (Stewart & Franklin, 2008). Les événements de mort et lyse cellulaires localisés sont
fréqguemment observés au cours de I'étape de maturation d’un biofilm. Ils apportent des
nutriments au reste de la population, mais aussi de I’ADN, qui est un composant structurel
essentiel du biofilm (Allesen-Holm et al., 2006). Ces événements participent ainsi au
développement et a la dispersion du biofilm. La mort et la lyse des cellules sont deux
événements indépendants, plus ou moins régulés en fonction des especes bactériennes. lls
peuvent étre le résultat d’une réponse hétérogene d’un biofilm a un stress environnemental,
contrblés par des mécanismes de mort cellulaire programmée ou encore liés a des

phénoménes de fratricide.

a. Hétérogénéité physiologique du biofilm

Un stress environnemental donné n’affecte pas la population d’un biofilm de maniére
homogene. La réponse des cellules dépend d’une part de leur état physiologique (ex. forte
activité métabolique ou dormance). Ainsi, si la défense a un stress donné nécessite une

réponse active des cellules, les cellules les moins actives d’un point de vue métabolique
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seront plus sensibles (voir section A. Définition et résistance au sein des biofilms
bactériens) (Pamp et al., 2008). D’autre part, |'effet d’un stress dépend de son intensité, qui
n‘est pas uniforme au sein d’un biofilm (Stewart & Franklin, 2008). Le stress oxydatif
endogene, lié a la présence d’especes réactives oxygénées telles que le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) ou I'anion superoxide (O,), est particulierement important dans les
biofilms en raison de la faible croissance des cellules ou de situations de carence, en
nutriments ou eau (Imlay, 2003). Ainsi, le stress oxydatif est plus important dans les cellules
a proximité du substrat. Lorsque la concentration intracellulaire en especes réactives
oxygénées dépasse la capacité de la cellule a les éliminer, des dommages a I'’ADN, aux
protéines et aux lipides sont engendrés et peuvent conduire a la mort de la cellule (Chang et

al., 2009).

Dans les deux cas de figure présentés ici, les évenements de mort cellulaire résultent
d’une réponse passive de la population microbienne a un stress environnemental. Toutefois,
certains événements de mort et lyse cellulaires sont hautement régulés et s’apparentent aux
phénoménes de mort cellulaire programmée se déroulant chez les eucaryotes les plus
évolués. lls font intervenir des phages, des protéines autolytiques ou encore I'activité
muréine hydrolase des cellules. D’autres sont basés sur des comportements de cannibalisme

ou de fratricide.

b. Mort et lyse cellulaires programmées

Les phénomeénes de mort et lyse cellulaires programmées se déroulant chez les
eucaryotes les plus évolués ont pour role d’éliminer les cellules endommagées afin que
celles-ci ne deviennent pas une menace pour le reste de la population (Bayles, 2007). Il a été
proposé qu’un mécanisme similaire pouvait étre a I'origine de I’élimination de certaines
cellules bactériennes en réponse a des agents antibactériens (Lewis, 2001). Les événements
de mort et lyse engendrés touchent la population bactérienne au centre des microcolonies.
Ce sont les zones de plus forte densité cellulaire du biofilm, et par conséquent celles ou le

guorum-sensing, régulant en partie ces mécanismes, est le plus important.

35



Introduction générale

B. Cinétique de développement d’un biofilm

i. Lesystéeme Cid/Lrg

Le systéme Cid/Lrg, deux opérons codant pour des protéines membranaires de type
holine/antiholine, régule les événements localisés de mort et lyse cellulaires observés dans
le biofilm de S. aureus et joue ainsi un role significatif dans son développement (Rice et al.,
2007). La protéine codée par cidA, homologue a une holine de phage, induit I'activité des
muréines hydrolases de la cellule, qui dégradent le peptidoglycane de la cellule et
conduisent a sa lyse. La protéine codée par IrgA joue le rbéle d’une antiholine, réprimant la
lyse cellulaire (Figure 13). Ces genes sont présents dans le génome de nombreuses bactéries
Gram positives et négatives. Leur réle dans le développement des biofilms semble donc

hautement conservé (Bayles, 2007).

ii. Implication d’un bactériophage

La mort et la lyse cellulaires localisées au sein d’un biofilm peuvent aussi étre la
conséquence de l'activation d’un bactériophage. Les génes des bactériophages, exprimés en
condition de stress, sont parmi les groupes de genes les plus induits dans les biofilms. Chez
P. aeruginosa, les génes codant pour un bactériophage filamenteux sont 83 fois plus
transcrits dans les cellules d’un biofilm en réponse au quorum-sensing que dans une culture
planctonique (Whiteley et al., 2001). L'entrée du phage filamenteux en cycle lytique conduit
a la mort et a la lyse des cellules situées au centre des microcolonies du biofilm (Webb et al.,
2003). Ces événements influencent fortement le développement subséquent du biofilm,
favorisent sa dispersion et augmentent la diversité génétique de la population dispersée

(Rice et al., 2009; Webb et al., 2004).
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Figure 13. Le systéme de régulation cid/Irg. Chez Staphylococcus aureus, les génes cidA et
IrgA codent pour des protéines hydrophobes qui ont un réle homologue a celui d’une holine
et d’une antiholine de phage, respectivement. CidA induit I'activité des muréines hydrolases,
ce qui conduit a la lyse de la cellule, alors que LrgA I'inhibe. Les protéines codées par cidB et
IrgB jouent potentiellement un réle dans la régulation de la mort cellulaire. La protéine CidR,
synthétisée en réponse a un excés de glucose, induit la transcription de I'opéron cidABC. Le
gene cidC code pour une pyruvate oxydase. La protéine LytSR, synthétisée en réponse a une
baisse du potentiel de membrane, induit la transcription de I'opéron IrgAB (Bayles, 2007).

iii. Induction d’une protéine autolytique

Une protéine autolytique, AlpP, est responsable des événements de mort et lyse
cellulaires affectant les cellules situées au centre des microcolonies dans un biofilm de
Pseudoalteromonas tunicata. Homologue a une lysine oxydase, cette protéine catalyse la
production d’H,0, a partir de L-Lysine, conduisant a la mort de la cellule (Mai-Prochnow et
al., 2004). Le développement du biofilm est fortement affecté par ces événements, qui
conduisent a une augmentation de la diversité phénotypique de la population (Mai-
Prochnow et al., 2006). Des protéines homologues a AlpP ont été identifiées dans de
nombreuses bactéries Gram négatives, pour lesquelles des événements de mort et lyse

cellulaires semblables a ceux se produisant chez P. tunicata ont été observés (Mai-Prochnow
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et al., 2008). Ce mécanisme de mort cellulaire semble donc jouer un réle conservé dans le

développement de biofilms.

c. Cannibalisme et fratricide

La mort et la lyse d’une partie de la population d’un biofilm peuvent aussi résulter de
phénoménes de cannibalisme ou de fratricide. De telles situations ont été observées dans

des biofilms de Bacillus subtilis et Enterococcus faecalis.

i.  Cannibalisme

Chez Bacillus subtilis, la surfactine, une molécule signal du quorum-sensing, induit la
phosphorylation de la protéine régulatrice SpoOA. En fonction de son degré de
phosphorylation, celle-ci induit une synthese accrue d’exopolysaccharides accompagnée par
la production de deux toxines (Skf et Sdp). Dans un biofilm, les cellules qui synthétisent les
toxines provoquent la mort et la lyse de leurs congénéres sensibles. L'augmentation en
nutriments qui résulte de ces événements favorise les cellules productrices
d’exopolysaccharides et donc le développement du biofilm. L'exposition d’un biofilm de
Bacillus subtilis a des composés microbiens entraine une réponse similaire de la population
(Lopez et al., 2009). Ce processus de mort cellulaire, apparenté a du cannibalisme et
modulant le développement du biofilm, semble donc correspondre a un mécanisme de

défense (Engelberg-Kulka et al., 2006).

ii. Fratricide

Un mécanisme de mort cellulaire apparenté a un phénomeéne de fratricide a été
décrit chez Enterococcus faecalis. Une phéromone induit la co-synthése d’une gélatinase,
enzyme activant une protéine autolytique (AtlA), et d’une protéine d’'immunité, une sérine
protéase (SprE), qui empéche l'activation de la protéine autolytique. La réponse de la
population du biofilm a la phéromone est bimodale ; la sous-population cellulaire qui ne

répond pas a la phéromone est lysée, suite a l'activation des protéines AltA par les
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gélatinases qui sont sécrétées par 'autre partie de la population. L’ADN libéré lors de la lyse

des cellules permet le développement du biofilm (Thomas et al., 2009).
d. Conclusion : I'altruisme dans les biofilms

Les mécanismes de mort cellulaire programmeée et les situations de fratricide et
cannibalisme sont un exemple de comportement « altruiste » se déroulant dans un biofilm.
Ils sont régulés par le quorum-sensing. Des cellules mutées dans le systeme de quorum-
sensing profitent des bénéfices du systeme altruiste. Ces cellules « individualistes » (aussi
appelées « tricheuses ») deviennent rapidement dominantes. Lorsque leur proportion dans
une communauté est trop importante, le taux de croissance de la population chute (Dunny
et al., 2008). La coopération entre les cellules d’un biofilm est donc un élément essentiel au

maintien et au développement de la communauté.

III. Dispersion du biofilm

La dispersion est la derniere étape du cycle de vie d’un biofilm et permet a la souche
de coloniser de nouveaux milieux. Elle peut s’effectuer passivement via I'action de stress
hydrodynamiques ou activement. Le détachement « passif » de groupes de cellules se fait
par I'action de flux ou de forces de cisaillement (Choi & Morgenroth, 2003; Stoodley et al.,
1999; Stoodley et al., 2001). La libération active des cellules d’un biofilm se fait en réponse a
certains signaux environnementaux, par réinduction de leur mobilité flagellaire, changement
de leurs propriétés de surface ou suite a la dégradation de la matrice extracellulaire. Ces
mécanismes sont en grande partie régulés par le quorum-sensing et la concentration
intracellulaire en c-di-GMP. Les signaux environnementaux et les mécanismes responsables

du détachement actifs des cellules sont détaillés dans cette section.

39



Introduction générale

B. Cinétique de développement d’un biofilm

1. Signaux environnementaux et régulation de la dispersion

des cellules

Lorsque le biofilm a atteint une certaine densité cellulaire, I'accumulation de déchets
métaboliques toxiques et I'appauvrissement du milieu en nutriments rendent la dispersion
du biofilm bénéfique. Ce phénoméne permet ainsi aux cellules de migrer vers des
environnements plus favorables.

La dispersion d’un biofilm a été observée en réponse a des carences en carbone,
azote ou oxygene (Gjermansen et al., 2005) ainsi qu’a un épuisement en nutriments dans le
milieu environnant (Hunt et al., 2004; O'Toole et al., 2000). Chez des souches du genre
Pseudomonas, il a été montré qu’une faible variation (positive ou négative) de la
concentration en nutriments induit la dispersion du biofilm (Karatan & Watnick, 2009). La
faible concentration en oxygene dans les couches les plus profondes d’un biofilm a aussi été
associée avec une fréquence plus importante d’événements de dispersion chez Shewanella
oneidensis (Thormann et al., 2005). De la méme maniére, I'accumulation de réactifs azotés,
co-produits de la respiration anaérobie, conduit au détachement des cellules (Karatan &

Watnick, 2009).

2. Mécanismes de détachement

Le détachement des cellules d’un biofilm est réalisé par différents mécanismes,
affectant soit lintégrité de la matrice extracellulaire via la libération d’enzymes
extracellulaires ou autres molécules, soit la physiologie des cellules elles-mémes par
modification de leurs propriétés de surface ou par réactivation de leurs fonctions de

mobilité.

a. Dégradation de la matrice extracellulaire

La libération d’enzymes extracellulaires dégradant la matrice du biofilm, par
modification des protéines ou digestion des sucres et acides nucléiques qui la composent,

est un des mécanismes conduisant a la dispersion des cellules.
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i. Dégradation des protéines extracellulaires

La libération de protéases dans le milieu extracellulaire conduit a la dégradation des
appendices protéiques composant la matrice du biofilm (Lee et al., 1996). Chez P. putida,
une cystéine protéinase (LapG) modifie LapA, une protéine de surface. Le clivage de LapA
entraine la libération des cellules piégées dans la matrice du biofilm (Gjermansen et al.,
2009). Chez S. aureus, des concentrations importantes en sérine protéase ont été retrouvées
dans le surnageant de culture d’un biofilm en cours de dispersion. Cette enzyme ayant pour
cible les protéines de surface, facilite la désagrégation du biofilm (Boles & Horswill, 2008).

Par ailleurs, il a récemment été décrit que I'ajout d’acides aminés sur certains
biofilms, dont ceux de B. subtilis, entraine la dispersion des cellules. Cette dispersion est
accompagnée par le détachement de fibres protéiques ancrées aux cellules et participant a
la structure du biofilm (Kolodkin-Gal et al., 2010). Le mécanisme d’action des acides aminés

sur le détachement de ces fibres n’est pas encore élucidé.

ii. Dégradation des exopolysaccharides

En réponse aux stimuli environnementaux, des enzymes libérées dans le milieu
extérieur digerent les sucres composants la matrice du biofilm et favorisent ainsi la
dispersion de la population. Ainsi, chez P. aeruginosa, I'alginase libérée par les cellules
dégrade l'alginate de la matrice. La libération d’enzymes dégradant les sucres peut étre
accompagnée d’une baisse de la production d’exopolysaccharides (Allison et al., 1998). Par
ailleurs, la B-hexosamidase (ou dispersin B) peut étre utilisée pour disperser les biofilms
pathogénes. En effet, cette enzyme digére le poly-N-acetylglucosamine présent dans les
biofilms de bactéries Gram négatives et positives (Kaplan et al., 2004; Karatan & Watnick,

2009).

iii. Digestion de ’ADN extracellulaire

L'ADN étant un composant essentiel des biofilms, un biofilm peut étre

artificiellement dispersé par ajout de DNase (Whitchurch et al.,, 2002). Dans certains
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biofilms, tels que celui de S. aureus, une thermonucléase est libérée par les cellules pour

favoriser leur dispersion (Mann et al., 2009).

b. Changement des propriétés de membrane

La modification des propriétés de membrane d’une cellule peut conduire a son
détachement du biofilm. La perte des pili de type IV ou la production de substances
tensioactives, telles que les rhamnolipides, entrainent le détachement des cellules par
modification de leurs propriétés de surface (Karatan & Watnick, 2009). La présence de
rhamnolipides dans un biofilm de P. aeruginosa conduit par exemple a la dispersion des

cellules situées au centre des microcolonies (Boles et al., 2005).

c. Remobilisation des cellules

La dispersion d’un biofilm peut étre assurée par la réactivation de la mobilité
flagellaire des bactéries, mobilité réprimée lors de l'initiation du biofilm (Purevdorj-Gage et
al., 2005). Chez E. coli, une carence en carbone induit la synthese de la protéine CsrA qui
active a son tour I'opéron flhDC, opéron maitre de synthese du flagelle (Jackson et al., 2002).
Ces événements de remobilisation concernent souvent une sous-population de cellules
localisée dans les cavités formées au centre des microcolonies lors des événements de mort
et lyse cellulaires (Tolker-Nielsen et al., 2000). Cette sous-population accéde au milieu

extérieur via des points de passage dans le mur de cellules non mobiles qui I'entoure.

3. Régulation de I'étape de dispersion

Les mécanismes responsables de la dispersion des cellules d’un biofilm sont induits
en réponse a des stimuli environnementaux, y compris la densité cellulaire. Ils sont
essentiellement régulés par le systeme de quorum-sensing. D’autres molécules signal, a

savoir le c-di-GMP et des acides gras, peuvent toutefois jouer un role dans leur controle.
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a. Régulation par le quorum-sensing

La dispersion des cellules d’un biofilm est généralement régulée par le quorum-
sensing. Des mutations dans le systeme de quorum-sensing entrainent I'agrégation des
cellules, mécanisme opposé a la dispersion du biofilm (Davies et al.,, 1998; Parsek &
Greenberg, 2005).

Le quorum-sensing peut étre responsable de I'induction de la mobilité flagellaire des
cellules a lintérieur d’un biofilm via I'opéron fIhDC (Purevdorj-Gage et al., 2005). Les
molécules signal du quorum-sensing peuvent aussi induire la libération d’enzymes
extracellulaires dégradant la matrice extracellulaire (Landini et al., 2010; Stoodley et al.,
2002). Chez S. aureus par exemple, la libération de la sérine protéase dans le milieu extérieur
est régulée par le quorum-sensing via le systéme agr (accessory gene regulator). Ce systéme
module les facteurs de virulence de la souche en réponse a un peptide autoinducteur. |l est

par exemple activé en réponse a une carence en glucose (Boles & Horswill, 2008).

b. Autres molécules-signal

i. Lec-di-GMP

Les facteurs environnementaux ainsi que les phénomenes de quorum-sensing
modulent la concentration intracellulaire en c-di-GMP (voir sous-section précédente I.
Initiation du biofilm). Une diminution de la concentration intracellulaire en c-di-GMP, c’est-
a-dire une induction de la synthése de protéines présentant un domaine EAL et une
répression de la synthese de celles présentant un domaine GGDEF, a été associée a une
augmentation des phénomeénes de dispersion (Karatan & Watnick, 2009). Chez P.
aeruginosa, la présence de réactifs azotés induit la dégradation des molécules de c-di-GMP
par des phosphodiestérases, ce qui réactive la mobilité des cellules et réprime I’expression
des adhésines de surface (Barraud et al., 2009). Toujours chez P. aeruginosa, des protéines
impliquées dans le chimiotactisme répriment la synthese de c-di-GMP et induisent ainsi la
dispersion du biofilm (Morgan et al., 2006). Chez P. putida, la diminution de la concentration
intracellulaire en c-di-GMP induit la transcription du géne codant pour la cystéine protéinase
LapG, dégradant la protéine de surface LapA (Gjermansen et al., 2009).

43



Introduction générale

B. Cinétique de développement d’un biofilm

ii. Lesacides gras

Des petits acides gras, comme I'acide cis-2-décanoique, sont des messagers induisant
la dispersion de biofilms de bactéries Gram positives et négatives (Karatan & Watnick, 2009).
Ces facteurs, diffusant facilement a travers les membranes bactériennes, sont actifs a des
concentrations de l'ordre du nanomolaire et correspondent ainsi a des molécules de

communication intercellulaire (Davies & Marques, 2009).

4. Conclusion : caractéristiques de la population dispersée

Le profil protéique des cellules dispersées est plus proche de celui de cellules
planctoniques que de cellules d’un biofilm mature, indiquant un retour a I'état planctonique
des bactéries et marquant la fin du cycle de vie développemental du biofilm (Sauer et al.,
2002). La population dispersée présente toutefois une diversité phénotypique beaucoup
plus importante qu’une population planctonique « ordinaire ». En effet, elle comporte des
cellules dites variantes affectées entre autres dans leur mobilité flagellaire et la production
d’exopolysaccharides et de surfactants et sont plus promptes a reformer un biofilm
(Allegrucci & Sauer, 2007; Boles et al., 2004; Kirisits et al., 2005). La forte hétérogénéité
phénotypique de la population dispersée lui confere des capacités d’adaptation a une large
gamme d’environnements et donc un avantage écologique important pour la colonisation de

nouveaux milieux (Stewart & Franklin, 2008).

44



Introduction générale

C. Implications des biofilms in situ et en bioremédiation

C. Implications des biofilms in situ et en
bioremédiation

L’étude des biofilms bactériens est en plein essor car ils sont impliqués, positivement
ou négativement, dans de nombreux processus, médicaux, industriels ou environnementaux.
Ils sont particulierement intéressants dans le domaine de la bioremédiation. Les roles de ces
structures dans l’environnement ainsi que leur utilisation pour la dépollution d’eaux

contaminées par l'arsenic sont traités dans cette section.

I. Impacts et bénéfices des biofilms sur '’homme et

I'environnement

1. Les biofilms dans le domaine médical

Dans le domaine médical, de nombreuses infections persistantes sont liées au
développement de biofilms. Les biofilms sont en effet difficiles a éliminer, en raison de leur
extréme résistance aux agents antibactériens (voir section A. Définition et résistance au sein
des biofilms bactériens) et de leur propension a se disséminer dans I'organisme via les
phénomeénes de dispersion (voir section B. Cinétique de développement d’un biofilm). Ces
infections peuvent étre liées a I'historique du patient mais aussi au contexte hospitalier via

le développement de biofilms sur les appareils médicaux (Flemming & Wingender, 2001).

Les infections humaines les plus courantes impliquant des biofilms sont les
endocardites sur valve native, les otites de I'oreille moyenne, les prostatites bactériennes
chroniques, les parodontites et les infections des voies respiratoires chez les patients
atteints de mucoviscidose. Ces derniers constituent des terrains favorables aux infections

des voies respiratoires car leur systéme de clairance mucociliaire est déficient. S. aureus et P.
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aeruginosa sont les pathogeénes les plus souvent responsables de ces infections chroniques

(Donlan & Costerton, 2002).

Par ailleurs, les biofilms sont associés a 65% des infections nosocomiales (Mah &
O'Toole, 2001). Ces infections sont dues a des contaminations par des biofilms des appareils
médicaux tels que les prothéses cardiaques, les cathéters ou encore les lentilles de contact

(Donlan & Costerton, 2002).

Le choix des matériaux utilisés permet de limiter les infections liées aux biofilms. Un
revétement hydrophobe et une rugosité minimale préviennent la colonisation du support.
Par ailleurs, le traitement antibiotique systémique du patient lors de ['utilisation d’un
appareil présentant un risque d’infection nosocomiale a une efficacité trés limitée. De
nouvelles stratégies de lutte contre la colonisation bactérienne des appareils médicaux,
basées par exemple sur I'utilisation des molécules signal du quorum-sensing pour disperser

le biofilm, sont en cours de développement (Shunmugaperumal, 2010).

2. Biofilms bénéfiques et néfastes dans I'industrie

a. Impacts négatifs des biofilms dans I'industrie

En industrie alimentaire, le développement de biofilms bactériens sur les
installations est trés problématique. En effet, un biofilm peut se développer en quelques
heures seulement et est difficile a éradiquer car tres résistant aux lavages et aux
désinfections (Carpentier & Cerf, 1993). Par ailleurs, la présence de biofilms sur des
appareils industriels (« biofouling ») entraine une perte d’efficacité des processus. Les
biofilms qui se développent sur les coques de bateaux augmentent par exemple les forces de
frottement en raison de leurs propriétés viscoélastiques. Les biofilms présents sur les
échangeurs de chaleur forment une couche isolante et ralentissent le processus d’échange
thermique. D’autre part, les biofilms sont a I'origine de phénomeénes de corrosion en raison

de leurs capacités a lier les métaux. Les sulfures produits par les bactéries sulfato-réductrices
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a partir de sulfates interagissent par exemple avec le fer présent dans la surface colonisée,

augmentant ainsi sa vitesse de corrosion (Flemming & Wingender, 2001).

b. Utilisation des exopolysaccharides dans I'industrie

Les sucres composant la matrice extracellulaire des biofilms sont utilisés en
biotechnologie. En industrie alimentaire, ils contribuent par leur viscosité a changer la
texture du produit et servent ainsi d’agents gélifiants (ex. gellane, alginate, dextrane) ou
d’agent épaississant (ex. xanthane). En cosmétique et pharmacie, ils sont utilisés pour leurs
propriétés hydratantes. Les exopolysaccharides sont par ailleurs d’excellents tensioactifs et
servent donc a la remobilisation d’huiles résiduelles, comme le pétrole (Davey & O'Toole G,

2000; Neu, 1996).

3. Impact des biofilms dans I'’environnement

a. Role des biofilms dans les cycles géochimiques

Dans l'environnement, les biofilms jouent un role clé dans la production et la
dégradation de la matiére organique, dans les cycles de 'azote, du soufre et de nombreux
métaux, ainsi que dans la dégradation de polluants. L’organisation de ces structures permet
en effet de regrouper des microorganismes aux métabolismes complémentaires et ainsi

d’optimiser ces processus (Figure 14).

b. Utilisation des biofilms dans les procédés de bioremédiation

L'essor de lindustrie chimique durant les derniéres décennies a conduit a la
contamination massive de I'environnement via le rejet d’effluents toxiques. Etant donné la
persistance de ces composés dans l'environnement, ces pollutions représentent un
probleme écologique a long terme. Les procédés de bioremédiation permettant la

décontamination in situ de I’environnement grace a des microorganismes sont plus

47



Introduction générale

C. Implications des biofilms in situ et en bioremédiation

avantageux que les techniques physico-chimiques, car moins colteux et souvent plus

efficaces (Singh et al., 2006).

Intracellular

Intercellular Signaling

Signaling

<= H,-producer
O H-utilizer

A
Metabolic
Interactions

Fermenters
Surface Sugars

Figure 14. Exemple d’organisation spatiale d’un biofilm multispécifique. Les activités
métaboliques des différents organismes sont complémentaires. L'organisation spatiale de la
communauté permet la mise en place des interactions syntrophiques entre les souches, mais
facilite également les interactions physiques et la communication intra- et inter-espéce via
des facteurs diffusibles (d’apres Davey and O’Toole G, 2000).

Utilisés pour la décontamination d’eaux usées depuis 1980 (Singh et al., 2006), les
biofilms présentent de plus en plus d’intérét en bioremédiation. En effet, la croissance de la
population bactérienne en biofilm présente de nombreux avantages par rapport a une
culture planctonique. Tout d’abord, cette structure permet d’atteindre une concentration
importante de biomasse active dans laquelle les substrats et/ou substances toxiques sont
véhiculés par transport convectif via des canaux d’eau et des pores. Cette forte densité
cellulaire est par ailleurs favorable aux événements de transfert de génes et permet ainsi la
dissémination des génes d’intérét (Roberts et al.,, 2001). La proximité et I'organisation

spatiale des cellules favorisent aussi la mise en place d’interactions bénéfiques (Stewart &
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Franklin, 2008). La matrice du biofilm contribue également a I'efficacité du systeme de
bioremédiation en raison des sites de sorption qu’elle présente, pour les métaux lourds
(groupes carboxyliques) et les composés organiques (zones hydrophobes) (Flemming &
Wingender, 2001; Singh et al., 2006). Enfin, 'organisation de la population bactérienne
d’intérét en biofilm augmente ses chances de survie par rapport a une existence sous forme
planctonique, particulierement lorsque les conditions environnementales fluctuent (voir

section A. Définition et résistance au sein des biofilms bactériens).

c. Bioremédiation des métaux et métalloides

Trois types de processus bactériens sont particulierement intéressants pour la
bioremédiation des métaux et métalloides. Il s’agit des phénomeénes de transformation, de
sorption et de minéralisation. La transformation de |’état d’oxydation des métaux et
métalloides permet de modifier leur solubilité, mobilité et toxicité. Elle est réalisée par les
bactéries via un mécanisme de détoxication ou énergétique. La sorption est la séquestration
passive des contaminants par interaction avec la biomasse bactérienne, vivante ou morte.
Les groupements phosphates et carboxyliques des exopolysaccharides jouent un réle clé
dans la séquestration des métaux. Ce processus permet de concentrer les contaminants.
Une réduction du volume de la matrice est ensuite possible. La minéralisation est la
formation d’un précipité métallique non soluble par interaction avec un produit métabolique
bactérien.

Les biofilms sont des structures particulierement favorables a ces trois processus, en
raison de lI'importante densité cellulaire, la présence des exopolyméres ainsi que des
gradients chimiques et des conditions physico-chimiques (pH, potentiel redox) qui s’y
exercent (Barkay & Schaefer, 2001; Singh et al., 2006). Les métaux lourds, tels que le plomb,
le cadmium et le nickel, sont retenus par les exopolysaccharides de boues activées via des
mécanismes d’échanges de protons et de cations et de micro-précipitation (Guibaud et al.,
2005; Guibaud et al., 2006). Certaines souches bactériennes sont capables de transformer le
métal en une forme moins toxique, puis de le séquestrer au sein d’'une matrice
d’exopolysaccharides. C’'est le cas d’une souche de Streptomyces qui réduit le Cr(VI) en
Cr(lll), forme moins toxique, avant de le piéger (Morales et al., 2007).
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Toutefois, les activités enzymatiques d’intérét des biofilms peuvent varier en fonction
des conditions physico-chimiques. Des faibles variations de pH et de température modifient
par exemple les capacités d’oxydation du Fe(ll) des biofilms du genre Thiobacillus
ferrooxidans (Karamanev & Nikolov, 1988). Ce processus bactérien conduisant a la formation
de sulfate de fer est utilisé pour supprimer le sulfure d’hydrogene présent dans les biogaz
(Park et al., 2005). Le développement d’un procédé de bioremédiation optimal nécessite
ainsi de pouvoir anticiper le comportement de la population bactérienne d’intérét in situ, en
réponse aux différents parametres environnementaux et a leurs fluctuations. Pour cela, il est
essentiel de se familiariser avec la physiologie de la population et de comprendre la
régulation des processus d’intérét. Cette approche est détaillée dans la section suivante,

dans un contexte de bioremédiation d’eaux contaminées par I'arsenic.

II. Bioremédiation des eaux contaminées par

l’'arsenic

1. Généralités sur I'arsenic
a. L’arsenic dans les aquiféres
i.  Propriétés chimiques de l'arsenic

L’arsenic est un métalloide d’origine naturelle et le 20° élément le plus abondant
dans la crolte terrestre avec des teneurs de I'ordre de 1 a 3 mg kg'l. La concentration
moyenne dans les sols a été évaluée a 7 mg (As) kg (Matschullat, 2000). Il entre dans la
composition de plus de 200 minéraux dont les plus courants sont le réalgar (AsS), I'orpiment
(As,S3), I'arsenopyrite (FeAsS), la claudétite (As;O¢) et les arséniures métalliques de fer,
nickel et cobalt (O'day, 2006). Il possede un numéro atomique de 33 et un poids moléculaire

de 74.9, et peut exister a I'état métallique As(0), trivalent As(+11l) et As(-Ill) et pentavalent
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As(+V). Il est couramment retrouvé dans les eaux sous forme inorganique d’arsénite
H,AsO;>" (+111) et d’arséniate H,AsO,>" (+V) en fonction des conditions d’Eh et de pH
(Figures 15 et 16) (Smedley et al., 2001). Il peut aussi étre retrouvé de maniére tres
minoritaire sous forme organique, suite a certaines activités biologiques, telles des
méthylations. Les acides monométhylarsonique et diméthylarsinique peuvent alors étre

formés (Figure 15).

HO
/AS*OH HO—As—OH
HO OH
Arsénite Arséniate
As(IIl) As(V)
OH
H3C—As—OH HyC——As—OH
OH CHs
Acide monométhylarsonique Acide diméthylarsinique
(MMA) (DMA)

Figure 15. Formes majoritaires inorganiques (en haut) et organiques (en bas) de I'arsenic.

ii. Sources et origines de contaminations

Les sources d’arsenic dans |'environnement sont naturelles (fond géologique,
volcanisme, érosion) mais aussi anthropiques. En effet, I'arsenic est utilisé sous différentes
formes en agriculture, en pharmacologie, en tant qu’additif alimentaire ou encore pour le
traitement du bois (Mandal & Suzuki, 2002). Une des sources anthropiques les plus
importantes est indirecte : elle est liée au lessivage des stériles miniers enrichis en divers
métaux lourds et métalloides conduisant a la formation de drainages miniers acides. En

effet, les minéraux soufrés affleurant a la surface des stériles miniers sont oxydés par
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contact avec I'atmosphére et I'eau, ce qui conduit a la formation d’acide sulfurique et a la
solubilisation des métaux présents. Les eaux de lessivage présentent des pH tres acides et
des teneurs en métaux, dont le fer, trés importantes, créant ainsi des milieux hostiles a la vie

(Johnson & Hallberg, 2003).
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Figure 16. Diagramme Eh-pH pour les espéces de I'arsenic dans le systeme As-0,-H,0 a 25°C
et 1 bar de pression (Smedley et al., 2001).

b. Toxicité et normes

i. Toxicité

La toxicité et la biodisponibilité de l'arsenic dépendent de sa spéciation. Cette
derniére est liée aux conditions physico-chimiques de I’environnement mais est aussi
fortement influencée par les transformations microbiennes (comprenant |’oxydation, la
réduction et la méthylation). Parmi les formes inorganiques de I'arsenic, I'As(lll) est plus
toxique et plus soluble, donc plus biodisponible, que I’As(V). Au niveau de la cellule, I'As(l11)
inhibe les enzymes en se fixant aux groupements -SH et -OH. L’As(V), un analogue du
phosphate, entre en compétition avec ce dernier au niveau de la phosphorylation oxydative

ou de I'hélice d’ADN, inhibant entre autres les mécanismes de réparation de I’ADN (Mandal
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& Suzuki, 2002). Par ailleurs, les formes inorganiques de I'arsenic inhibent la respiration ce
qui génere un stress oxydatif. Les especes oxygénées réactives peuvent causer des

mutations a I’ADN (Liu et al., 2005).

Les formes inorganiques de l'arsenic ont longtemps été considérées comme plus
toxiques que les formes organiques. La méthylation de I'arsenic par certains organismes
apparait donc comme un processus de détoxication (Gebel, 2002; Vahter, 2002). Cependant,
certaines études ont montré que la méthylation de I'arsenic inorganique engendre des
intermédiaires et produits, particulierement au degré d’oxydation +lll, dont la toxicité

dépasse celle de I’As(lll) (Petrick et al., 2000; Styblo et al., 2000).

Au niveau de I'organisme, la toxicité de I'arsenic est fonction de sa forme chimique,
son état d’oxydation, son état physique mais aussi du taux d’absorption et d’élimination.
Une fois dans l'organisme, I'arsenic est réduit en As(lll). Des groupements méthyle sont
ensuite ajoutés par des As-methyltransférases présentes dans le foie. L’arsenic est ensuite
éliminé, jusqu’a un certain seuil par les urines, sous forme d’acides monométhylarsonique et
diméthylarsinique (Mandal & Suzuki, 2002). Une intoxication aigué a I'arsenic conduit a un
« choléra arsenical » dont les symptomes sont proches d’une gastroentérite aigué. Une
intoxication chronique provoque des troubles respiratoires, cardiovasculaires, gastro-
intestinaux, hépatiques, rénaux, dermatologiques ou encore neurologiques (Abernathy et

al., 1999).

ii. Normes

La contamination des ressources en eau par l'arsenic représente ainsi un risque
majeur pour la santé humaine. Le cas extréme concerne le Bangladesh et I'ilnde ou 50
millions de personnes sont quotidiennement exposées a des eaux de boisson présentant des
concentrations en arsenic supérieures a 50 pug L™ (Smith et al., 2000). La contamination des
eaux par I'arsenic a été reconnue comme une menace majeure pour la santé par I'OMS, I'UE

et 'EPA (U.S. Environmental Protection Agency). La « concentration maximale admissible »
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(droit européen) et la « limite de qualité » (droit francais) ont été fixées a 10 pg L™ pour les

eaux destinées a la consommation humaine.

Les problémes de santé publique liés a I'arsenic sont principalement dus a la
consommation d’eaux contaminées. La présence d’arsenic dans les eaux est influencée par
des processus abiotiques (phénomenes d’adsorption/désorption et de
précipitation/dissolution) mais aussi microbiens (oxydation, réduction et méthylation). Les
processus de mobilisation et précipitation microbiens sont détaillés dans le paragraphe

suivant.

c. Métabolismes bactériens de I’'arsenic

Les métabolismes bactériens de l'arsenic influencent fortement la spéciation du
métalloide dans I'environnement. Les transformations bactériennes sont la réduction de
I’As(V), I'oxydation de I'As(lll) et les réactions de méthylation (Figure 17) (Silver & Phung,
2005). La réduction de I’As(V) en As(lll) peut correspondre a un mécanisme de défense. Dans
ce cas, elle est catalysée dans la cellule par une arséniate réductase et I’As(lll) formé est
excrété a l'extérieur de la cellule par une pompe transmembranaire. Par ailleurs, lorsque
I’As(V) est réduit par une arséniate réductase respiratoire, située dans le périplasme, il sert
d’accepteur d’électrons dans la chaine respiratoire (Mukhopadhyay et al., 2002). L'oxydation
de I'As(lll) en As(V) est réalisée par une arsénite oxydase, constituée de deux sous-unités.
Des bactéries chimiolithotrophes sont capables d’utiliser les électrons de la réaction dans
leur métabolisme énergétique (Battaglia-Brunet et al., 2006; Oremland & Stolz, 2003).
L’oxydation de I'As(lll) en As(V) conduit par ailleurs a une détoxication partielle du milieu.
Enfin, la méthylation de I'As(lll) en composés mono- ou di-méthylés est réalisée par une
succession de réactions de réduction et de méthylation. Cette transformation correspond

potentiellement a un mécanisme de détoxication (Bentley & Chasteen, 2002).

54



Introduction générale

C. Implications des biofilms in situ et en bioremédiation

AsQ,* 1
AS.(OH) 2 (PO, transporters)
(-aqua-glicerolporins)

f GlpF pit | Pst

- T

Y
As(OH),

AsO

A~ red

arr
>

As(OH),

5

\

AsO> . As(OH); _

ox

aso/aox g

_MMA
‘-re‘-d; |

4 ' DM
TMAO . TMA j
]

.DMAA

red

/i

\\§

AS(OIH)3

AsO,>-

-~

* As(CH,),

Figure 17. Métabolismes bactériens de I'arsenic (Paez-Espino et al., 2009). (1) L'entrée de
I'arsenic dans la cellule se fait via des transporteurs du phosphate pour I'As(V) et via des
aquaglycéroporines pour I'As(lll). (2) Une fois dans la cellule, I'As(V) peut étre réduit en
As(lll) par une arséniate réductase (ArsC). L'As(lll) formé sera expulsé hors de la cellule par
ArsB, une pompe d’efflux spécifique. (3) L'As(lll) peut également étre immobilisé en se
complexant avec des peptides riches en cystéine. (4) Par ailleurs, I’As(lll) peut servir de
donneur d’électron lors de son oxydation en As(V) par I'arsénite oxydase. (5) D’autre part,
I’As(V) peut étre utilisé comme accepteur final d’électron lors de la respiration. (6) Enfin,
I'arsenic peut subir des méthylations successives.

2. Remédiation des eaux contaminées par I'arsenic

a. Remédiation chimique

Les eaux contaminées par I'arsenic sont pour la plupart traitées de maniere chimique.
Le choix de la technique de remédiation a utiliser dépend des propriétés chimiques de I'eau,
dont le pH et la teneur en fer et manganese, mais aussi de son co(t. Les deux techniques les
plus utilisées dans les pays en voie de développement sont la co-précipitation de I’arsenic et

la filtration des eaux contaminées. Ces deux techniques nécessitent I'oxydation préalable de
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As(lll) en As(V) par des oxydants tels que le permanganate de potassium, le peroxyde
d’hydrogéne ou I'ozone. Une fois I'As(lll) oxydé, la premiéere technique consiste a ajouter un
coagulant, tel que du chlorure de fer ou du sulfate d’ammonium. L’As(V) va précipiter avec le
coagulant et étre adsorbé sur le précipité. La deuxieme méthode consiste a filtrer I'eau
contaminée a travers un milieu solide qui retient I'As(V), tel que l'alumine activée, le
charbon actif et des hydroxydes de fer. Le milieu solide peut étre soit traité comme un

déchet final, soit régénéré (Sullivan et al., 2010).

Une méthode d’électrocoagulation, plus onéreuse mais plus efficace que les deux
premieres, est de plus en plus utilisée. Elle est basée sur |'utilisation d’anodes de fer,
aluminium ou titane. Lors de I'électrolyse, le métal arraché a I'anode forme des oxydes sur
lesquels se fixent les oxyanions de I'arsenic. L’oxydation préalable de I’As(lll) en As(V) n’est

pas nécessaire (Kumar et al., 2004).

Ces techniques de remédiation chimique nécessitent toutefois I'ajout de réactifs,
notamment pour I'oxydation de I’As(lll). Leur colt devient rapidement prohibitif lorsque la
remédiation doit se faire a grande échelle. Aussi des techniques de remédiation biologique,
particulierement attractives du point de vue financier et s’intégrant dans une politique de

développement durable, sont actuellement développées.

b. Bioremédiation

La remédiation biologique des eaux contaminées par I'arsenic peut étre réalisée de
maniére passive ou dynamique. Le traitement passif consiste a laisser la population
microbienne endogéne coloniser un biofiltre a travers lequel I’eau a traiter circule librement.
L'installation du biofiltre permet d’augmenter le temps de contact entre la population
microbienne et I'eau contaminée. Des techniques de traitement passif sont déja utilisées
pour décontaminer certains sites de drainage minier acide, comme celui de Lopérec
(Finistére) (Lievremont et al., 2009). Dans le cadre d’un traitement dynamique, I'effluent est
injecté dans un bioréacteur contenant un garnissage présentant une surface de contact trés
importante (ex. pouzzolane) qui est colonisé par la population microbienne d’intérét.
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La majorité des procédés développés sont basés sur I'oxydation de I'As(lll) en As(V)
(Battaglia-Brunet et al., 2002). Celle-ci peut étre réalisée de maniére directe par une
population arsénite-oxydante ou indirecte par des bactéries ferro- ou manganése-oxydantes
par exemple. Les méthodes indirectes présentent I'avantage de permettre une
immobilisation de I'arséniate par co-précipitation avec les oxydes de fer ou de manganese
formés (Zouboulis & Katsoyiannis, 2005). Dans le cas d’une oxydation directe, le piégeage de
I'arséniate peut étre réalisé par un filtre composé d’hydroxydes de fer ou de manganese.
Dans un cas idéal, I'arsénic est piégé de maniére passive dans des exopolymeres synthétisés
par la population microbienne, comme précédemment observé in vitro pour une culture
d’Herminiimonas arsenicoxydans (Muller et al., 2007). Une méthode basée sur la réduction
de I'As(V) en As(lll) par des bactéries arséniate-réductrices est mise en ceuvre au Canada
pour le traitement d’effluents d’une ancienne mine d’or (Wahlquist & Pickett, 2003). L’As(l11)

formé est précipité avec des sulfures.

Le choix de la méthode a utiliser dépend des paramétres physico-chimiques du site
(pH, teneurs en arsenic, fer, manganése et soufre, et spéciation de I'arsenic...) et de leurs
variations mais aussi du débit de I'effluent a traiter et de la concentration maximale en
arsenic a atteindre en fin de traitement. Une mise au point des techniques est donc

nécessaire pour gqu’elles soient compétitives par rapport aux méthodes chimiques.

c. Caractéristiques de la population microbienne d’intérét

Le choix de la souche microbienne dépend fortement des caractéristiques de I'eau a
traiter. En fonction de la teneur en matiere organique de I'effluent, la sélection va se porter
sur une souche au métabolisme autotrophe, mixotrophe ou organotrophe. Par ailleurs, la
teneur en fer et manganese va étre déterminante pour le choix de la population, arsénite-
oxydante ou ferro- ou manganése-oxydante. La population d’intérét doit en effet étre
capable de se maintenir dans le systeme de remédiation, mais aussi d’'y étre active. Il est
donc essentiel de bien connaitre la physiologie de la souche et la régulation in situ des
processus d’intérét que sont ses activités d’oxydation et la formation d’un biofilm, afin de

pouvoir anticiper le comportement de la souche in situ.
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L'utilisation d’une souche se développant préférentiellement sous forme de biofilm
présente de nombreux intéréts. D’une part, la matrice extracellulaire présente I'avantage de
pouvoir fixer une quantité plus ou moins importante d’arsenic (Muller et al., 2007). D’autre
part, I'organisation en biofilm favorise la persistance de la souche dans le bioprocédé en lui
permettant d’adhérer au garnissage et ainsi de résister aux forces de courant. Enfin, un
biofilm est plus a méme a faire face aux fluctuations environnementales (variations de la
teneur en arsenic, du pH etc.) car il présente plus de diversité génétique qu’une population

planctonique.
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L’arsenic est un métalloide naturellement présent dans la cro(te terrestre qui entre
dans les cycles biogéochimiques par des mécanismes naturels, tels que le volcanisme et
I’érosion éolienne et hydrique, mais aussi par le biais d’activités anthropiques, miniéres,
industrielles ou agricoles. Les expositions a I'arsenic entrainent d’importants probléemes de
santé publique et sont le plus souvent liées aux apports en eau. L’arsenic s’y trouve
majoritairement sous forme inorganique aux degrés d’oxydation (lll) (arsénite) et (V)
(arséniate), I’As(V) étant moins soluble et moins toxique que I'As(lll) (Mandal & Suzuki,

2002).

Actuellement des procédés de remédiation chimiques sont utilisés pour dépolluer les
eaux contaminées a I'arsenic. La remédiation se divise en deux étapes : oxydation de I’'As(lll)
en As(V) et immobilisation de I’As(V). Le projet COBIAS (COmpréhension du role du Blofilm
bactérien et maitrise de son développement lors du traitement d’eaux ArSéniées en
bioréacteurs a lit-fixe) dirigé par le Bureau des Recherches Géologiques et Miniéres (BRGM)
et financé par 'ANR PRECODD (Programme de Recherche sur les ECOtechnologies et le
Développement Durable) a débuté en 2007 (http://cobias.brgm.fr). Il regroupe les
Universités de Strasbourg et de Limoges, Solétanche-Bachy (entreprise générale de
fondations et de technologies du sol), Eco-solution (entreprise de biotechnologies
spécialisée dans I'évolution dirigée de micro-organismes) et le groupe SAUR (gestion des
services de distribution d’eau et d’assainissement). Ce projet vise a développer un procédé
de remédiation biologique des eaux contaminées par I'arsenic, et plus particulierement par
As(lll), mettant a profit des processus bactériens, 'activité arsénite-oxydante et les
propriétés d’adhésion et de séquestration des biofilms. Un tel procédé est a priori moins
colteux que les techniques chimiques et permet de plus d’éviter les pollutions annexes liées
a l'utilisation de composés chimiques tres oxydants. Les souches du genre Thiomonas,
retrouvées de maniére ubiquitaire dans les environnements contaminés par l'arsenic
(Battaglia-Brunet et al., 2006; Bruneel et al., 2003; Hallberg & Johnson, 2003) sont
particulierement intéressantes pour la bioremédiation d’eaux contaminées par |'arsenic. La
plupart de ces bactéries présentent en effet une activité arsénite-oxydase et certaines sont
capables de croissance en conditions chimiolithoautotrophes, en utilisant I’'As(Ill) comme
donneur d’électrons. Ces souches, et plus particulierement Thiomonas arsenivorans, ont été

sélectionnées comme souches d’intérét pour le procédé de bioremédiation. Une bonne
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connaissance de leur physiologie et dynamique génomique ainsi que du biofilm qu’elles
forment est essentielle pour développer un bioprocédé a I'efficacité optimale, c’est-a-dire
pour maitriser le développement et la stabilité du biofilm. La thése, financée par ce projet,
avait pour objectif de caractériser diverses souches d’intérét, au niveau physiologique et
génomique, et d’évaluer I'impact de l'arsenic sur la formation et le développement du

biofilm qu’elles forment.

La physiologie de souches du genre Thiomonas a été prioritairement étudiée,
notamment leurs métabolismes du carbone et de I'arsenic. Le profil protéique des deux
souches chimiolithoautotrophes Thiomonas arsenivorans et Thiomonas sp. 3As a été analysé
en réponse a I'As(lll). Dans un deuxiéme temps, le génome des différentes souches de
Thiomonas a été comparé par puces CGH (Comparative Genomic Hybridization) avec celui de
Thiomonas sp. 3As, récemment séquencé. Le but de cette approche était de définir la
diversité génétique des Thiomonas et d’évaluer I'impact de I'environnement sur I’évolution
des génomes.

L’effet de I'arsenic sur la formation et le développement des biofilms a été déterminé
par microscopie confocale sur Thiomonas sp. CB2, souche d’intérét ayant une forte
propension a former des biofilms, et Herminiimonas arsenicoxydans, utilisée comme souche
de référence. Le métabolisme de |'arsenic de cette derniere, isolée de boues activées
fortement contaminées par I'arsenic d’une station d’épuration industrielle, a fait I'objet de
nombreux travaux ces derniéres années (Carapito et al., 2006; Koechler et al., 2010; Muller
et al., 2007; Weiss et al., 2009). La cinétique de développement du biofilm des deux souches
a été suivie en présence et en absence d’As(lll) afin d’identifier I'impact de I'As(lll) sur la

mise en place et I’évolution de ces communautés bactériennes.

Les travaux réalisés lors de cette thése sont présentés sous forme d’articles

scientifiques ou de manuscrits en cours de préparation.
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A. Introduction

A. Introduction

La premiere partie de ce travail de thése repose sur I'étude de I'adaptation
physiologique et génomique des souches du genre Thiomonas a leur environnement, et en
particulier aux stress arséniés. L'objectif de cette étude est d’acquérir des connaissances sur
la physiologie et la dynamique du génome de ces souches d’intérét en vue de leur utilisation

pour le traitement d’eaux arséniées.

Les souches du genre Thiomonas sont retrouvées de maniére ubiquitaire dans les
milieux contaminés par l'arsenic, dont les drainages miniers acides qui sont des milieux
extrémes dans lesquels peu d’organismes sont capables de survivre (Battaglia-Brunet et al.,
2006; Bruneel et al., 2003; Duquesne et al., 2008; Johnson & Hallberg, 2003; Johnson &
Hallberg, 2005). Ces B-protéobactéries appartenant a l'ordre des Burkholderiales sont
capables d’utiliser I'énergie résultant de |‘oxydation de composés soufrés réduits
inorganiques et sont définies comme étant chimiolithoautotrophes facultatives. Certaines
d’entre elles sont capables d’oxyder I'As(lll) en As(V), a des fins de détoxication ou comme

source d’énergie (Battaglia-Brunet et al., 2006; Duquesne et al., 2008).

Les mécanismes d’adaptation des différentes souches du genre Thiomonas a leur
environnement et plus particulierement a I'arsenic sont trés peu documentés. Nous nous
sommes intéressés dans un premier temps au métabolisme de I'arsenic de cing de ces
souches, oxydant I'arsénite (Thiomonas arsenivorans, Tm. spp. 3As et WJ68) ou non (Tm.
perometabolis et Tm. sp. Ynys1) (Article 1: Bryan et al., 2009). La physiologie de ces souches
phylogénétiquement proches a été comparée par des tests de croissance, d’oxydation et de
résistance a I'arsenic. Le rble énergétique potentiel de I'activité arsénite-oxydase a été testé
par des tests de mobilité réalisés en absence et en présence d’As(lll). Ce réle énergétique
avait été suggéré chez Herminiimonas arsenicoxydans, une souche arsénite-oxydante dont la
mobilité est induite par I’As(lll) (Muller et al., 2007). D’autre part, la présence de génes
impliqués dans le métabolisme de I'arsenic a été déterminée par des approches de PCR.
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Enfin, Thiomonas arsenivorans et Tm. sp. 3As étant capables de croissance en autotrophie et
d’utiliser I’As(lll) comme donneur d’électrons, une approche de protéomique différentielle a
été mise en ceuvre pour déterminer les points communs et les différences dans leur réponse

a I'arsenic.

Dans un deuxiéme temps, huit souches du genre Thiomonas, isolées ou non de
drainages miniers acides contaminés par I'arsenic, ont été comparées au niveau génomique
(Article 2 : Arséne-Ploetze et al., 2010). Le génome de 'une d’entre elles, Thiomonas sp. 3As,
isolée du drainage minier acide de Carnoulés (Gard, France), a été séquencé, annoté et
analysé en détail afin d’identifier les mécanismes d’adaptation potentiels de cette souche a
son environnement. Son génome a ensuite été comparé a celui de sept autres souches du
genre Thiomonas par puces CGH (Comparative Genomic Hybridization). Le but de cette
approche est d’identifier les génes spécifiques aux souches isolées de drainages miniers

acides et ainsi d’évaluer 'impact de I’environnement sur I’évolution de leurs génomes.

Les souches du genre Thiomonas étudiées dans le cadre de ces travaux sont listées

dans le tableau 1.

J'ai contribué au travail présenté dans I'article 1 (Bryan et al., 2009) en réalisant des
tests de mobilité et en analysant les données de protéomique. J'ai également aidé a la
rédaction du manuscrit. Ma participation au travail présenté dans I'article 2 (Arséne-Ploetze
et al.,, 2010) a consisté en l'analyse du génome de Thiomonas sp. 3As (notamment en
identifiant les genes impliqués dans la synthése d’exopolysaccharides et la région du
prophage) et la réalisation des tests physiologiques sur les différentes souches (formation de

biofilm, expression des phages).
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Origine

Concentration

Thiomonas sp. 3As

Thiomonas sp. CB1

Thiomonas sp. CB2

Thiomonas sp. CB3

Thiomonas sp. CB6

Thiomonas
arsenivorans
Thiomonas sp.
Ynysl

Thiomonas sp.
WJ68

Thiomonas
perometabolis

Drainage minier acide d'une ancienne
mine de Pb et Zn, 30 m de la source
(Carnoules, Gard, France)
Drainage minier acide d'une ancienne
mine de Pb et Zn, 30 m de la source
(Carnoules, Gard, France)
Drainage minier acide d'une ancienne
mine de Pb et Zn, 30 m de la source
(Carnouleés, Gard, France)
Drainage minier acide d'une ancienne
mine de Pb et Zn, 30 m de la source
(Carnoules, Gard, France)
Drainage minier acide d'une ancienne
mine de Pb et Zn, 30 m de la source
(Carnoules, Gard, France)

Résidus d'une ancienne mine d'Au (Cheni,
Limousin, France)

Drainage minier acide d'anciennes mines
de charbon (Ynysarwed, Wales, UK)
Bioréacteur d'un systéme de traitement
passif d'un effluent d'une ancienne mine
de Sn (Wheal Jane, Cornwall, UK)
Echantillon de sol d'un chantier (Los
Angeles, USA)

en arsenic Référence
=3 mM (Duquzegg;)et al.,
Smw e o
Samw e o
camw (e postees
Samw e o
et O
=0lg Kg'l JOLHnasIcI)TngO%EP»)
=0.08 mM Ha(IJICl)aZT:SO%S)
? (London &

Rittenberg, 1967)

Tableau 1. Origine des souches du genre Thiomonas étudiées dans les deux travaux de ce
chapitre. Les souches dont le nom est en gras sont capables d’oxyder I’As(lll), celles dont le
nom est souligné sont capables d’utiliser I'As(lll) comme donneur d’électrons. La
concentration en arsenic indiquée représente la teneur en arsenic total des sédiments ou de
I’eau desquels ont été isolées les différentes souches.
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B. Etude physiologique de souches du genre
Thiomonas

Article 1:

Carbon and arsenic metabolism in Thiomonas strains: differences revealed

diverse adaptation processes

C. G. Bryan, M. Marchal, F. Battaglia-Brunet, V. Kugler, C. Lemaitre-Guillier, D. Lievremont, P.

N. Bertin and F. Arséne-Ploetze

BMC Microbiology, 2009, 9:127
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Abstract

Background: Thiomonas strains are ubiquitous in arsenic-contaminated environments. Differences
between Thiomonas strains in the way they have adapted and respond to arsenic have never been
studied in detail. For this purpose, five Thiomonas strains, that are interesting in terms of arsenic
metabolism were selected: T. arsenivorans, Thiomonas spp. W)68 and 3As are able to oxidise As(lll),
while Thiomonas sp. Ynys| and T. perometabolis are not. Moreover, T. arsenivorans and 3As present
interesting physiological traits, in particular that these strains are able to use As(lll) as an electron
donor.

Results: The metabolism of carbon and arsenic was compared in the five Thiomonas strains
belonging to two distinct phylogenetic groups. Greater physiological differences were found
between these strains than might have been suggested by 16S rRNA/rpoA gene phylogeny,
especially regarding arsenic metabolism. Physiologically, T. perometabolis and Ynys| were unable to
oxidise As(Ill) and were less arsenic-resistant than the other strains. Genetically, they appeared to
lack the aox arsenic-oxidising genes and carried only a single ars arsenic resistance operon.
Thiomonas arsenivorans belonged to a distinct phylogenetic group and increased its autotrophic
metabolism when arsenic concentration increased. Differential proteomic analysis revealed that in
T. arsenivorans, the rbc/cbb genes involved in the assimilation of inorganic carbon were induced in
the presence of arsenic, whereas these genes were repressed in Thiomonas sp. 3As.

Conclusion: Taken together, these results show that these closely related bacteria differ
substantially in their response to arsenic, amongst other factors, and suggest different relationships
between carbon assimilation and arsenic metabolism.
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Background

Microorganisms play an essential role in shaping the nat-
ural environment. They have evolved specific metabolic
pathways allowing them to utilise a wide range of sub-
strates, many of which are toxic to higher organisms.
Through the conversion of both anthropogenic and natu-
rally occurring pollutants to less toxic products, such
microorganisms effect widespread natural bioremedia-
tion. An important toxic compound is arsenic, a metalloid
that can cause multiple health effects including diabetes,
hypertension, skin lesions and skin and internal cancers
[1]. Arsenic occurs in soils and water bodies both natu-
rally and as a result of anthropogenic processes. A major
anthropogenic source is the mining industry, where the
processing of sulfide ores produces large quantities of
sulfidic wastes which may be rich in arsenic-bearing com-
pounds such as arsenopyrite. The weathering of these
minerals leads to the formation of acid mine drainage
(AMD), generally characterised by elevated sulfate, iron
and other metal concentrations [2], and thus the transport
of many toxic elements such as inorganic forms of arsenic,
arsenite (As(IIl)) and arsenate (As(V)). This often results
in chronic and severe pollution of the surrounding envi-
ronment, with a substantial reduction of the indigenous
biota.

Numerous arsenic-oxidising microorganisms, especially
Proteobacteria, are able to oxidise As(I1I) to As(V) in order
to detoxify their immediate environment. This biological
As(I1I) oxidation is of particular importance, As(III) being
more soluble and more toxic than As(V) [3]. Additionally,
in acidic environments such as those impacted by AMD,
natural remediation can occur as a result of the concurrent
oxidation of ferrous iron and arsenite, leading to the
coprecipitation of both [4]. Therefore, understanding fac-
tors that influence the competitiveness, diversity and role
of these organisms is an essential step in the development
of bioremediation systems treating arsenic contaminated
environments.

Certain bacterial strains are able to use arsenite as an elec-
tron donor. By gaining energy, as well as removing the
more toxic arsenic species, such bacteria may gain an
advantage over other microorganisms [5]. Arsenite oxi-
dase, the enzyme catalysing As(IlI)-oxidation, has been
well characterised in several bacterial strains [6-11]. An
important group of As(Ill)-oxidising bacteria belong to
the Thiomonas genus, and are ubiquitous in arsenic-con-
taminated environments [12-15]. Thiomonas strains are
able to gain energy from the oxidation of reduced inor-
ganic sulphur compounds (RISCs) [16], and are defined
as facultative chemolithoautotrophs which grow opti-
mally in mixotrophic media containing RISCs and
organic supplements. These bacteria are also capable of
organotrophic growth [17]. The original description com-
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prised Thiomonas cuprina, T. intermedia, T. perometabolis
and T. Thermosulfata [17,18]. Thiomonas perometabolis was
isolated from soil at a building site in Los Angeles, U.S.A.,
as Thiobacillus perometabolis [19]. It was differentiated from
Thiobacillus intermedius (now T. intermedia, the type spe-
cies of the genus) as it was apparently unable to grow
autotrophically. However, Katayama-Fujimura and Kurai-
shi [20] have since suggested that this is not true. Recently
described species include Thiomonas. arsenivorans [21] and
the Thiomonas strains 3As [12], Ynys1 [22] and WJ]68 [14].
Thiomonas sp. 3As was obtained from the Carnoulés mine
tailings, Southern France [12]. It was shown that this bac-
terium could gain energy from the oxidation of arsenic.
The presence of carboxysomes and the detection of the
cbbSL genes encoding ribulose 1,5-bisphosphate carboxy-
lase/oxygenase, led the authors propose that this strain
may be able to fix CO,. T. arsenivorans was isolated from
another arsenic-rich mine residue at the Cheni former
gold mine, Limousin, France [21]. The Cheni site is not
very acidic (pH ~6.0), but is highly contaminated with
arsenic (6.0 mg g'in the solid phase and ~1.33 mM in the
liquid phase) [23]. T. arsenivorans has been shown to oxi-
dise arsenic and ferrous iron, and is able to grow
autotrophically using arsenic as the sole energy source
[21]. Strain Ynys1 was isolated from ferruginous waters
which have been draining from an adit since the closure
of several coal mines near to the village of Ynysarwed,
Wales, U.K. [22]. The waters were of relatively neutral pH
(pH 6.3) with elevated iron loading (300 mg L) and have
led to significant pollution of the area [22]. Strain WJ68
was the dominant isolate obtained from effluent draining
all three of the compost bioreactors of a pilot-scale biore-
mediation plant receiving water from the Wheal Jane tin
mine, Cornwall, UK. [14]. Both WJ68 and Ynysl are
known to oxidise ferrous iron, while WJ68 has been
shown to oxidise arsenite [15].

These five strains are interesting in terms of arsenic metab-
olism: T. arsenivorans, WJ68 and 3As are able to oxidise
As(III), while Ynys1 and T. perometabolis are not. Moreo-
ver, T. arsenivorans and 3As present interesting physiolog-
ical traits, in particular that these strains are able to use
As(Ill) as an electron donor. However, differences
between Thiomonas strains in the way they have adapted
and respond to arsenic have never been studied further.
The connection between carbon and arsenic metabolism
in these strains, particularly inorganic carbon assimilation
and arsenite as energy source, has never been compared.
Therefore, analysis was undertaken to examine these
physiological aspects in these five Thiomonas strains.
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Results

Phylogenetic, phenotypic and genotypic analyses of the
five Thiomonas strains

Phylogenetic analyses of amplified 16S rRNA and rpoA
gene products confirmed the occurrence of two distinct
monophyletic groups as had been suggested previously
[15]. SuperGene analysis (Figure. 1A) was performed
using concatenated 16S rRNA and rpoA gene sequences of
each strain. These results placed T. perometabolis with
WJ68 and Ynysl. Along with Thiomonas sp. 3As, these
strains grouped together in Group I, while T. arsenivorans
was part of Group II.

Various tests were carried out to examine the physiologi-
cal response of the five strains to arsenic. This was coupled
with a PCR-based approach to determine the presence of
genes involved in arsenic metabolism. In agreement with
previous data, strains 3As, WJ68 and T. arsenivorans oxi-
dised arsenite to arsenate in liquid media whereas T. per-
ometabolis and Ynys1 did not (Table 1). The aoxAB genes
encoding the arsenite oxidase large and small subunits of
Thiomonas sp. 3As and T. arsenivorans have previously
been characterised [12,24]. Positive PCR results using
primers which targeted a region of the aoxAB genes were
obtained with DNA from all strains except Ynys1 and T.

Ralstonia eutropha H16

Tm. arsenivorans

SuperGene

3hAs (16S rRNA:rpoA hybrid)

L. ferriphilum
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perometabolis. The aoxAB genes of WJ68 were much more
divergent than those of T. arsenivorans and 3As (data not
shown). This is in agreement with previous findings
showing that the aoxB gene of WJ68 groups neither with
T. arsenivorans nor the Group I thiomonads [10],
(Quéméneur, personal communication). The inability of
T. perometabolis and Ynysl to oxidise arsenite further
implied that the aox operon was absent in these strains.

The MIC of As(III) for strains 3As, WJ68 and T. arsenivo-
rans was 10 mM, higher than for strains Ynys1 and T. per-
ometabolis (Table 1). Additionally, strain Ynys1 was more
sensitive to As(V) than the other strains. Arsenic resistance
in bacteria is in part due to the expression of aox genes but
also of the ars arsenic-resistance genes [8]. Among these,
arsC encodes an arsenate reductase and arsA and arsB
encode an arsenite efflux pump. Analysis of the Thiomonas
sp. 3As genome (Arséne-Ploetze & Bertin, unpublished)
revealed the presence of two copies of the arsB gene,
denoted arsB1 and arsB2. These genes were found to be
distantly related, sharing just 70.2% sequence identity. In
order to compare the occurrence, copy number and type
of ars genes present in the different Thiomonas strains, PCR
amplifications using generic arsB primers were performed.
As expected, RFLP and sequence analysis confirmed the

arsB1

At. caldus

Tm. perometabolis

At. caldus

transposon
100

Tm. perometabolis
Tm. arsenivorans
52 0.03
Ynys1 0.1
100 Hm. arsenicoxydans 2 )
Hm. arsenicoxydans 1
WJ68 arsB2
Figure |

Phylogenetic dendrogram of the SuperGene construct of both the 16S rRNA and rpoA genes (A) of the Thi-
omonas strains used in this study. Ralstonia eutropha H16 served as the outgroup. Numbers at the branches indicate per-
centage bootstrap support from 500 re-samplings for ML analysis. NJ analyses (not shown) produced the same branch
positions in each case. The scale bar represents changes per nucleotide. (B) Phylogenetic dendrogram of the arsB genes of the
Thiomonas strains used in this study and some other closely-related bacteria. Both ML and NJ (not shown) analysis gave the
same tree structure. The scale bar represents changes per nucleotide. Sequences obtained using the arsB/- and arsB2-specific
internal primers were not included in the analysis as the sequences produced were of only between 200 — 350 nt in length.
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Table I: Summary of physiological and genetic data obtained for the Thiomonas strains used in this study.

Thiomonas Arsenic-related phenotype/genotype Growth with different electron donors¢ Influence of As(lll) on final cell
strains concentrations
As(lll) MIC (mM) Motility2  Effect of PCR amplification of ~ As(lll)jde  YE + As(lll)f YEf YE+S,0;2  S,0,2
Oxidation arsenite arsenic-related genes
on strain
motility®
As(llly  As(V) aoxAB  arsBl  arsB2 YEO.l gL-! YEO.2gL!
3As + 10 100 29 / + + + - + ++ +++ - - (69%) - (67%)
Ynys| - 5 12.5 5.6 - (35%) - + - - nd - +++ - nd nd
W]68 + 10 > 100 387 + (6%) + + - - nd ++ 4+ - nd nd
Tm. arsenivorans + 10 100 45 + (24%) + - + ++ ++ ++ +++ ++ + (25%) /
Tm. perometabolis - 5 > 100 0 / - + - - nd - +++ - nd nd

aDiameter (mm) of swimming ring formed on 0.3% agar plates after 72 h incubation expressed as a difference with non motile strains (forming colonies of < 3 mm diameter); PMotility was tested in the

a smaller one and "/" no change. “Basel medium (MCSM or m|26) amended with either yeast
extract (YE), thiosulfate or arsenite or combinations thereof. 45,33 mM in case of 3As, W|68, and Tm. arsenivorans, 2.67 mM in case of Ynys| and Tm. perometabolis. ¢<Growth is expressed as an increase of
colony forming units (cfu) observed after 10 days; -, no increase; fTested with 0.1, 0.2, 0.3% or 0.5% YE in absence of As(lll), with 0.1, 0.2 or 0.3% YE and 1.3 mM of As(lll), or with 0.3% YE and 2.6 mM As(lll),
except for WJ68, tested in 0.5% YE, without As(lll). €1.33 mM As(lll) in MCSM. nd: no data.

presence of 1.33 mM of arsenite: "+" indicates a diameter of swimming ring greater than in absence of arsenite,
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presence of the arsB1 and arsB2 genes in strain 3As (Table
1). In contrast, only the arsB1 gene could be detected
using DNA from T. perometabolis, Ynys1 and WJ68, even
when internal primers specific for the arsB2 gene were
used. Conversely, only the arsB2 gene was detected in T.
arsenivorans.

The phylogeny of the arsB1 and arsB2 genes was analysed,
excluding the sequences obtained using the arsB2 internal
primers that were too short. The arsB2 gene sequence for
strain 3As was taken directly from the annotated genome
(Arséne-Ploetze & Bertin, unpublished). The data showed
that while they are all related to the arsB genes of Lept-
ospirillum spp. and Acidithiobacillus caldus, the type 1 and
type 2 genes formed two very distinct clades and have
clearly diverged at an evolutionarily distant point in time
(Figure. 1B).

The motility of Herminiimonas arsenicoxydans, an arsenic-
oxidising bacterium is greater in the presence of arsenite
[25]. Motility tests revealed that the five Thiomonas strains
reacted differently to the metalloid (Table 1). Strain T. per-
ometabolis was found to be non-motile irrespective of
arsenite concentrations. Among the motile strains, three
distinct phenotypes were observed: those for whom
motility was not affected by arsenite concentration (strain
3As); those who showed increased motility with increas-
ing arsenite concentrations (strains T. arsenivorans and
WJ68) and those who showed decreased motility with
increasing arsenite concentration (Ynys1). WJ68 was three
to four times more motile than all of the other strains. A
concentration of 2.67 mM arsenite appeared to have an
inhibitory effect on T. arsenivorans and WJ68 motility
(data not shown).

5.0
45 -
4.0 -
3.5 -
3.0 -
25 -
2.0 -
1.5 -
1.0 -
0.5 -

0.0 - T T T T .
0 200 400 600 800 1000
Arsenite oxidised (mg L)

Carbon fixed (mg L)

Figure 2

Carbon fixed as a product of As(lll) oxidised by T.
arsenivorans. Error bars, where visible, show standard devi-
ation; n = 3 for each data point.
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All the physiological and genetic analyses revealed that
the response to arsenic differed in the five Thiomonas
strains; some of these differences were correlated with dif-
ferences in the genetic content.

As(lll) as an energy source, and the fixation of carbon
dioxide

Only T. arsenivorans, 3As and WJ68 were able to grow in
basal media with yeast extract as the sole energy source
(Table 1). During these growth experiments, soluble sul-
fate concentrations remained the same or decreased
slightly (data not shown), indicating that energy was
gained from the oxidation of compounds other than any
trace RISCs in the yeast extract, most probably organic car-
bon. These observations suggest that all strains except
Ynys1 and T. perometabolis are organotrophic. All strains
were able to grow in the presence of YE and thiosulfate
(Table 1). In these thiosulfate-amended cultures, sulfate
concentrations increased following incubation (data not
shown), indicating that thiosulfate had been oxidised.
This suggests that all strains were able to use this RISC as
an energy source and are therefore chemolithotrophic. In
all cases, greater growth occurred in thiosulfate-amended
cultures, suggesting that mixotrophic conditions are opti-
mal for the growth of these strains. It was however
observed that T. arsenivorans grew better in MCSM liquid
medium, whereas T. perometabolis and Ynys1 grew better
in m126 medium (3As and WJ68 grew equally well in
both; data not shown). MCSM contains 2 times less thio-
sulfate and suggests that the optimal thiosulfate concen-
tration is lower in the case of T. arsenivorans.

Only T. arsenivorans was able to grow in basal media with-
out yeast extract with either thiosulfate or arsenite as the
sole energy source (Table 1). Although direct cell enumer-
ation of T. perometabolis cultures was not possible due to
its propensity to form flocs during growth, no growth,
flocular or otherwise, was observed in the YE-free media.
The growth of T. arsenivorans was stimulated by 1.33 mM
As(III) in presence of 0.1 g L'! yeast extract, but this posi-
tive effect was no longer detected in presence of 0.2 g L-1
yeast extract. The ability of T. arsenivorans to grow
autotrophically using As(III) as the sole energy source was
confirmed by the observation of increasing quantities of
carbon fixed as more As(I1I) was oxidised (Figure. 2). This
demonstrated that T. arsenivorans was able to use energy
gained from the oxidation of As(III) to fix inorganic car-
bon. In contrast, strain 3As was unable to fix inorganic
carbon under the same conditions (in MCSM), as 1.33
mM As(III) was found to inhibit growth in presence of 0.1
or 0.2 g L' yeast extract (Table 1), and this strain was una-
ble to grow in presence of As(I1I) as the sole energy source.

Figure 2 shows an essentially linear relationship between

carbon fixed and arsenic oxidised, corresponding to 3.9
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Table 2: Arsenic-induced or repressed proteins in T. arsenivorans and Thiomonas sp. 3As.

Functional class Metabolic pathway Gene Protein Induction/repression by As2
T. arsenivorans ~ Thiomonas sp. 3As
Energy and carbon Calvin Cycle rbcl Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/ + -
metabolism oxygenase large subunit
cbbFCI Fructose-1,6-bisphosphatase + 0
cbbA | Fructose biphosphate aldolase 0 -
TCA cycle/reductive icd Isocitrate dehydrogenase, specific for + 0
carboxylate cycle NADP+
Glyoxylate and aceB Malate synthase A + 0
dicarboxylate metabolism
gltA Citrate synthase + 0
aceA Isocitrate lyase 0 +
/ Tartrate dehydrogenase/decarboxylase 0 +
(TDH) (D-malate dehydrogenase
[decarboxylating])
Glycolyse/gluconeogenesis  ppsA Phosphoenolpyruvate synthase + -
aceE Pyruvate dehydrogenase El component + -
IpdA Dihydrolipoyl dehydrogenase + 0
(Pyruvate dehydrogenase E3 component)
eno2 Enolase 0 -
Thiosulfate oxydation / Putative sulfur oxidation protein SoxB 0 -
Cellular processes, Arsenic resistance arsA2 Arsenical pump-driving ATPase + 0
transport and binding
proteins
arsC| Arsenate reductase 0 +
High temperature hldD ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6- + 0
resistance epimerase
General stress grol GrokEL, 60 kDa chaperonin + 0
Other stresses ahpF Alkyl hydroperoxide reductase subunit F 0 -
Twitching/motility/ / Putative methyl-accepting chemotaxis 0 -
secretion protein
/ Putative type IV pilus assembly protein PilM 0 -
Cell division / Putative cell division protein 0 -
DNA metabolism, DNA bending, supercoiling,  gyrA DNA gyrase subunit A + -
transcription and inversion
protein synthesis
RNA degradation pnp Polyribonucleotide nucleotidyltransferase + -
Protein synthesis fusA Elongation factor G (EF-G) + 0
tufA Elongation factor Tu + 0
rpsB 30S ribosomal protein S2 + 0
rpsA 30S ribosomal protein S| 0 -

2+ and -: these proteins are more or less abundant in the presence of As(lll), respectively. 0: no difference observed (for details, see Additional File I).
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mg C fixed for 1 g of As(I1I) oxidised, i.e. 0.293 mg C fixed
mM-1 As(III). It requires 40 J to produce 1 mg of organic
carbon cellular material from CO, [26]. The energy pro-
duced from the oxidation of As(Ill) with O, is 189 ]
mMol1 [27]. As a consequence, if 100% of this energy was
used for carbon fixation, 4.73 mg C would be fixed for 1
mM As(III) oxidised. Thus, in this experiment, 6% of the
energy available from arsenic oxidation was used for car-
bon fixation. This result is in accordance with the 5 to
10% range of efficiency for carbon fixation by various
autotrophic bacteria [26].

Enzymes involved in carbon metabolism and energy
acquisition are expressed differently in T. arsenivorans
and 3As in response to arsenic

Protein profiles expressed in MCSM or m126 media, in
the presence and absence of arsenic were compared in

http://www.biomedcentral.com/1471-2180/9/127

each strain (Figure. 3, Table 2 and see Additional file 1).
In both strains, arsenic-specific enzymes (ArsA2 in T.
arsenivorans, ArsCl in 3As) were more abundant in the
presence of As(IIl), suggesting that a typical arsenic-spe-
cific response occurred in both strains. ArsA2 is part of the
efflux pump with ArsB2 and is encoded by the ars2
operon. Moreover, expression of a putative oxidoreduct-
ase (THI3148-like protein) was induced in the presence of
arsenic. This protein is conserved in At. caldus, with 90%
amino-acid identity (Arsene-Ploetze & Bertin, unpub-
lished). The At. caldus gene encoding this THI3148-like
protein is embedded within an ars operon. This protein is
also conserved in more than 56 other bacteria, for exam-
ple in Mycobacterium abscessus (51% identity) and Lactoba-
cillus plantarum (48% identity). In these two cases the
corresponding gene was also found in the vicinity of ars
genes.

IEF
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Figure 3
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Differential proteomic analysis in T. arsenivorans and Thiomonas sp. 3As strains, in response to As(l1l). On the gel
presented are extracts obtained from (A) T. arsenivorans or (B) Thiomonas sp. 3As cultivated in the absence (left) or in the pres-
ence (right) of 2.7 mM As(lll). Spots that are circled showed significant differences of accumulation pattern when the two
growth conditions were compared. Protein sizes were evaluated by comparison with protein size standards (BenchMark™

Protein Ladder, Invitrogen).
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The expression of several proteins involved in other met-
abolic pathways changed, suggesting that in the presence
of arsenic, the general metabolism of T. arsenivorans and
3As was modified. Indeed, enzymes involved in glyoxy-
late metabolism were more abundant in the presence of
arsenic, suggesting that expression of such proteins is reg-
ulated in response to arsenic in both strains. However,
several changes observed were clearly different between
both strains. In T. arsenivorans, two proteins involved in
CO, fixation (ribulose-1,5-biphosphate carboxylase
(RuBisCo) and fructose-1,6-biphosphatase) were more
abundant when cells were grown in the presence of
arsenic, whereas in Thiomonas sp. 3As, such proteins were
less abundant in the presence of As(III). In addition to
these proteins, it was observed that enzymes involved in
major carbon metabolism (glycolysis, neoglucogenesis)
or energy metabolism (thiosulfate oxidation, oxidative
phosphorylation) were less abundant in 3As in the pres-
ence of As(III). This observation correlated with the phe-
notypic observation that the strain 3As grew better in the
absence of arsenic (Table 1).

Discussion

Two groups could be distinguished within the Thiomonas
strains studied: Group I comprises all the strains in this
study except T. arsenivorans, which is part of a second
group, Group II. As described by Moreira and Amils [17],
all of the strains grew better in mixotrophic media con-
taining both thiosulfate and organic supplements, and
used RISCs as an energy source. This suggests that lithotro-
phy is a general characteristic of the Thiomonas genus. In
contrast, neither strain Ynys1 nor T. perometabolis could
grow organotrophically in the absence of a reduced sulfur
compound, suggesting that, despite previous findings, fac-
ultative organotrophy is not a general property of the Thi-
omonas genus. To improve our understanding of these
important arsenic-resistant bacteria, several metabolic
and genetic properties were investigated. It appears that
much greater physiological differentiation regarding
arsenic response was possible between these Thiomonas
strains than may have been previously suggested. Clearly
organisms that are phylogenetically close can differ greatly
physiologically, in particular concerning specific meta-
bolic traits such as the metabolism of arsenic. For exam-
ple, the effects of arsenic on the motility of all strains
appeared to be somewhat random, and cannot easily be
related to any of the phylogenetic or physiological data
obtained. It is worth noting that both T. arsenivorans and
WJ68 strains exhibited increased motility in the presence
of arsenic. This may indicate a potential energetic role of
the element for these strains, as proposed for the arsenic-
oxidising bacterium, H. arsenicoxydans [25].

Other physiological divergences concern arsenic resist-
ance. Ynys1 and T. perometabolis were approximately twice
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as sensitive to As(Il) as the other strains. Moreover, the
inhibitory effect of arsenite on Ynys1 motility suggests a
greater susceptibility of this strain to the metalloid. This
could be due to the absence of aox or ars genes. Indeed,
these two strains are unable to oxidize As(I1l), probably as
they lack aox genes. Moreover, arsB2 genes were not
detected in Ynysl and T. perometabolis. Therefore, it is
probable that these two strains have only a single set of
arsenic resistance genes that can be expressed. Interest-
ingly, WJ68 was found to be equally resistant to arsenic as
these strains, yet no arsB2 gene could be amplified by
PCR. The same is true for T. arsenivorans, for which no
arsB1 gene was detected by PCR, yet it was again as resist-
ant as those strains shown to possess both the ars1 and
ars2 operons. One possible explanation is that WJ68 pos-
sesses two copies of the arsl operon and T. arsenivorans
has two copies of the ars2 operon. Alternatively, the
higher resistance capacities of T. arsenivorans, Thiomonas
sp. 3As, and WJ68, as compared to Ynysl and T. perome-
tabolis may be due to greater As(IIl) oxidation capacity of
these strains.

The arsenic response observed in T. arsenivorans and 3As
revealed that the proteins involved in arsenic resistance
(ars genes) were more highly expressed in the presence of
arsenic, as shown previously for H. arsenicoxydans [25,28],
Pseudomonas aeruginosa [29] and Comamonas sp. [30].
Therefore, such a feature seems to be a common arsenic
response. In H. arsenicoxydans, other proteins that were
shown to be more abundant in the presence of arsenic
were involved in oxidative stress, DNA repair and motil-
ity. In this study, such proteins (hydroperoxide reductase,
methyl-accepting chemotaxis protein, PilM) were induced
in Thiomonas sp. 3As whereas in T. arsenivorans, only gen-
eral stress proteins were induced. These observations sug-
gest that the response to the stress induced by arsenic
involves different regulatory mechanisms in 3As and T.
arsenivorans. Contrary to this arsenic-specific response, the
other arsenic-regulated proteins identified in the Thi-
omonas strains did not share a similar expression pattern
with other arsenic-resistant bacteria. Thus it appears that
while there may be a common arsenic response between
all the bacteria, the general metabolism may be differen-
tially adapted to each environment from which these
strains originated. In particular, T. arsenivorans has unique
traits in terms of arsenic, carbon and energy metabolism
that distinguish it from the other strains examined.

Thiomonas arsenivorans can grow autotrophically using
either As(I1I) or thiosulfate as the sole energy source. Sur-
prisingly, the differential protein expression analysis
revealed that even in the presence of yeast extract, proteins
involved in CO, fixation through the Calvin-Benson-Bas-
sham cycle and enzymes involved in the glycolysis/
neoglucogenesis were expressed. In addition, it was
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shown in the present study that T. arsenivorans induces
expression of carbon fixation-specific enzymes in the pres-
ence of arsenic. This observation was correlated with an
increased CO, fixation efficiency when arsenic concentra-
tion increased. This suggests that an increase in cbb genes
expression in the presence of arsenic improves its capacity
to fix CO,. On the other hand, the opposite observation
was seen with Thiomonas sp. 3As. Therefore, the proteomic
results obtained from the present study suggest that these
two Thiomonas strains react differently to their arsenic-
contaminated environments. The other differences
observed concern DNA metabolism, transcription and
protein synthesis. It appears that, in the presence of
arsenic, T. arsenivorans is still able to express proteins
required for optimal growth whereas 3As is not.

Conclusion

These observations revealed that carbon assimilation,
energy acquisition and arsenic metabolism of these strains
are linked. However, they do not share a common mech-
anism, since metabolisms required for growth and carbon
assimilation are stimulated in T. arsenivorans in the pres-
ence of arsenic, but repressed in Thiomonas sp. 3As. Fur-
ther work is needed to test if a common mechanism
occurs to regulate carbon assimilation and arsenic
response in other Thiomonas strains. However, to our
knowledge, this is the first example of such a link between
arsenic metabolism and carbon assimilation.

Methods

Culture media

All strains except T. arsenivorans were routinely cultured
on ml126 (modified 126 medium) gelled or liquid
medium. Medium m126 contains: (g L) yeast extract
(YE; 0.5); Na,$,05 (5.0); KH,PO, (1.5); Na,HPO, (4.5);
MgSO, - 7H,0 (0.1); (NH,4)CI (0.3), adjusted to pH 5.0
with H,SO, prior to sterilisation. T. arsenivorans was rou-
tinely cultured on a modified MCSM medium (MCSM)
[31] with vitamins and trace elements omitted, yeast
extract added to a final concentration of 0.5 g L' and
Na,S,0; to a final concentration of 2.5 g L-1. Variations of
these media included omitting yeast extract and/or thio-
sulfate. Where no yeast extract was included, trace ele-
ments were added, as described previously [32]. Where
required, the media were gelled by the addition of 12 g L-
1 agar (final concentration). Arsenite (As(IIl)) and arse-
nate (As(V)) were added to media to the desired concen-
tration from sterile stocks of 667.4 mM of the metalloid
ion in ddH,O, from NaAsO, (Prolabo) and
Na,HAsO, - 7H,0 (Prolabo) salts, respectively.

Physiological tests

Minimum inhibitory concentration (MIC) experiments
were performed using gelled media, amended with a
range of concentrations of either arsenite or arsenate.
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Concentrations of 10, 5.0, 2.25, 1.25 and 0 mM As(III) or
100, 50, 25, 12.5, 6.3 and 0 mM As(V) were tested at 30°C
for up to 10 days. The ability of each strain to oxidise
arsenite was tested in triplicate, in liquid media amended
with 0.67 mM arsenite. Detection of As(IlI) and As(V) was
performed by inductively coupled plasma-atomic emis-
sion spectrometry (ICP-AES) as described by Weeger et al.
[33]. To test the ability of each strain to grow in the
absence of a reduced inorganic sulfur source or organic
carbon source, pre-cultures grown in standard media were
harvested by centrifugation at 10 K g for 10 min, washed
and resuspended in a basal medium (m126 medium with
no thiosulfate or yeast extract). These were then used to
inoculate the test liquid media and incubated at 30°C for
10 days. Soluble sulfate concentrations were determined
turbidimetrically by the formation of insoluble barium
sulfate, as described by Kolmert et al. [34]. Bacterial
growth in media containing YE was assessed using optical
density at 600 nm. Viable cell counts were used to meas-
ure growth in the media lacking YE, as described by Miles
and Misra [35] using appropriate gelled media, as the
autotrophic growth yield would be much lower. Where YE
was omitted, the media contained either the normal con-
centration of thiosulfate or 5.33 mM arsenite (or 2.67 mM
for those strains sensitive to arsenite) as an electron
donor. In the case of arsenite-amended media, pre-cul-
tures were grown in the presence of 2.67 mM arsenite.

To determine autotrophic growth yield as a product of
As(IIT) oxidised, triplicate cultures were grown in liquid
MCSM without YE or thiosulfate containing either 0.66 or
1.33 mM As(III), at 25°C in static conditions. To test con-
centrations greater than 1.33 mM, initial cultures contain-
ing 1.33 mM As(IIl) were inoculated. As soon as the
As(III) had been oxidised, more As(III) was added from a
concentrated (0.13 M) stock solution to a final concentra-
tion of 1.33 mM. Once this had been oxidised, the process
was repeated until the desired total quantity of As(I1I) had
been added. The oxidation of As(III) to As(V) was ana-
lysed as described by Battaglia-Brunet et al. [31]. The pH
was adjusted to pH 6.0 using a sterile NaOH solution
before each As(III) addition. Once all of the As(IIl) had
been oxidised, each culture was centrifuged at 10 kg for 15
min and the pellet resuspended in 10 mL MCSM. The
total organic carbon concentration of this suspension was
analysed using an OI ANALYTICAL 1010 apparatus
according to the AFNOR NF EN 1484 method. The influ-
ence of As(III) on final cell concentration in the presence
of an organic substrate was determined with strains 3As
and T. arsenivorans in MCSM complemented with 0.1 or
0.2 g L1 yeast extract. Final cell concentration was deter-
mined by measuring optical density at 620 nm.

Strain motility was assessed using growth media supple-

mented with 0.3% agar as described previously [36].
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Three separate cell cultures of each strain were analysed in
triplicate.

Differential protein expression analysis

T. arsenivorans and Thiomonas sp. 3As strains were grown
in MCSM and m126, respectively, with or without 2.7
mM As(III). Cells were harvested by centrifugation (7 K g,
10 min, 4°C). Cell lysis was performed as described pre-
viously [37]. Proteins were precipitated using the 2-D
Clean-up kit (Amersham Biosciences) and resuspended in
rehydratation buffer (364 g L1 thiourea, 1000 g L-! urea,
25 g L1 CHAPS, 0.6% (v/v) IPG buffer Pharmalyte, 10 g L-
IDTT and 0.01% (w/v) bromophenol blue). Protein con-
centration was determined using the 2-D Quant kit
(Amersham Biosciences).

Three hundred pg of this extract were loaded onto an 18
cm pH 4-7 IPG strip using the cup-loading technique
(manifold, GE Healthcare Biosciences, Australia). IEF was
conducted using the IPGPhor system (10 min at 150V, 10
min at 500 V, 10 min at 1,000V, 1.5 h at 4,000 V, and 4
to 5 h at 8,000 V, total = 50 kVh; GE Healthcare Bio-
sciences, Australia). The second dimension was per-
formed on 11.5% SDS-PAGE, using the EttanDAIlt system
(GE Healthcare Biosciences, Australia). Gels were stained
with Colloidal Brilliant Blue (CBB), and digitised using an
Image Scanner (Amersham Pharmacia) and the LabScan
software (v 3.0, Amersham Pharmacia Biotech). Differen-
tial protein expression analysis was performed using the
ImageMaster 2D platinum software (v. 6.01, GE Health-
care Biosciences, Australia), as previously described [37].
Only spots with a Student's-t value greater than 2 (P value
less than 0.05) and ratio greater than 2 were analysed. The
selected spots were cut from the 2D-gel. Destaining,
reduction/alkylation steps by the liquid handling robot
QuadZ215 (Gilson International, France) and analyses by
MALDI-TOF were performed as previously described [37].
Tryptic mass searches retained only data with up to one
missed tryptic cleavage and optional methionine oxida-
tion, with mass accuracy limited to 50 ppm. If necessary,
unidentified proteins were subjected to Nano LC-MS/MS
analysis. The resulting digest solution was diluted 1:4 into
Nano HPLC solvent A (97.9% H,0, 2% ACN and 0.1%
(v/v) HCOOH). The digested proteins were analysed

http://www.biomedcentral.com/1471-2180/9/127

using a CapLC capillary LC system (Waters, Altrincham,
UK) coupled to a hybrid quadrupole orthogonal accelera-
tion time-of-flight tandem mass spectrometer (Q-TOF
Micro, Waters). Diluted sample (5 puL) was first loaded,
concentrated and cleaned up onto a C18 PepMap precol-
umn cartridge (LC Packings) and then separated on-line
by the analytical reversed-phase capillary column
(NanoEase C18, 75 um i.d., 15 cm length; Waters) with a
200 pL min-! flow rate. The gradient profile used consisted
of a linear gradient from 97% A (97.9% H,O, 2% ACN
and 0.1% (v/v) HCOOH) to 95% B (98% ACN, 1.9%
H,0 and 0.1% (v/v) HCOOH) for 45 min followed by a
linear gradient to 95% B for 3 min. Internal calibration
was assumed by the Lockspray module (Waters) that
switches to a reference source (leucine enkephalin M2+ =
556.2551 m/z) every 10 seconds during the acquisition
run. The spray system (liquid junction) was used at 3.6
kV. Mass data acquisitions were piloted by MassLynx 4.0
software (Waters). Nano-LC-MS/MS data were collected
by data-dependent scanning, that is, automated MS to
MS/MS switching. Fragmentation was performed using
argon as the collision gas and with a collision energy pro-
file optimised for various mass ranges of ion precursors.
Four ion precursors were allowed to be fragmented at the
same time. Mass data collected during a NanoLC-MS/MS
analysis were processed automatically with the ProteinL-
ynx Process (Waters) module. Data analysis was per-
formed with Mascot (Matrix Science Ltd., London, U.K.)
against the in-house Thiomonas sp. 3As protein database
with carbamidomethylation (Cys), oxidation (Met), 0.25
Da mass error and one miss cleavage. All identifications
were incorporated into the "InPact" proteomic database
developed previously http://inpact.u-strasbg.fr/~db/[38].

Molecular microbiology

DNA was extracted and purified from liquid cultures of
pure isolates using the Wizard genomic DNA extraction
kit (Promega, U.S.A.). The 16S rRNA genes were amplified
by PCR using the 27f:1492r primer pair [39]. A 743 nt-
long fragment of the rpoA gene of each organism was
amplified using the rpoAf2a:rpoAr2a primer pair (GGB-
GTGSTCCACGARTAY and GCRAGSACTITCCTTRATYTC,
respectively). The aoxAf:aoxABr primer pair (TGYACCCA-
YATGGGMTGYCC and CSATGGCITGTTCRGTSASGTA,

Table 3: PCR target and GenBank Accession IDs for strains used in this study.

Strain 16S rpoA aoxAB arsBI arsB2
3As AM4926842 EU339226 EU339209 EU339214 EU339217
Ynys| AF3873022 EU339223 n/d EU339216 n/d
Wjé68 AY4558052 EU339224 EU339213 n/s n/d

T. arsenivorans AY9506762 EU339231 EU3042602 n/d EU339222
T. perometabolis AY4558082 EU339230 n/d EU339215 n/d

2 Accession IDs from other studies; n/d, no data; n/s, sequence not submitted: the arsB/ and arsB2 sequences obtained with the internal primers
were short and therefore were not submitted to the GenBank sequence repository.
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respectively) were used to amplify 1451 nt of the aoxA and
aoxB genes, including the short (~27 nt) intragenic region.
The generic arsBfiarsBr primer pair (GGTGTGGAA-
CATCGTCTGGAAYGCNAC and CAGGCCGTACACCAC-
CAGRTACATNCC, respectively) were designed to amplify
between 740 and 760 bp of both copies of the arsB gene
in all Thiomonas strains. Following subsequent analysis,
arsB1- and arsB2-specific internal forward and reverse
primers were designed. The arsB1li2f:arsB1i2r primer pair
(TGGCGITCGTGATGGCNTGCGG and CACCG-
GAACACCAGCGSRTCYTTRAT, respectively) amplified
268 bp of the arsB1 gene, whereas the arsB2i2f:arsB2ilr
primer pair (TGGCCGTGGCCTGTTYGCNTTYYT and
ACCCAGCCAATACGAAAGGTNGCNGGRTC, respec-
tively) amplified 417 bp of the arsB2 gene. Virtual diges-
tions of the arsB1 and arsB2 genes of strain 3As suggested
that the two genes should be differentiated by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis using the
restriction enzyme Rsal.

Phylogenetic analysis

Sequences were aligned using the ClustalX alignment pro-
gramme [40]. SuperGene analysis was performed by con-
catenating the 16S rRNA and rpoA gene sequences of each
organism, to improve the phylogenetic analysis as pro-
posed recently [41]. Neighbour-Joining trees were con-
structed using ClustalX, with bootstrap values determined
from 1000 replications. Maximum likelihood (ML) trees
were constructed using the PhyML algorithm [42]. The
ModelGenerator programme [43] was used to select the
optimal nucleotide substitution model for ML analysis.
Bootstrap values were determined from 500 replications.
A list of sequences generated during this study and their
GenBank Accession IDs can be found in Table 3.
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Abstract

Bacteria of the Thiomonas genus are ubiquitous in extreme environments, such as arsenic-rich acid mine drainage (AMD).
The genome of one of these strains, Thiomonas sp. 3As, was sequenced, annotated, and examined, revealing specific
adaptations allowing this bacterium to survive and grow in its highly toxic environment. In order to explore genomic
diversity as well as genetic evolution in Thiomonas spp., a comparative genomic hybridization (CGH) approach was used on
eight different strains of the Thiomonas genus, including five strains of the same species. Our results suggest that the
Thiomonas genome has evolved through the gain or loss of genomic islands and that this evolution is influenced by the
specific environmental conditions in which the strains live.
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facultative chemolithoautotrophs, which grow optimally in

mixotrophic media containing reduced inorganic sulfur com-

Introduction

In environments such as those impacted by acid mine drainage
(AMD), high toxic element concentrations, low levels of organic
matter and low pH make growth conditions extreme. AMD is
generally characterized by elevated sulfate, iron and other metal
concentrations, in particular, inorganic forms of arsenic such as
arsenite (As(IIT)) and arsenate (As(V)) [1,2]. While these waters are
toxic to the majority of prokaryotic and eukaryotic organisms, a
few Bacteria and Archaea are not only resistant to but also able to
metabolize some of the toxic compounds present [1]. Members of
the Thiomonas genus are frequently found in AMD and AMD-
impacted environments, as Thiomonas sp. 3As and ““Thiomonas
arsenivorans” [2—6]. These Betaproteobacteria have been defined as

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

pounds (RISCs) and organic supplements. Some strains are
capable of autotrophic growth and others are capable of
organotrophic growth in the absence of any inorganic energy
source [5,7,8]. Recently described species and isolates include
“Im. arsenworans” [9], Tm. delicata [10], Thiomonas sp. 3As [5] and
Ynysl [11]. Thiomonas sp. 3As as well as other recently isolated
strains from AMD draining the Carnoulés mine site (southeastern
France) containing a high arsenic concentration (up to 350 mg
L") [8,12], present interesting physiological and metabolic
capacities, in particular an ability to oxidize As(III).

Over the past few years an increasing number of genomes has
been sequenced, revealing that bacterial species harbor a core
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Author Summary

Recent advances in the field of arsenic microbial metab-
olism have revealed that bacteria colonize a large panel of
highly contaminated environments. Belonging to the order
of Burkholderiales, Thiomonas strains are ubiquitous in
arsenic-contaminated environments. The genome of one
of them, i.e. Thiomonas sp. 3As, was deciphered and
compared to the genome of several other Thiomonas
strains. We found that their flexible gene pool evolved to
allow both the surviving and growth in their peculiar
environment. In particular, the acquisition by strains of the
same species of different genomic islands conferred heavy
metal resistance and metabolic idiosyncrasies. Our com-
parative genomic analyses suggest that the natural
environment influences the genomic evolution of these
bacteria. Importantly, these results highlight the genomic
variability that may exist inside a taxonomic group,
enlarging the concept of bacterial species.

genome containing essential genes and a dispensable genome
carrying accessory genes [13]. Some of these accessory genes are
found within genomic islands (GEIs) [14] and have been acquired
by horizontal gene transfer (HGT). These GEls are discrete DNA
segments (from 10 to 200 kbp) characterized by nucleotide
statistics (G+C content or codon usage) that differ from the rest
of the genome, and are often inserted in tRNA or tRNA-like
genes. Their boundaries are frequently determined by 16-20 bp
(up to 130 bp) perfect or almost perfect direct repeats (DRs). These
regions often harbor functional or cryptic genes encoding
integrases or factors involved in plasmid conjugation or related
to phages. GEIs encompass other categories of elements such as
integrative and conjugative elements (ICE), conjugative transpo-
sons and cryptic or defective prophages. Such GEls are self-mobile
and play an important role in genome plasticity [14]. In almost all
cases, GEIs have been detected i silico, by the comparison of
closely related strains. Nevertheless, the role of GEIs in genome
plasticity has also been experimentally demonstrated in several
pathogenic bacteria such as Staphylococcus aureus or Yersinia
pseudotuberculosis [15,16] or in Pseudomonas sp. strain B13 isolated
from a sewage treatment plant [17].

Deciphering dispensable genomes has revealed that the loss or
gain of genomic islands may be important for bacterial evolution
[18]. Indeed, these analyses allow the determination of the genome
sequence, called pan-genome or supragenome, not just of
individual bacteria, but also of entire species, genera or even
bacterial kingdom [19,20]. These data result in debates on
taxonomic methods used to define the bacterial species [21,22],
e.g. pathogens such as Streptococcus agalactiae [21,23] or environ-
mental bacteria such as Prochlorococcus [24,25] or Agrobacterium [26].
However, beyond these well-known and cultivable microorgan-
isms, the diversity of bacteria, in particular those found in extreme
environments, has hitherto been comparatively poorly studied.
Genome analysis of such extremophiles may yet reveal interesting
capacities since these bacteria may express unexpected and
unusual enzymes [27]. Since the role of GEIs in extremophiles
has not been yet well explored, little is known about their
evolution.

In the present study, the genome of Thiomonas sp. 3As was
sequenced and analyzed. It was next compared to the genome of
other Thiomonas strains, either of the same species or of other
species of the same genus. This genome exploration revealed that
Thiomonas sp. 3As evolved to survive and grow in its particular
extreme environment, probably through the acquisition of GEIs.

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org
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Results

General Features of the Thiomonas sp. 3As Genome

The genome of Thiomonas sp. 3As comprises a 3.7 Mbp circular
chromosome and a 46.8 kbp plasmid (Table 1). The single circular
chromosome contains 3,632 coding sequences (CDSs) (Table 1,
Figure S1A). The mean G+C content of the Thiwomonas sp. 3As
genome is 63.8%. However, the distribution along the genome
revealed several regions with a G+C content clearly divergent
from this mean value (Figure S1). This suggests that several
genomic regions are of exogenous origin. Indeed, 196 genes
having mobile and extrachromosomal element functions were
identified in the genome, among which a total of 91 ISs (Figure
S1A, Table S1) representing 2.5% of total CDS. None of these ISs
were found as part of composite transposons, while several were
identified as neighbors of phage-like site-specific recombinases.

The plasmid, pTHI, contains 68 predicted CDS. 21 genes were
found in synteny with genes carried by the R. eutropha JMP134
plasmid pJP4, and among them, par/tyf/ pem genes necessary for
plasmid partitioning, stability and replication (Figure S1B). These
observations suggest that pTHI, as JMP134, belongs to the IncP-
1B group [28]. pTHI contains 13 of the 14 genes involved in
conjugation (vr and fra genes) and genes that could fulfill the
function of the missing components were found on the
chromosome. Therefore, Thiomonas sp. 3As may be able to express
a complete Type IV secretory system (T4SS) of the Vir/Tra type
required for pTHI conjugal transfer. IncP-1p members are known
to carry multi-resistance determinants and degradative cassettes
[28], and plasmid pTHI indeed carries a 'I'n3-related transposon.
This transposon contains part of a mercury resistance operon
found in many other Gram negative bacterial transposon such as
Tn21, Tn501 and Tn5053 [29].

Carbon and Energy Metabolism

Thiomonas sp. 3As is able to use organic compounds as a carbon
source or electron donor [5,8]. However, under certain conditions
this bacterium may also be able to grow autotrophically [5]. A
complete set of ¢cbb/rbc/ cso genes involved in carbon fixation via the
Calvin cycle, and genes involved in glycogen, starch and
polyhydroxybutyrate (PHB) biosynthesis pathways were identified
(Figure 1 and [5]). Fructose, glucose, several amino acid, C4-
dicarboxylates, propionate, acetate, lactate, formate, ethanol and
glycerol are potential carbon sources or electron donors, since
genes involved in their import or degradation v the glycolysis, the
Entner-Doudoroff, the TriCarboxylic Acid (TCA) or the “rubisco
shunt” pathways are present in the genome. The presence of all
genes involved in the oxidative phosphorylation pathway (Figure 1)
suggests that Thiomonas sp. 3As has a respiratory metabolism.
Moreover, since several genes coding for terminal oxidases (i.e.
cbbs, bd or aas) were found, this respiratory metabolism may occur
over a wide range of oxygen tensions. Finally, the presence of a
nitrate reductase and of several formate dehydrogenases suggests
that Thiomonas sp. 3As is able to use nitrate anaerobically as an
electron acceptor and formate as electron donor. In the absence of
carbohydrates, Thiomonas sp. 3As is a chemolithotroph and may
use reduced inorganic sulfur compounds (RISCs) as an electron
donor [5]. The presence of soxRCDY.SAXB, dsr, sorAB, sqr and feeAB
genes revealed that Thiomonas can oxidize thiosulfate, sulfite, S° or
HsS to sulfate (Figure 1) [30,31].

Adaptive Capacities of Thiomonas sp. 3As to Its Extreme
Environment

Thiomonas sp. is a moderate acidophile. Its optimum pH is 5 but
this bacterium can withstand to pH as low as 2.9 (Slyemi, Johnson
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and Bonnefoy, personal communication). Thiomonas sp. 3As pH
homeostasis mechanisms may therefore be strictly controlled as
previously described [32,33]. First, genes encoding a potassium-
transporting P type ATPase (kdpABC) are present in the Thiomonas
sp. 3As genome. This ATPase could be involved in the generation
of a positive internal potential produced by a greater influx of
potassium ions than the outward flux of protons. Second, to
strengthen the membrane, likely by lowering membrane proton
conductance, Thiomonas sp. has cyclopropane fatty acids [5].
Accordingly, two putative ¢fa genes encoding cyclopropane fatty
acid synthase have been detected. Third, cytoplasmic buffering
can be mediated either by amino acid decarboxylation and/or by
polyphosphate granules. Genes encoding decarboxylases for lysine
(4 CDS), phosphatidyl serine and glycine are present on Thiomonas
sp. 3As genome. Moreover, urea (formed from arginine by
arginase) may be degraded by urease (ure genes) or urea
carboxylase and allophanate hydrolase. Urease encoding genes
are known to be involved in acid tolerance in Helicobacter pylori 34].
Protons may be captured during polyphosphate synthesis.
Polyphosphate granules have indeed been observed in electron
micrographs of thin sections of Thiomonas sp. 3As [5]. Genes
involved in such mechanisms (ppk, pap, ppx) were found in 3As
genome. Fourth, primary and secondary proton efflux transporters

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

Table 1. General genome and plasmid features.
Molecule Category Feature Value
Plasmid General characteristics Size (bp) 46,756
GC content (%) 60.49
Coding density (%) 88.19
Predicted CDSs 68
Proteins with predicted function Percent of total CDSs 48.52
Secretion (%) 11.76
Partitioning 294
Replication, recombination 8.82
Inorganic ion transport and metabolism (Hg) 294
Proteins without predicted function Conserved hypothetical proteins (%) 13.24
No homology to any previously reported sequences (%) 3824
Percent of total CDSs 51.48
Genome General characteristics Size (bp) 3,738,778
GC content (%) 63.8
Coding density (%) 90.01
16S5-23S-5S rRNA operons 1
tRNAs 43
Predicted CDSs 3,632
Proteins with predicted function Percent of total CDSs 74.2
Heavy metal resistance (%) 1.6
Related to arsenic metabolism/transport (%) 0.6
Proteins without predicted function Conserved hypothetical proteins (%) 13.54
Hypothetical proteins (%) 11.95
Percent of total CDSs 258
Mobile and extrachromosomal element functions Percent of total CDSs 5.4
Transposases (nb CDSs) 101
Phage related (nb CDSs) 61
Repeated regions (%) 7.62
doi:10.1371/journal.pgen.1000859.t001

were predicted by genome sequence analysis, including four
putative Na*/H" exchangers and voltage gated channels for
chloride involved in the extreme acid resistance response in E. coli
(cleAB) [35]. Finally, the elimination of organic acids can lead to
pH homeostasis. Some organic acid degradation pathways have
been detected in Thiomonas sp. such as an acetyl-CoA synthetase-
like. Moreover, formate oxidation was observed (Slyemi, Johnson
and Bonnefoy, personal communication) and two formate
dehydrogenases are encoded by the Thiomonas sp. 3As genome,
these enzymes could convert acetate to acetyl-CoA and formate to
COy and hydrogen, respectively.

The Carnoulés AMD contains a high concentration of heavy
metals such as zinc or lead. To resist to heavy metals, bacteria
usually develop several resistance mechanism including toxic
compounds extrusion pumps [36] or biofilm synthesis [37].
Flagella are important for the first steps of biofilm formation and
all genes involved in motility, twitching and chemotaxis, were
found in its genome. Thiomonas sp. 3As is motile but, unlike H.
arsenicoxydans, this motility was not affected by arsenic concentra-
tion (Table S2, [38]). Finally, Thiomonas sp. 3As is able to
synthesize exopolysaccharides (Table S2), and one eps operon
involved in their synthesis was identified in the genome, as well as
two mdoDG clusters involved in glucan synthesis. Several genes

February 2010 | Volume 6 | Issue 2 | 1000859



Thiomonas Genome Diversity

Ho*  Hd' pqy PO,*

MerTP As(V)

CicAB \ P \ L
48 o R i b . Ag Cu. Z0 Co Hg?—J PHg? : ATR 13 4"/@
W o co cd MerAB As(lll){l’g As(V] ADP&H ‘ '("q'ﬁﬂ
>/\ &, co 2™ GlutCys PO> ~ \JonAB
KdpABC Jﬂ\\ LAY GshAB! 3po 5
- { Poly-p  2GSH+H,0[»GSSG+ 2H,0 - - i Fructose
Lpc ATP SodB Yoeann 1}2&‘
stress Liysine [ »-cadaverine + CO, 0, \)Hgo,u %0, + H,0 ek / Frictosap FruAB
.- o " PtsHI
o UrearH0{ »CO,+2NH, Peptide-L-Met + H,0+ MS™B oo oo | et R-S-oxide + —— EMP
UreA-G thioredoxin disulfide ™ 4h; i 2 Entner-Doudoroff pathway
Flagellum pranorat fhicreriox Slucse E8 Rubisco shunt
lageliu N
Lgq gy S RSHROOH £ R 8.8 H,090H £t Slvoerol flaiiey L
] Oxidative - Rigit Glu Gin acid transporters
./ Che protei : Acetyl-CoA \\h{ s Gly His .
Pil § 7 ; M Ser Lysq¢——. —
(.l;f':‘;meﬂ) Carboxysomes \ .t L’ . Pro SAAL
’] F:‘:Qn;:’:‘;‘:;“ DNA repair (radA, recQ, 1.3- \ L malate L isocitrate |
@ ruvA, recA, xseA, polA, - | Biphosphoglycerate > \ Ethanol
holB-like, dinB-like, parC) | bisco
\ P Pt [ TCA pathway

(storage)

Fur \ -

e

ribulose 1, ribulose 5-
biphosphate |

phosphate

4

/ ‘ succinate | | a-ketoglutarate
| PHB
. .1“"
J O

synthase

(reguhtion) e "\ biphosphat g ;
n A f ok
NADH Nap- | wotth o2 ¥ ol :
uccinate Fymarate 2.1 Ha p’.« Nitrate .
¥,i . reductase O
Qc“ = 5 ﬂ
complex Css2 B
Cyt. ‘I'hlosull'ale,s L sorae H,8" 'S°
oxidase SO Sulfite or ATP
H,S Sulfite S0,

H, S go

Figure 1. Schematic representation of the major metabolic pathways in Thiomonas sp. 3As. These metabolic pathways were ascertained
using genome and physiological data ([5], this study). Light blue, carbon metabolism; Red, oxidative phosphorylation; Green, stress response; Yellow,
heavy metal resistance; Orange, iron metabolism; Dark blue, phosphate import (pst genes).

doi:10.1371/journal.pgen.1000859.9001

conferring resistance to cadmium, zinc, silver, (cad, cze, and si
genes), chromium (¢kr genes), mercury (2 mer operons encoding
both MerA reductase but no organomercury lyase MerB), copper
(cop and cus genes) and tellurite (transporters THI_0898-0899) are
likely involved in Thiomonas sp. 3As heavy metal resistance
(Figure 1). Arsenic resistance in bacteria is partly due to the
expression of ars genes, among which, arsC encodes an arsenate
reductase, arsd and arsB encode an arsenite efflux pump, arsR
encodes a transcriptional regulator [39]. Thiomonas sp. 3As is
resistant to up to 50 mM As(V) and up to 6 mM As(III) (Table S2,
[8]). The analysis of the Thiomonas sp. 3As genome revealed the
presence of two copies of the ars operon, an arsRBC operon (arsi)
and an arsRDABC operon (ars2). Thiomonas sp. 3As is able to oxidize
As(Ill) to As(V) [5] and this metabolism involves the arsenite
oxidase encoded by aoxA4B genes [5] (Figure 1). It has been shown
that arsenite is imported via the aquaglyceroporin GIpF in E. coli
[40]. However, as in H. arsenicoxydans [38], no homologue of GlpF
was identified in the 7hiomonas sp. 3As genome, suggesting that
As(III) is imported via an unknown component.

As(IIT) is known to induce DNA damage and oxidative stress
[41,42]. 24 genes involved in such stress responses were identified
in the Thiomonas sp. 3As genome (Figure 1). Moreover, this genome
carries 54 genes involved in DNA repair. However, this strain
lacks some genes present in H. arsenicoxydans, such as alkB, whereas
two genes involved in mismatch repair were duplicated. Orthologs
of genes that have been shown to be induced in response to arsenic
in H. arsenicoxydans [38] were found in Thiomonas sp. 3As, i.c. radA,
recQ, ruwvd, recA, xsed, pold, holB-like, dinB-like and parC. The

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

expression of pold has been previously shown to be induced in the
presence of arsenic [8], suggesting that the Thiomonas sp. 3As
response to arsenic include the expression of genes involved in
DNA repair.

Comparative Genomic Analyses Allowed the Definition of
19 Genomic Islands (GEls)

Several Thiomonas strains called CB1, CB2, CB3 and CB6 were
isolated from the same environmental site as Thiwomonas sp. 3As.
The 16S rRNA/rpod-based phylogeny of these isolates (>97%
nucleotide identity), as well as DNA-DNA hybridization experi-
ments (Figure 2A), revealed that they represent different strains of
the same species. All these strains are able to oxidize As(III) and
are resistant to As(III) (Table S2). Nevertheless, subtle physiolog-
ical differences were observed (Table S2).

The existence of both phylogenetical relationships and physi-
ological differences between these strains prompted us to perform
a comparative genome analysis in order to address the evolution of
Thiomonas strains. Therefore, genome variability was searched for
by investigating genetic similarities and diversities among these
closely related 7hiomonas strains, using a Comparative Genomic
Hybridization (CGH) approach (Figure 3). These experiments
revealed the presence of a flexible CDS (duplicated, absent or
highly divergent) pool in CB1, CB6 CB3 and CB2 (Figure 2B,
Figure 3, ArrayExpress database, accession number E-MEXP-
2260) representing 2.5%, 3.2%, 24.1% and 23.1% of the genome
of strain 3As (Figure 2B), respectively. Altogether, these experi-
ments led to the definition of 919 dispensable CDS, i.e. absent or
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analyses were performed only with CB1). Numbers at the branches indicate percentage bootstrap support from 500 re-samplings for ML analysis. NJ
analyses produced the same branch positions (not shown). The scale bar represents changes per nucleotide; (B) number of variable CDS exhibited by
each strain determined by CGH, expressed as a percent of the total number of 3As CDS; (C) hierarchical clustering established based on CGH
experiments, represented as a composite view of genome diversity in Thiomonas strains compared to 3As. The column represents genes as they are
found along 3As genome, starting from the origin of replication (THIO001). Results for each strain are shown in each row. Red color indicates absence
or strong divergence leading to reduced hybridization efficiency as compared to the corresponding Thiomonas sp. 3As gene (Logx(Aes3s nm/As32 nm)
=—1)); Green color indicates a Log,(As3s nm/As32 nm) =1, suggesting duplication of this gene. The regions corresponding to ThGEI-A, B, C, E, F, G, H, |,
J, K, O,P,Q,RandS are indicated by a blue arrow or a grey rectangle; (D) percent of CDS found in core (in grey) or in dispensable (in red) genome, in
3As and CB strains (1°' column), in AMD-originated strains (3As, CB strains and “Tm. arsenivorans”, 2" column), or in all Thiomonas strains (3"
column).

doi:10.1371/journal.pgen.1000859.9g002

highly divergent in at least one strain, accounting for 25.3% of
strain 3As genes (Figure 2D). The remaining conserved CDS
(2713 CDS, 74.7% of the genome of strain 3As) represent a
common backbone of the “core” genes of this species.

In order to enlarge our comparative analysis, genomic

Finally, these CGH experiments revealed that the Thiomonas core
genome contains 2,061 CDS (56.7% of the Thiomonas genome).
Interestingly, almost all genes involved in acid resistance described
above, were found in this core genome, as for example genes
involved in polyphosphate granule synthesis, ¢fa and kdp genes,

similarities were similarly searched for in other 7%iomonas species:
an arsenite-oxidizing strain, “Tm. arsenivorans”, and two closely
related strains that are unable to oxidize arsenite, Tm. perometabolis
and  Thiomonas sp. Ynysl (Table S2, Figure 2, ArrayExpress
database, accession number E-MEXP-2260). No significant
hybridization was observed with oligomers corresponding to the
plasmid, suggesting that pTHI is absent in all these strains. 18.4,
37.9 and 53.6% of the 3As CDS were flexible in “Tm. arsenivorans”,
Ynysl and Tm. perometabolis, respectively. Altogether, 1571 CDS
accounting for at least 43.3% of the Thiomonas sp. 3As genome
were found in the Thiomonas genus dispensable genome (Figure 3D).

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

genes encoding ion transporter amino acid decarboxylase, formate
dehydrogenase and other hydrogenases. One ars operon involved
in arsenic resistance, i.e. ars/, and almost all genes involved in
DNA repair were also conserved in all strains.

Among the flexible pool, 19 regions (ThGEI-A - ThGEI-S) had
similarities with GEIs found in other bacterial genomes, suggesting
that they were possibly acquired by horizontal gene transfer: (i) an
abnormal deviation of the codon adaptation index (CAI) and the
GC content at the 3™ nucleotide position of each codon (GCs) was
observed in these regions as compared to the rest of the genome
(Figure 3), (ii) many of their genes formed syntenic blocks that
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Figure 3. Deleted or duplicated regions in CB strains, obtained by CGH experiments. The codon adaptation index (CAl) and the GC content at
the 3" nucleotide position of each codon (GCs) of Thiomonas sp. 3As is shown in the upper part. Y-axis displays the log2-ratios (Cy5 (measured at
635 nm)/Cy3 (measured at 532 nm)). Red stars: variable regions found in CB strains and corresponding to GEls; Blue stars: other variable regions.
doi:10.1371/journal.pgen.1000859.9003

differed from the general synteny observed in the rest of the localized within these regions, (iv) these regions were present at
genome (Table S3), (iii) genes with mobile and extrachromosomal the 3'-end of tRNA or miscRNA genes, and/or (v) the borders of
element functions such as those coding for integrases were five deletions were verified in CB strains, by PCR and direct
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repeats (10 to 112 bp-long) bordering these GEIs were found
(Table S3).

Genetic Content of the 19 Genomic Islands Found in

Thiomonas sp. 3As Genome

Genes found in the 19 Thiomonas sp. 3As GEIs and the syntenies
they share with genes in other bacteria are shown in Table S3.
Interestingly, 70 (76.9%) of the 91 complete and partial ISs
identified in the genome were located in genomic islands which
represent only 21.5% of the genome (Figure S1A). In addition to
the high numbers of ISs found in these GEIs, many hypothetical
proteins as well as modification/restriction enzymes were encoded
by these regions. In ten GEIs, accessory genes are involved in a
particular metabolism such as acetoin, atrazin, benzoate, ethyl
tetra-butyl ether (ETBE) hydroxyisobutyrate phenylacetic acid and
urea degradation (ThGEI-E, ThGEI-C, ThGEI-S or ThGEI-R),
or heavy metal resistance (ThGEI-J, ThGEI-L, ThGEI-O).

Interestingly, several genes found in distinct GEIs shared high
amino acid identity (>70%, Figure S2). In addition, 47 genes
found in the two regions ThGEI-C and ThGEI-S shared 100%
identity. Because of this duplication, a 7 kbp region in ThGEI-S
could not be sequenced and this gap may correspond to duplicated
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genes of ThGEI-C. These observations suggest that genomic
rearrangements occurred between several GEIs. Moreover, several
islands seem to be composite, since some fragments of such islands
are deleted or duplicated in 7Thiomonas strains. Such composite
structure may originate from insertion or excision of DNA
clements in these GEIs, which involve integrase or excisionase.
This hypothesis is strengthened by the observation that 32
integrases were found in almost all GEIs except for ThGEI-B
and ThGEI-R. Some of such integrases are similar to phage
integrases. In addition, 2 excisionases are present in ThGEI-H and
ThGEI-P and such genes were localized in the vicinity of tRNA,
an additional phage-like character.

One GEI, ThGEI-], contains a prophage region (55.6 kbp) and
a cluster of 6 heavy metal resistance genes (39.4 kbp, i.c., cad, cus,
cze and si/ genes involved in resistance to Cd, Cu, Zn, Co and Ag)
(Figure 4). The prophage region comprises 27 phage-related genes
coding for structural and capsid or tail assembly proteins,
replication, lysis and virulence factors. No conserved synteny with
any previously described prophage could be observed. However,
filamentous phage-like particles with icosahedral symmetry (capsid
diameter of approximately 100 nm) and a various length tail
(>600 nm), were observed by TEM from T#hiomonas sp. 3As liquid
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Figure 4. Prophage-like region and phage-like particle. (A) Schematic representation of the prophage-like region (55.6 kbp) and the
contiguous metal resistance gene cluster (39.4 kbp). The total region is flanked by two ISs (light grey rectangles), and a partial transposase gene
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corresponds to the unique prophage-like region of the genome, containing notably structural, lysis and virulence associated phage genes; (C)
transmission-electron micrographs of tailed bacteriophage-like particles from Thiomonas species. No bacteriophage-like particle was observed in
Thiomonas sp. CB2 culture supernatant. Cultures were amended with mitomycin C (0.5 ug/mL). Bars: 100 nm. The 3As phage-like particle is

hypothetically coded by the prophage-like region described above.
doi:10.1371/journal.pgen.1000859.g004
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cultures exposed to the phage lytic phase inducer mitomycin C.
Similar phage-like particles were observed in growth culture
supernatants from CB1, CB3, CB6 and “Tm. arsenivorans” (Figure 4)
but not from CB2, Ynysl and Tm. perometabolis (data not shown), in
agreement with CGH results showing that the ThGEI-] is absent
in these strains (Figure 3, Table S3, ArrayExpress database,
accession number E-MEXP-2260). These observations suggest
that this prophage-like region may be functional in 3As, CBI,
CB3, CB6 and “Tm. arsenivorans” under stress conditions, resulting
in the formation of phage-like particles.

ThGEI-L and ThGEI-O Gene Content and Their Probable
Acquisition by HGT

GEls contribute to the adaptation of microorganisms to their
ecological niches and participate in genome plasticity and
evolution [14]. Therefore, the environmental conditions may
influence the loss or conservation of GEIs. Such hypothesis was
checked by searching for genome similarities between strains
originated from similar environments, i.e. AMD. To this aim, a
hierarchical clustering was established based on genomic compar-
isons (Figure 2C). Interestingly, the clustering obtained was
different from that of the 16S rRNA/rpod-based phylogenetic
trees (Figure 2A). Indeed, all strains that originated from AMD
heavily loaded with arsenic, i.e. “Tm. arsenivorans” and strains 3As,
CBl1, CB2, CB3 and CB6, grouped together, whereas Ynysl and
Tm. perometabolis formed a distinct group. Genes possibly
dispensable for AMD survival were therefore searched for and
we identified 2541 CDS conserved in all strains originated from
AMD, and these CDS may constitute the “AMD” core genome of
Thiomonas. Interestingly, several genes present in the ThGEI-L and
ThGEI-O were conserved in AMD-originated strains but absent
in the other strains (Figure 5).

The ThGEI-L carries genes involved in panthotenate and
biotine synthesis, and may confer auxotrophy to the strains
carrying this island. Moreover, genes encoding Co/Zn/Cd efflux
pump were present in this GEI. In addition, this island is
particularly rich in proteins with GGDEF and EAL domains. The
GGDEF or EAL domain proteins are involved in either synthesis
or hydrolysis of bis-(3"-5") cyclic dimeric GMP (c-di-GMP), an
ubiquitous second messenger in the bacterial world that regulates
cell-surface-associated traits and motility [43,44]. Because of the
presence of such genes in the vicinity of 2 genes involved in
chemotaxis, this island may be important for Thiomonas strains to
form biofilm, a cellular process involved in resistance to toxic
compounds [37]. Indeed, some of these genes are duplicated in
CB2 and CB3 and these two strains were shown to develop better
biofilm synthesis capacities (Table S2). This island also carries
several genes encoding integrases and components of T4SS, such
as virB1, virB4, trbBCD, traCEFGI, mob and a pilE-like gene. The
presence of such genes suggests that this island originated from an
integrative and conjugative element (ICE) that disseminates via
conjugation [45]. These observations suggest that this island may
be still mobile.

ThGEI-O contains the aox and ars2 genes (Figure 5). In
addition, several other genes were found such as mer, cop, cus and
cad genes involved in mercury, copper and cadmium resistance,
respectively, ¢ps involved in sulfate assimilation, and moe/moa genes
involved in molybdenum cofactor biosynthesis as well as genes
involved in exopolysaccharide production. The synteny of the
genes found in 7hiomonas sp. 3As ThGEI-O is not conserved in
other arsenic-oxidizing bacteria (Figure 5). Several genes present
in this region are duplicated in CB1 and CB6 (i.e. the cop and aox
genes), or in CB3 (1. e. mer, cop, cus, dsb, cys, ars, moe/ moa, aox, and
pixB genes). Only a single copy of this region is present in CB2 and
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3As. PCR amplification and sequencing revealed that this ThGEI-
O island is located in a different genomic region in CB2 as
compared to 3As. Moreover, the aox and ars genes found in the
ThGEI-O are duplicated in “Tm. arsenivorans” but absent in Ynysl
and Tm. perometabolis. Indeed, these two strains were unable to
oxidize As(III), their As(III) resistance was lower than that of the
other strains, and gene PCR amplification of aox and ars2 failed
with DNA extracted from these strains (T'able S2). Altogether, the
presence of at least one copy of these genes in all six strains isolated
from arsenic-rich environments (i.e. 3As, CB strains and “Tm.
arsentvorans™) suggests that this GEI is of particular importance for
the growth of Thiomonas strains in their toxic natural environment,
AMD.

The evolutionary origin of the ThGEI-LL and -O was
investigated using two different approaches. First, we performed
the phylogenetic analysis of the 196 genes contained in these two
islands (Table S4, Table S5). The resulting trees revealed that
these genes have very different evolutionary histories suggesting
that the formation of ThGEI-L and —O islands occurred through
the recruitment of genes from various origins by HGT (Table S4,
columns 2-5). Interestingly, the closest homologue of 30/75 and
22/121 3As genes, in ThGEI-L and —O respectively, is found in
other Thiomonas species (mainly Tm. intermedia), suggesting that the
formation of these islands occurred prior to the diversification of
the Thiomonas genus and is thus relatively ancient. This hypothesis
is supported by the global correspondence analysis (COA)
performed on the entire genome. Our results did not reveal any
particular codon usage bias, strengthening the hypothesis that
these ThGEIs are ancient in Thwomonas genus (Figure S3). This
may explained why the major genes of these two islands are
present in 3As, CB1, CB2, CB3, CB6 and ““ Thiomonas arsenivorans”,
as for example, the ars2 operon and aox genes of the ThGEI-O.
The phylogenetic analysis of aox genes revealed that all Thiomonas
sequences grouped together with relationships that are very similar
to organism relationships inferred with 7po4 (Figure S4A and S4B).
This indicates that these genes were already present in the
Thiomonas ancestor and vertically transmitted in this genus, but lost
in Ynysl and Tm perometabolis. The phylogenetic analysis of the
arsB genes, revealed that all Thiomonas sequences found in the
ThGEI-O (i.e. arsB2 from 3As, CB1, CB2, CB3, CB6 and “7m.
arsentworans”), grouped together but not with arsBI1 genes that are
part of the core genome of Thiomonas. Moreover, the evolutionary
histories of these two proteins are different: ArsB1 proteins belong
in a group containing mainly Alpha-Proteobacteria, whereas
ArsB2 seems more closely related to Gamma-Proteobacteria
(Figure S4C). These observations revealed that the ars! and ars2
operons were not acquired from the same source or at the same
time.

Discussion

The exploration of the Thiomonas sp. 3As genome suggests that
this strain has a wide range of metabolic capacities at its disposal.
Many of them may make this bacterium particularly well suited to
survive in its extreme environment, the acidic and arsenic-rich
waters draining the Carnoulés mine tailings, as for example
biofilm formation and heavy metal resistance. Moreover, some
metabolic capacities are unique as compared to another arsenic-
resistant bacterium, whose genome has been recently sequenced
and annotated, 1. arsenicoxydans, a strict chemoorganotroph,
isolated from activated sludge [38]. The first metabolic idiosyn-
crasy of Thiomonas sp. 3As is its particular carbon and energy
metabolic capacities. Indeed, several organic or inorganic electron
donors, such as reduced inorganic sulfur compounds [31], could
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be used. Second, some Thiomonas strains, i.e. CB1, CB3, CB6 and
Tm. arsenivorans, carry two copies of the aox operon. As far as could
be ascertained, this is the first example of aox gene duplication.
Finally, Thiomonas sp. 3As is able to grow at pH 3. Several genes
potentially involved in acid resistance were found in Thiomonas
genome. In addition, the Carnoulés toxic environment may cause
severe DNA damage in Thiomonas sp. 3As, since arsenic is a co-
mutagen that inhibits the DNA repair system [41]. DNA repair
genes that have been previously shown to be induced in the
presence of arsenic in H. arsenicoxydans were all found in Thiomonas
sp. 3As genome, and the expression of pold has been shown to be
induced in the presence of arsenic [8]. These observations suggest
that this bacterium may respond to DNA damage. Nevertheless,
we can hypothesize that these stressful conditions may lead to
genomic rearrangements in 7hiomonas genome. This could explain

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

the important genomic diversity observed among the members of
both the 3As species and the Thiomonas genus.

At the intra-species level, the dispensable genome defined by
comparison of the CB strains with the 3As genome corresponds to
25.3% of Thiomonas sp. 3As genome. By comparison, this value is
higher than that observed, with the same approach, in other
bacteria such as S. agalactiae (18%) [46], lower than values
calculated in the case of a pathogenic E. coli (32.4%) [47], and
similar to the value obtained in Bacillus subtilis (27%) [48]. The
value calculated for Thiomonas 3As and CB strains is very high,
considering that these strains were isolated from the same site,
closely related, and appear to share a recent common ancestor, as
illustrated by our phylogenetical analyses. Consequently, we
observed that despite strong sequence identities of housekeeping
genes such as 16S rRNA or 7pod, the whole genome DNA-DNA
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hybridization value was relatively low, close to or less than 70%,
for strains CB2 and CB3. Conventionally, this should indicate that
these bacteria belong to separate evolutionary lineages and must
be considered as different species [49]. However, the 16S rRNA-
rpod based analysis and CGH experiments revealed that the low
DNA-DNA hybridization value correlates with the duplication or
absence of several GEIs in these strains. Consequently, we
proposed that despite low DNA-DNA hybridization values, these
five strains do indeed belong to the same species. Similarly, the
DNA-DNA hybridization values obtained with Thiomonas sp. 3As
as compared to strains Ynysl and Tm. perometabolis were very low,
as previously observed [5,10]. Altogether, the great genetic
diversity observed in the present study by CGH experiments
revealed that DNA-DNA hybridization method may not be
appropriate to evaluate evolutionary lineages in 7hiomonas strains.
In this respect the CGH approach seems to be a reliable
phylogenetic tool for typing these strains, as suggested in previous
studies on other bacteria [47,50].

19 GElIs constitute a large flexible pool of accessory genes that
encode adaptive traits. Some of these genes are not required for
survival in AMD, since they were not found in all AMD-originated
strain genome and correspond therefore to the dispensable gene
pool. On the other hand, CGH-based clustering analysis revealed
a significant relationship between 3As, CBI1-6 and “Tm.
arsentvorans”, which originate from geographically distinct but
similarly arsenic-rich environments. The Thiomonas sp. 3As strain
and “Tm. arsenivorans” form two distinct groups on the basis of
phylogenetical, physiological and genetic analyses. Nevertheless,
the percent of flexible CDS of Thiomonas sp. 3As with “Tm.
arsentvorans”, is relatively low (18.4%), as compared to the value
obtained with Ynysl and Tm. perometabolis (37.9% and 53.6%,
respectively). This value obtained with “Tm. arsenivorans” was in the
same order of magnitude as the value obtained with CB2 and CB3
(23% and 23.6%, respectively). Altogether, 70% of the Thiomonas
sp. 3As genome was conserved among all strains originated from
AMD. Interestingly, two GEIs were conserved or duplicated in all
these strains originated from AMD, i.e. ThGEI-O that carries the
arsenic-specific operons ars2 and aox, and genes involved in heavy
metal resistance, and ThGEI-L that carries several genes involved
in heavy metal resistance, biofilm formation and/or motility.
Therefore, these GEIs shared by these species are presumably part
of the AMD-originated Thiomonas core genome. This observation
suggests that the acquisition or loss of these GEIs contributes to the
evolution of this subgroup of the 7hiomonas genus and that the
evolution of Thiomonas strains has been influenced by their similar
environments.

Several observations suggest that 7Thiomonas genome evolved by
acquiring GEIs through horizontal gene transfer or by genome
rearrangement. In the case of two islands, ThGEI-L and —O, an
in-deep phylogenetic analysis revealed that these islands have a
composite structure probably due to secondary acquisition or
losses/rearrangements of some genes. In the case of other GEls,
the existence of HGT is suggested by the fact that genes form
syntenic blocks and their GC% were divergent from the rest of the
genome. Three mechanisms, i. e. conjugation, transduction and
natural transformation, known to be involved in HGT in bacteria
[14] may explain GEIs acquisition in Thiomonas. One prophage
was found in the 7hwomonas genome and may contribute to
horizontal gene transfer, as previously shown in pathogenic
bacteria such as Vibrio cholera, Yersinia pseudotuberculosis, Bartonella
[51-54], Cyanobacteria [55,56] or for the transfer of pathogenic
island from S. aureus to Listeria monocytogenes [57]. In addition, genes
encoding Type IV secretion systems (T4SS) were carried by the
pTHI plasmid and the ThGEI-L. It has been recently proposed
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that GEI-type T4SS are involved in the propagation of GEIs
[45,58]. Therefore, it could also be possible that 7Thiomonas
acquired such islands by conjugation. Orthologs of Neisseria
gonorrhoeae genes involved in natural transformation [59] were also
found in Thiomonas sp. 3As genome, i.c. the pil genes encoding a
type IV pili components and comALMP. This suggests that
Thiomonas strains are able to acquire exogenous DNA. Finally,
several observations suggest that 7%iomonas genome has undergone
genomic rearrangements contributing to its evolution, as illustrat-
ed for the two GEIs, ThGEI-L and -O. Such rearrangements may
be promoted by repeat sequences or duplications, that are at the
origin of recombination [60]. Indeed, repeats sequences represent
7.62% of the Thiomonas sp. 3As genome, and some of the loci
found in the GEIs are duplicated with high sequence identities, as
ThGEI-C and ThGEI-S that are almost identical. In addition,
several IS elements are highly similar, sharing more than 70%
nucleotide identity. Interestingly, the majority of the ISs present in
the Thiomonas sp. 3As genome are found in GEIs. This observation
suggests that ISs duplication has played a significant role in both
assembly and evolution of these islands, or participated in GEI
reshuffling. Altogether, conjugation, transduction, natural trans-
formation and recombination may be at the origin of the high
genomic content divergence observed among 7hiomonas strains.

In conclusion, evidences presented here suggest that Thiomonas
sp. 3As has acquired some of its particular capacities that
contribute to its survival and proliferation in AMD by horizontal
gene transfer and genomic rearrangement. Furthermore, these
data revealed a high degree of genetic variability within the
Thiomonas genus, even at the intra-species level. Indeed, the
analysis of duplications and deletions of GEIs in several strains
revealed the huge significance of these GEIs in the evolution of the
Thiomonas genus, as well as the influence of the natural
environment on the genomic evolution of this extremophile. The
majority of intra or inter-species comparisons carried out thus far
have concerned pathogens. Our analysis shows that GEIs play also
an important role in the evolution of environmental isolates
exposed to toxic elements.

Materials and Methods

Bacterial Strains

Thiomonas sp. 3As was obtained from the acidic waters draining
the Carnoulés mine tailings, southeastern France [5]. Thiomonas
strains CB1, CB2, CB3 and CB6 were isolated from the same site:
briefly, the isolates were purified by repeated single colony
isolation on either R2A medium (Difco; strains CB1, CB2 and
CB3) or 100:10 medium ([61]; strain CB6). Physiological,
phylogenetic and genetic analyses of these four strains were
performed as described previously (Tables S2, S6, [8]). Strains
Thiomonas Ynysl [62], Tm. perometabolis [63] and ““Tm. arsenivorans”
[9] were cultivated as previously described [8]. DNA-DNA
hybridization was carried out as described by [64] under
consideration of the modifications described by [65] using a
model Cary 100 Bio UV/VIS-spectrophotometer equipped with a
peltier-thermostated 6x6 multicell changer and a temperature
controller with i situ temperature probe (Varian).

DNA Preparation, Sequencing, and Annotation

DNA was extracted and purified from liquid cultures of pure
isolates as previously described [8]. The complete genome
sequence of Thiomonas sp. 3As was determined using the whole-
genome shotgun method. Three libraries were constructed, two
plasmids and one BAC to order contigs, as previously described

[38]. From these libraries, 26,112, 7,680 and 3,840 clones were
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end-sequenced, and the assembly was performed with the Phred/
Phrap/Consed software package (www.phrap.com), as described
previously [38]. An addition of 3,292 sequences was needed for the
finishing phase. Coding sequences were predicted as previously
described [38]. Putative orthology relationships between two
genomes were defined by gene pairs satisfying either the
Bidirectional Best Hit criterion or an alignment threshold (at least
40% sequence identity over at least 80% of the length of the
smallest protein). These relationships were subsequently used to
search for conserved gene clusters (synteny groups) among several
bacterial genomes using an algorithm based on an exact graph-
theoretical approach [66]. This method allowed for multiple
correspondences between genes, detection of paralogy relation-
ships, gene fusions, and chromosomal rearrangements (inversion,
insertion/deletion). The ‘gap’ parameter, representing the maxi-
mum number of consecutive genes that are not involved in a
synteny group, was set to five. Manual validation of automatic
annotations was performed in a relational database (ArsenoScope,
https://www.genoscope.cns.fr/agc/mage/wwwpkgdb/MageHome/
index.php?webpage = mage) using the MaGe web interface [67]. The
EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl) accession numbers for the
genome of Thiomonas sp. 3As are FP475956 (chromosome) and
FP475957 (plasmid).

Comparative Genome Hybridization (CGH) Array

A custom 385K array for the Thiomonas sp. 3As chromosome
and plasmid was designed and constructed by NimbleGen
Systems. This DNA array encompasses 3,645 CDS of the 3As
genome. Probe length was 50 nt and current mean probe spacing
was 7 nt. Genomic DNAs from all strains were extracted with the
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). DNA samples
were labeled and purified using the BioPrime Array CGH
Genomic Labeling System protocol (Invitrogen). Test (Cy3-
labeled) and reference (Thiomonas sp. 3As genomic DNA, Cy5-
labeled) genomic DNAs were combined (400 pmol fluorescent dye
cach) and were co-hybridized to the array for 16 h at 42°C in a
MAUI Hybridization System (BioMicro System) and slides were
washed according to NimbleGen’s recommendations. Dye swap
experiments were used to compare Thiomonas sp. 3As and
Thiomonas sp. CB1 genomic DNAs. Arrays were scanned with an
Axon 4000B scanner. Data were acquired and analyzed using
NimbleScan 2.0 and SignalMap 1.9 software (Roche, NimbleGen)
and analyzed using the Partck Genomics Suite software (Partek
Incorporated, St. Louis, Missouri, U.S.A.). Briefly, log2-ratios
(Cy5/Cy3) were calculated using the segMNTT algorithm and gains
and losses of genomic material were identified using Partek
Genomics Suite Software, as follows: the files were imported and
normalized with the gspline normalization [68] by NimbleScan.
These data were then imported into the Partek Genomics Suite
Soft. The segmentation was performed using the circular binary
segmentation algorithm from Olshen et al. [69]. Permutations are
used to provide the reference distribution to check a second time.
1000 permutations are run using the Partek software. If the
resulting p-value is below the threshold (p=0.01), then a
breakpoint is added. To verify deletions, PCRs were performed
as described in supplementary materials, using primers designed to
anneal at the borders of the expected deletions. The CGH data are
available in the database ArrayExpress, with the accession number

E-MEXP-2260.

Phage Excision and Electron Microscopy

Phage formation was induced by treating exponential cultures
with mitomycin C (0.5 pg/mL) for 24 h. The suspension was
negatively stained with 16% ammonium molybdate for 10 seconds
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and dried over Formvar-coated nickel grids. Grids were examined
at 40,000-fold magnification using a Hitachi 600 transmission
electron microscope at 75 kV and photographed using a
Hamamatsu ORCA-HR camera (Hamamatsu City, Shizuoka,
Japan) with the AMT software (Advanced Microscopy Techniques
Corp., Danvers, MA).

Phylogenetic and Correspondence Analysis

For each CDS, homologues were searched in NCBI databases.
The 300 sequences with the best score were aligned using
ClustalW [70]. Alignments were checked by hand and positions
with more than 5% of gaps were automatically removed.
Neighbor-Joining trees were constructed and analyzed to deter-
mine the evolutionary origin of each CDS (Table S4). The
correspondence analysis (COA) [71] was performed using the
library FactoMineR (http://factominer.free.fr) from the statistical
package R (http://www.r-project.org). For all annotated genes of
Thiomonas sp. 3As, we determined all the relative synonymous
codon usage values [72] obtaining a matrix where the rows
represent the genes and the 57 columns are the RSCU values for
individual codons. As usual, the 3 TER codons were excluded
from the analysis. Codons corresponding to Cystein (TGC/TGT)
and the duet of Arginine (AGG/AGA) were also removed from
the analysis as they induce systematic artefactual biases [73].

Supporting Information

Figure S1 Circular representations of 7hiomonas chromosome
and pTHI plasmid. Gene organization found in (A) the Thiomonas
sp. 3As chromosome. The localisation of the 19 GEIs (A-S) is
schematized with grey triangles; (B) the plasmid pTHI. Circles
display (from the outside): (1) GC percent deviation (GC window -
mean GC) in a 1000-bp window; (2) Predicted CDSs transcribed
in the clockwise direction (red); (3) Predicted CDSs transcribed in
the counterclockwise direction (blue); (4) GC skew (G+C/G—C) in
a 1000-bp window; (5) Transposable elements (pink) and
pseudogenes (grey).

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s001 (26.67 MB

TIF)

Figure 82 Duplication of genes found in the several GEIs. Only
those with high amino acid identities are shown.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s002 (0.95 MB 'TTF)

Figure 83 Factor maps obtained by crossing the first and second
axes of the correspondence analysis computed on 3,632 Thiomonas
sp. 3As genes. For clarity, genes that are not harbored in the 19
GElIs (defined in Table S3) are not represented.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s003 (0.94 MB TIF)

Figure 84 Phylogenetic trees of arsenic specific genes compared
to 7poA. blue: gamma-Proteobacteria; brown: Hydrogenophilales;
orange: Methylophilales; light green: Nitrosomonadales; deep
green: Rhodocyclales; red: Neisseriales; pink: Burkholderiales. (A)
rpod; (B) aoxB; (C) arsB.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s004 (2.19 MB 'TTF)

Table S1 List of ISs present in Thiomonas sp. 3As genome and
plasmid.
Found at:
XLS)

doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s005 (0.05 MB

Table S2 Summary of physiological and genetic data obtained
from the Thiomonas strains used in this study.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s006 (0.04 MB
DOC)
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Table 83 Genomic Islands (GEIs) or islets found in the
Thiomonas sp. 3As genome.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s007
XLS)

(0.04 MB

Table S4 Phylogenetic analysis of the 75 genes contained in the
ThGEI-L island.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s008 (0.04 MB
XLS)

Table 85 Phylogenetic analysis of the 121 genes contained in the
ThGEI-0 island.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000859.s009 (0.05 MB
XLS)

Table S6 PCR targets and GenBank Accession IDs of strains
used in this study.
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Fig. S1- Circular representations of Thiomonas chromosome and pTHI plasmid. Gene organization
found in (A) the Thiomonas sp. 3As chromosome. The localisation of the 19 GEls (A-S) is schematized
with grey triangles; (B) the plasmid pTHI. Circles display (from the outside): (1) GC percent deviation
(GC window - mean GC) in a 1000-bp window; (2) Predicted CDSs transcribed in the clockwise
direction (red); (3) Predicted CDSs transcribed in the counterclockwise direction (blue); (4) GC skew
(G+C/G-C) in a 1000-bp window; (5) Transposable elements (pink) and pseudogenes (grey).



O
N
d
O E
W
L r
r F , i
H : g m—— 0
9 1]\. F _ o e G
4 t F a\wﬂ\ﬂ\sWuuﬂ\u\m\\“\ d
= ——— —
q o .. .0 AH\.\x A
/
-p - )
i m| S
s|39 SER
BYl0

Fig. S2-Duplication of genes found in the several GEls. Only those with high amino acid identities are

shown.



L ! 1 L L L L | L L L | L L L ! | L L L L | L
1 x o A
| | m B
s c
J A A D
- 3
0.4+ -
- 1 G
L > H
i *A + |
| = x x 3
3.3
q | 'y = x - K
02_ o ‘ > A e oL
. . | ¢ x X M
° i o A1 .
4 x F'y x N
x ] X? * [ *
L >y PR wﬁeA EO ) A . % A O
1 D | T AL * x x e P
22,4 1 4 s ¢ (S N v m S - x %
4 ™ ,#*r s \‘m.;irjl,{ A_ 2 .m Q
e i tSemdmgoE & e T o mT L R
0 Ay L oo s glon T AL B, Mgy T Tx s
N . % AL A L g kB 5 ook THg S - pATG X
7 ! Al U“"‘.iﬂsu’ L .lall e ve
N A * =
[7)] * ¢ ) L . P x x x>
- g * >, A O ¥ Pavvl AX
ok  m, 0% > * + - A X
X WAk xRN o A% b out v e "
1 s L% A @ ’A e A0y ° IS N
< "k x . - 'm « % % £
_O 2— A B xx = x A X
x . Ai % * ] A
b . Rl B -
] ] u x x
u ! ¥ *  x *
T A x x A
0.4 ¢
“J. - X
1 .
0.6 :
97 . N
-0. : — ————

025 0 025 05  0.75
Axis 1

Fig. S3- Factor maps obtained by crossing the first and second axes of the correspondence analysis
computed on 3,632 Thiomonas sp. 3As genes. For clarity, genes that are not harbored in the 19 GEls
(defined in Table S3) are not represented.



01

it i politanis c2 YP_003282487 ]
oceani ATCC 19707 vP_344288

Xylaila fastidiosa $abc NP_208456
it mohilis Nb-2371 2P_01127878
Thi ibric sp. HL-EBGRT YP_0U2514366
l—— Cellvibrio japenicus Uedat07 vP_o01961233
Pseudk stutzen AT507 vo 001171348

if ATCC 17978 vF_007085055
Afcan b K2 YP_692142
Hahella chayl js KCTC 2386 YP_d37262
P, joal ica Thc yr_B60584
Shewanelia baltica OS155 YP_001052473
Vibrio cholerse ABVSE008

Escherichia coli 83972 zP_p4001232

! D R2866 ZP_00158857
Thiobacillus denitrificans ATCC-25259 vp
I Metity i HTCC2181 zP 015526857
100 ® ium KB 13 ZP_050818186

it

100 ™= Nitroscmuonas suropzea ATEE 18718

I'—— Sideroxydans lithotrophicus ES-1 ZP_05339050
100 e

1eia ferruginea E8-2 ZP_ 551
Azoarcus sp. BHT2 vE
96 Aromataleun aromatic

B4 hauera.sp. MZ1T vP_ 003
Candidatus Accumnulibacter phosphatis clade A str. UW-1 YP_003168656
&8 Dechioromponas afomalice RCB vP_2B35T4
Lanbacier hongkongensis HLHKS YP_00z794283
_Ezl__EChmmobacrenum wvislacaum ATCC 12472 NP_snasan
83 Lutteifa pitrofemum 2002 28 _osiomsa
91 [— Eilenelia corrodens ATCC 23834 29
Kingeita eralis ATCC 51747 2P _nag
00 Neissena flavescens NRLIOOT H210
Nelssera mucosa ATCC 25956
Nevssenia sicca ATCC 2925678 05319298
Neiwssena cinersa ATCC 14685 27 osaazssn
Neisseria lactamica ATCC 23870 zP_059e5202

(284

hinticus QLWEPTOMIVA-1 ¥R

115 oA

TSE A

1, WAIBE A

Gamma-Proteobacteria

] Hydrogenophilales

Nitrosomonadales

— Nitrosomonadales

Rhodocyclales

% Rhodocyclales

Neisseriales

Burkhelderiales




Marinobacter santoriniensis ACFogns1
uncultured organism ABD35910

Pseudomonas sp. 1 ABY19326
93— Pssudomonas sp. TS44 AcBosa43

_|:mculfured organism ABD35898
84 b sp. 83 aBvigazs

88

arsenite-oxidising beta pmzeobactenum NT-14 aBD72809
E unculfm.'"ed bacterium aBeoz1e7
Acido

_L_ uncuﬂured bactenum ABE02198
e6% uncuftured bacterium asEc2203

rax Sp. 75 A

&1 Rhodofera
B uncultured bacterium aBy19347
sa|_| arsenite-oxidising beta proteobacterium WA13 aBD72613
911 arsenite-oxidising beta protecbacterium WA 18 aBn72614
uncultured organism ABD3sE06
uncultured orgam‘sm ABD35S0S

34l uncultured organism ABD25904

62~ uncultured organism ABD35902
R — uncultured organism aBD35896
uncultured bacrenum Aswsasa

&4

82 — uncultured orgamsm ABD35889
F uncuftured organism AgD35891
uncultured bacterium agy19358
uncultured bacterium asy1sasz
Pseudomonas sp. D20HCJ asv19332
Acinetobacter sp. 33 ABY18331 Gamma-Proteobacteria
70— Pseudomonas sp. 46 aBy18333
— uncultured bacterium ABy19342

01

00 uncultured bacterium sBeozz07
85 l_ uncultured bacterium ABEc2208

8L uncultured bacterium ABe02200

_:uncuh‘ured bacterium aBy13z62
100 VIO TG4 Al 19323

Buren a 50 sk

uncultured organism ABD35909
65| | uncultured bacterium ey 19350
uncuirured bacrenum ABE02209

57

ncuh‘ured bacterium Agvis3s6
arsenite-oxidising beta protecbacterium NT-10 ABD72610
arsemfe—oxadﬁsmg beta profeobactenum WA20 sBo72615

unwfrured orgamsm ABD35908
r-f TN 1898 arseric 09
uncultured bacterium ABE02201

uncultured bacterium aBe02210

uncultured bacterium aBy19345
T"'_| 10r
uncultured bacterium Acas34s3
87 uncultured bacfenum ACABI4B4

S arsemvorans ABy1931g

Pseudomonas sp. 72 ABY12230 | Gamma-Proteobacteria



__|:Deinococcus geothermalis DSM 11300 ve_594276 \
100 Deinococcus geothermalis DSM 11300 ve_s94058

C Leptospirilium ferriphilum aAsqazsss

100 Lenfosmnﬂum rubamm EAVST?&D

100

g
Thiomonas b
Acidiptilium crvotum JF-5 vP 001235822
5 Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 vp_g02226881
Acidithiobacillus caldus ATCC 51756 zp_05293143 Deinococci
Leptospirillurn ferrodiazotrophum Eesszisz | Nitrospirae
Acetobacter pasteurianus IFO 3283-01 vP ooz189da1 Burkholderi
Gluconacetobacter diazofrophicus PAl 5 ve do1603873 urkholderiales
gncggurgd bactenugr .fc;nmrﬂ( . Gamma-Proteobacteria
'svchrobacter crvohalolentis K5 ve seorzs ¥ ;
Psvchrobacter arcticus 273-4 ve 2sazaz Alpha-Froteshactoria
Aurantimonas manaanoxwdans S5185-8A 1 zp o1228380
Xanthomonas orvzae pv. ofvzae PXO99A vp 001813397
Azorhizobium caufmodans ORS 5?1 rr' 0071524188

R
3AS AC

Merhvfsbacrenum ex rorauens AM? Ve GozeeasT2
Methvlobacterium extorauens DM4 vP 003071373
Methviobacterium sopuli BJOOT vP 001923408
Methviobacterium extorauens PAT ve oo1638381

63 Methviobacterium radiotolerans JCM 2831 ve_001754080

Chromohalobacter salexiaens DSM 3043 v 573538
EE Thioalkalivibrio sp. HL-EDGRT vP 002514584
97 Halorhodosnira halophila SL1 vP 001001505

Rhiodooseudomonas palustris CGAQOS nF 947602

Yersinia mollareti ATCC 43969 7e 04639975

Cronobacter sakazakii ATCC BAA-894 vP_oo1440519
Dickeva zeae Ech1591 yr co3po4781

97 Shewanella putrefaciens CN-32 ve_go1185334

Shewanella sp. W3-18-1 vr gsazz0

Serratia marcescens cABag405

Yersinia pseudotuberculosis PB1 + vP oo1871260 Gamma-Proteobacteria
Yersinia intermedia ATCC 29909 zp 04635817 i i
Providencia stuartii ATCC 25827 ze 02961507 Alghs-Eromebaairie
Yersinia aldovae ATCC 35236 zr 04618113

a[ Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081 yr_ootoare3s
Escherichia coli Pogss1

Yersinia enteracolitica subso. enterocolifica 8081 ve_cotoo7537
Klebsiella pneumoniae 342 vP 002235704

Escherichia coli ACIT6149

Klebsiella oneumoniae 342 ve oozz3serz

Citrobacter vounaae ATCC 29220 zP 03836215

Yersmaa f.-edenksem: ATCC 33541 2P 04631221

—{—— Bordetella f DS 12804 321
&7

Nitrosomonas sp. AL212
I\unoqomonas sp. AL212

g

Burkholderiales

Nitrosomonadales

— I N

Diaphorobacter sp. TPSY v
Ochrobactrum triticr AsFz2
7{?-ﬁr.‘urw§ -.Hﬂurlm:

T-'W.omJ

Comam
Comamonas t

CN P Nitrospirae

vorans S =
Psvchmbacfer SD. PRWF 1 vP 001280038 Burkholderiales
Enhydrobacter aerosaccus SK60 zr 05619806 Gamma-Proteobacteria
) ; Enhvdrobacter aerosaccus SK60 zr 05620865 |  Ajpha-Protechacteria
Acidithiobacillus caldus aax3ssTs

H(—.‘I‘."n‘l.‘l’]‘.‘]"!?!‘)":.1 arse .V(ch"\ ¥i? 001101528
Ha-'athfobac:ﬂus neapolitanus c2 vP_o03262331

Pssudomonas syringae pv. l‘omafo >
Pseudomonas oufida KT2440 NP ra4062
Pseudomonas fiuorescens Pf-5 vp 259292

100= Pseudomonas putida KT2440 nF 744561
Pseudomonas svrinaae ov. tomato T1 zF 03396895
Pseudomonas outida cAc1ssss

Pseudomonas fluorescens Pf-5 yP_260393 )

Fig. S4- Phylogenetic trees of arsenic specific genes compared to rpoA. blue: gamma-Proteobacteria;
brown: Hydrogenophilales; orange: Methylophilales; light green: Nitrosomonadales; deep green:
Rhodocyclales; red: Neisseriales; pink: Burkholderiales. (A) rpoA; (B) aoxB; (C) arsB.
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Table S4. Phylogenetic analysis of the 75 genes contained in the ThGEI-L island

Gene Closest relative” Belong in a subgroup composed of” Origin® Global phylogeny" HGT®
THI_2314 Thiomonas intermedia Beta-Proteobacteria Proteobacteria
THI_2315 Thiomonas intermedia Beta/Gamma-Proteobacteria Proteobacteria
THI 2316 Thiomonas intermedia Beta/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria N“;‘é‘;’“s
THI 2317 Thiomonas intermedia Beta/Gamma-Proteobacteria Proteobacteria N“;’é‘_l‘,’“s

THI_2321
THI_2322
THI_2323
THI_2324
THI_2325
THI_2326

Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia
Acidovorax delafieldii
Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia

Beta/Gamma-Proteobacteria
Beta/Gamma-Proteobacteria
Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria
Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria

‘Two homologues only (Alpha and Beta)

? Few homologues in various phyla
Proteobacteria
Alpha-Proteobacteria
Proteobacteria Few homologues

Proteobacteria

THI_2328
THI_2329
THI_2330
THI_2331
THI_2333
THI_2334

Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia

Beta-Proteobacteria

Beta-Proteobacteria
Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria
Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria
Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria

Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria

THI_2336

THI_2337

THI_2338
THI_2339
THI_2340

THI_2341
THI_2342
THI_2343

Burkholderia
phytofirmans | Thiomonas
intermedia

Leptospirillum ferrodiazotrophum
(Nitrospirae)
Thiomonas intermedia
Halorhodospira halophila
Thiomonas intermedia

Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia

Beta-Proteobacteria

Beta/Alpha-Proteobacteria

Gamma-Proteobacteria

Beta/Gamma/Delta-Proteobacteria

Beta/Gamma/Alpha/Delta-Proteobacteria mixed

Beta/Gamma-Proteobacteria
Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria
?

Beta-Proteobacteria Two homologues only
Proteobacteria Few homologues
Proteobacteria Few homologues in other phyla
Proteobacteria Few homologues in other phyla
Proteobacteria Few homologues in other phyla
Beta-Proteobacteria 1§ found in other 0 ial and non ial
lineages
Homol ; b al T il
) found in other 0 al and non p il \Many HGT
lineages
Beta/G Proteobacteria Homologues found also in ]?eltﬂ-Pmteobactena and few other
lineages
Proteobacteria HGT HGT
Homol ; b ; T il
” ) found in other p 0 ial and non p il Many HGT
lineages
P b ia T 1 found also in Alpha-Proteobacteria and Eucarya

Homologues found also in few Eucarya and Archaea

Homologues found in various phyla Many HGT

\7

THI_2345

THI_2346

3 homologues found in Alpha-
Proteobacteria and Cyanobacteria

Thiomonas intermedia

Beta/Gamma-Proteobacteria

? Homologues found in various phyla Many HGT

THI_2348

THI_2350

THI_2355
THI_2356

THI_2357
THI_2358

Thiomonas intermedia

3 Beta-Proteobacteria

Beta-Proteobacteria
3 Aquificales

Thiomonas intermedia

Beta/Gamma-Proteobacteria

Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria

Beta/Gamma-Proteobacteria
Mixed Proteobacteria

Beta/Gamma-Proteobacteria No homologues present in other bacterial phyla

Homologues found in various phyla (mainly Actinobacteria and
Firmicutes)

Homologues also found in few other phyla HGT
No other homologues detected
? Homologues also found in few other phyla (mainly Actinobacteria) HGT
? Homologues also found in few other phyla Mainy HGT

THI_2361
THI_2362
THI_2363
THI_2364
THI_2366

THI_2372
THI_2373

THI_2374
THI_2375

THI_2376
THI_2377

THI_2378

THI_2379

THI_2380
THI_2382

THI_2385

THI_2388

THI_2394

THI_2395
THI 2396

Beta-Proteobacteria
Beta-Proteobacteria
Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia
Beta/Gamma-Proteobacteria

Thiomonas intermedia
Delta-Proteobacteria

Few Beta/Gamma-Proteobacteria
Thiomonas intermedia

Beta/Gamma-Proteobacteria mixed
Chloroflexi /Lentisphaerales
Few Beta-Proteobacteria including
Thiomonas intermedia
Few Beta-Proteobacteria including
Thiomonas intermedia

Thiomonas intermedia
Gamma-Proteobacteria

Thiomonas intermedia

Thiomonas intermedia

Mixed Nitrospirae and
Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria

Thiomonas intermedia
Thiomonas intermedia

Few Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria mixed

Few Beta/Alpha-Proteobacteria mixed
Mixed Proteobacteria
Mixed Proteobacteria
Mixed Proteobacteria

Mixed Proteobacteria

2

Mixed Proteobacteria
Beta/Gamma-Proteobacteria mixed

Mixed bacteria

Beta-Proteobacteria

Beta-Proteobacteria

Mixed Proteobacteria

Mixed Proteobacteria

Mixed Proteobacteria

Mixed Proteobacteria

found in few A ia

? Homol, found in few Acti ia

Distant homologues found in other phyla
Distant homologues found in other phyla

? Few homologues also found in Eucarya
5 Homologues found in Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria and
: Firmicutes/Actinobacteria
No homologues present in other bacterial phyla
? Distant homologues found in other phyla
?
? Many HGT
Beta-Proteobacteria No other homologues detected
Beta/Gamma-P b ia T 1 also found in few other phyla Mainy HGT

Few homologues also found in other bacterial phyla

Homologues also found in few other phyla Mainy HGT

HGT

Homologues also found in few other phyla

Mixed Nitrospirae and Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria ? Homologues also found in few other phyla HGT
Mixed Proteobacteria ? HGT
3 homologues in Gamma-Proteobacteria
Lines sharing same colour had a similar evolutionary route; “Determination of the closely related sequence to the gene of interest; ke p of the ic group ining the seq of interest;
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Table S5. Phylogenetic analysis of the 121 genes contained in the ThGEI-0 island

Gene Closest relative” Belong in a subgroup composed of” Origin® Global phylogeny“I HGT®
THI_3048 Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria ? Few other various bacterial sequences
THI_3050  Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria Few homologues in other bacterial phyla
TR s IR CRrorctalen g Rolzonsnay Few Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Few homologues in various bacterial phyla (mainly Firmicutes) HGT
naphthalenivor
THIB s et orcealenza Rolzonsney Few Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria ? Few homologues in various bacterial phyla (mainly Firmicutes) HGT

naphthalenivor

THI_3054 2 Pseudomonas Beta/Gamma/Delta/Epsilon-Proteobacteria Few homologues in other bacterial phyla and in euka/archaea Many HGT

THI_3057 Beta-Proteobacteria Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria mixed Many HGT
THI_3059 Few Beta/Gamma-Proteobacteria ? Few homologues present in other bacterial phyla Many HGT
THI_3060 2 Thiomonas intermedia No other homologues

THI_3062 Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria

THI_3066 2 Beta-Proteobacteria No other homologues
THI_3067 Acidovorax sp. Beta/Gamma-Proteobacteria Bet/G Al.pha- Few homologues present in other bacterial phyla Many HGT
Proteobacteria

THI 3068 Acidovorax sp. Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/G Al.pha- Few homologues present in other bacterial phyla Many HGT
- Proteobacteria

THI_3070 Leptothrix , Burkholderia Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria Few homologues present in other bacterial phyla Many HGT

THI_3071 Bradyrhizobium japonicum Few Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria ? Homologues present in other bacterial phyla Many HGT

THI_3072 Thiomonas intermedia Beta/Gamma-Proteobacteria mixed Beta/Gamma-Proteot ia Homol present in other bacterial phyla Many HGT

THI_3073 Gamma-Proteobacteria Gamma-Proteobacteria Few Beta/Alpha-Homologues

THI_3074 Thiomonas intermedia Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria Few homologues present in other bacterial phyla Many HGT

THI_3075 Thiomonas intermedia Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria No homologues present in other bacterial phyla

THI_3076 Thiomonas intermedia Beta/Gamma-Proteobacteria mixed Be{;/r(o}teobactzzha- Few homologues present in other bacterial phyla HGT

Homologues found also in 2 Cyanobacteria/l Firmicute/2
Bacteroidetes

THI 3081 Photobacterium profondum 2 Gamma-Proteobacteria/l Acidobacteria

THI_3084 Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Beta-P b ia Few I 1 present in other bacterial phyla (mainly Firmicutes) Many HGT

THI 3087 Thiobacillus denitrificans No other homologues detected

THI_3090 Burkholderia sp. Beta-Proteobacteria Beta/Gamma/A!pha—
Proteobacteria
THI_3091 Burkholderia multivorans Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/G Al.p ha- Few homologues present in other bacterial phyla HGT
- Proteobacteria
THI_3092 Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/Gamma-Proteobacteria Bet;i(;:r:;j:li};ha- Few homologues present in other bacterial phyla HGT
THI_3093 Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/G Al.p ha- Few homologues present in other bacterial phyla HGT
- Proteobacteria
THI_3094 Nitrosomonas eutropha Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/Gamma-Proteobacteria Few homologues present in other bacterial phyla HGT

THI 3097 Acidithiobacillus ferrooxidans Beta/Gamma-Proteobacteria ? Few homologues p r@sent in other b acteral phyla (mainly HGT
Actinobacteria)

THI_3098 Delta-Proteobacteria Few Beta/Gamma/Delta/Epsilon-P b ia P b ia Few homologues present in other bacterial phyla HGT

THI_3099 3 Beta-Proteobacteria Firmicutes Firmicutes Homologues found also in Actinobacteria

THI_3100 Bordetella petri Few Gamma/Delta-Proteobacteria (Desulfovibrio ) Proteobacteria Few homologues in various other phyla

THI 3101 Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Other homologues in few other phyla

B}

THI 3103 Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Few homologues in various other phyla

THI_3105 Azotobacter vinelandii Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria ?
THI_3106 Marinobacter sp. ELB17 Few Beta/Gamma/Alpha-proteobacteria ?
THI_3107 Lutiella nitroferrum Alpha/BetaProteobacteria ? Archaeal and other bactarial homologues
THI_3109  Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria ?
THI_3110  Verminephrobacter /Xanthomonas Beta/Gamma-Proteobacteria Gamma-Proteobacteria Few homologues on others bacteria phyla
THI_3111 2 Burkholderia Beta-Proteobacteria Beta/Gamma-Proteobacteria Few homologues on others bacteria phyla

THI_3113 1 Delta/1 Alpha-Proteobacteria Actinobacteria ? Actinobacteria/Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria
THI 3114 1 Delta/2 Alpha-Proteobacteria ? ? Present in many bacterial/archacal/eukaryotes phyla Many HGT
THI_3115 5 Actinobacteria Beta/Gamma-Proteobacteria ? Present in many bacterial/archacal/cukaryotes phyla Many HGT
THI 3116 Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria ? Present in many bacterial/archacal/eukaryotes phyla Many HGT
Beta-
THI_3117 Proteobacteria/Verrucomicrobia /Chla Proteobacteria? Present in few non proteobacterial phyla
mydiales
Beta-
THI_3118 Proteobacteria/Verrucomicrobia /Chla Proteobacteria? Present in few non proteobacterial phyla
mydiales
THI_3121 Beta/Delta-Proteobacteria Present in few non proteobacterial phyla
CTHIZZ2Z
THI_3123 Plesiocystis pacifica Beta/Delta-Proteobacteria ? Present in few non proteobacterial phyla Many HGT
THI_3124 Thiomonas intermedia 2 Beta/2 Delta-Proteobacteria
THI_3125 Thiomonas intermedia Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria
THI_3126 Thiomonas intermedia Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Proteobacteria
THI_3127 Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria/Chlorobi ?



THI 3131 Nitrospirae Actino/Beta-Proteobacteria ? Present in few non proteobacterial phyla Many HGT

THI_3134 Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria? Present in few non proteobacterial phyla Many HGT

Beta/Gamma/Alpha-
Proteobacteria
THI_3142 Thiomonas intermedia Beta-Proteobacteria Beta/Alpha-Proteobacteria Present in many Firmicutes/Bacteroidetes/Chlorobi

THI_3141 Thiomonas intermedia Beta-Proteobacteria

THI 3148 Acidithiobacillus caldus Few Actinot ia/Firmicutes/C; b ia ? Present in few non proteobacterial phyla (Firmicutes, eukaryotes) Many HGT

THI_3149 Few Beta/Gamma/.Alpha- Few Actinobacteria ? Present in non proteobacterial phyla Many HGT
Proteobacteria

THI_3150 Various Thiomonas Beta-Proteobacteria ? Present in many bacterial phyla Many HGT

THI 3151 Few Beta/Gamma/Alpha- Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Beta/Gamma/Alpha- Many HGT
Proteobacteria Proteobacteria

THI_3152 Thiomonas intermedia Few Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria ? Present in one Bacteroidetes

CTHLZIS

THI 3154 Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Present also in Gamma-Proteobacteria

THI_3155 Thiomonas intermedia Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Present also in Firmictes and few other bacteria

THI_3156 Thiomonas intermedia Various bacteria ? Many HGT

THI_3157 Thiomonas intermedia No other homologues No other homologues No other homologues

THI_3158 Thiomonas intermedia Beta-Proteobacteria Proteobacteria Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria

THI_3159 Thiomonas intermedia Beta-Proteobacteria Beta-Proteobacteria Few homologues pesent in few other bacterial phyla

THI_3160 Thiomonas intermedia Beta/Gamma/Alpha-proteobacteria/Aquificales

THI_3161 Thiomonas intermedia Actinobacteria/Beta-Proteobacteria ? Few homologues present in Chlorobi/Cyanobacteria

THI_3164 Thiomonas intermedia Beta-Proteobacteria ? Various bacteria/archaea

THI_3168 Bacillus mycoides i Various bacteria phyla Many HGT

THI_3172 Ammonifex degensii Beta/Gamma-Proteobacteria Beta/Gamma-Proteobacteria Few homologues
Many HGT/
THI 3173 Thiomonas intermedia Various bacterial phyla 2 B
duplications
THI 3174 Few Beta/Gamma-Proteobacteria Few Beta/Gamma-Proteobacteria Proteobacteria
THI 3175  Beta/Gamma/Alpha-Proteobacteria Various bacterial phyla ? Many HGT
Lines sharing same colour had a similar evolutionary route; ‘Determination of the closely related sequence to the gene of interest; bC position of the ic group ining the seq of interest; “Non

ambiguous evolutive origin of the sequence of interest; dDescri]:rtion of the general taxonomy of the homologous sequences; ‘based on the phylogenetic tree
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D. Discussion et conclusion

Des souches phylogénétiquement proches peuvent présenter de fortes différences
physiologiques, notamment métaboliques, mais également génétiques. Les deux études
présentées dans ce chapitre ont eu pour objectif d’identifier et de comparer les mécanismes
d’adaptation des différentes souches du genre Thiomonas a leur environnement et de

déterminer I'impact de ce dernier sur leur contenu génétique.

I. Métabolismes de I’'arsenic et du carbone chez des

souches du genre Thiomonas

Bien que les cing souches du genre Thiomonas étudiées soient phylogénétiquement
trés proches, la comparaison de leur physiologie et leurs métabolismes de I'arsenic et du
carbone a révélé de grandes différences physiologiques. Ces souches, appartenant a deux
groupes phylogénétiques, ont été isolées d’environnements différemment contaminés par
I'arsenic (Tableau 1). Alors que les environnements a partir desquels ont été isolées Tm.
arsenivorans, Tm. spp. 3As et WJ68 contiennent de fortes teneurs en arsenic, Tm. sp. Ynysl a
été isolée d’un sol faiblement contaminé. La concentration en arsenic des sédiments a partir

desquels a été isolée Tm. perometabolis n’est quant a elle pas connue.

Les réponses de ces souches a I'arsenic sont apparues trés diverses. Tout d’abord,
Tm. perometabolis et Tm. sp. Ynysl ne possédent pas les génes aox codant I'arsénite
oxydase, ce qui est en accord avec les données physiologiques de la littérature. Cette
caractéristique est trés probablement a mettre en relation avec la résistance moindre de ces
deux souches a I’As(lll) par comparaison aux trois souches arsénite-oxydantes. D’autre part,
la mobilité des cing souches est affectée différemment par I'As(lll), ce qui peut étre mis en
relation avec la capacité des souches a oxyder I'As(lll). En effet, alors que Thiomonas

perometabolis est non mobile et que la mobilité de Tm. sp. 3As n’est pas affectée par
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I'As(lll), Tm. arsenivorans et Tm. sp. WJ68, toutes deux arsénite-oxydantes, présentent une
induction de la mobilité en présence d’As(lll). D’autre part, Tm. sp. Ynys1, qui ne possede pas
les génes aox, présente une diminution de la mobilité en présence d’arsénite. Ces
observations soulignent la fonction de I'arsénite oxydase dans la résistance des cellules a
I’As(lll) mais soutiennent aussi I'hypotheése selon laquelle cette activité enzymatique a un

role énergétique.

Afin de comprendre plus en détail le réle de I’As(lll) dans le processus énergétique,
les souches Tm. arsenivorans et Tm. sp. 3As ont été étudiées par des approches de
protéomique différentielle en présence ou non d’As(lll). Ces deux souches ont été décrites
comme étant autotrophes en utilisant I’As(Ill) comme source d’énergie (Battaglia-Brunet et
al., 2006; Duquesne et al., 2008). Toutefois, dans les conditions de culture de cette étude,
seule Tm. arsenivorans a été capable de fixer le carbone inorganique en utilisant I'énergie
issue de I"oxydation de I’As(lll). L'incapacité de Thiomonas sp. 3As a pousser dans un milieu
minimum pourrait étre expliquée par une mutation ou absence d’un géne codant par
exemple pour une protéine de synthése d’un acide aminé ou d’une vitamine et entrainant
une auxotrophie. L'approche de protéomique a permis de mettre en évidence de fortes
différences métaboliques entre les deux souches. En effet, chez Tm. arsenivorans les
protéines impliquées dans la fixation du carbone sont accumulées en présence d’As(lll) alors
qgue l'inverse a été observé chez Tm. sp. 3As. Chez cette derniere les enzymes impliquées
dans les métabolismes du carbone (glycolyse et néoglucogeneése) sont aussi moins
abondantes en présence d’As(lll). Ces observations soutiennent I'idée que Tm. arsenivorans
est capable de croissance optimale en présence d’As(lll) alors que ce composé inhibe la
croissance de Tm. sp. 3As. Ces résultats corroborent les données physiologiques obtenues
dans le cadre de cette étude et soulignent la divergence existant entre les deux souches
entre |'assimilation du carbone inorganique et l'utilisation de I’As(lll) comme donneur

d’électrons.
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II. Comparaison génomique des souches du genre

Thiomonas

Peu d’organismes sont capables de coloniser les drainages miniers acides (DMAs), qui
sont des milieux caractérisés par des pH tres bas et de fortes concentrations en sulfates, fer
et autres métaux, ainsi qu’en arsenic (Johnson & Hallberg, 2003). Etonnamment, les espéces
du genre Thiomonas sont souvent retrouvées dans de tels environnements. Afin d’identifier
les adaptations spécifiques de ces souches a ces environnements extrémes, le génome de
I'une d’entre elles, Thiomonas sp. 3As, isolée du DMA de Carnoulés (Duquesne et al., 2008),
a été séquencé et analysé en détail.

L’exploration du génome a, entre autres, révélé la présence de genes conférant une
résistance aux métaux lourds (Cd, Co, Zn, Cu, Ag, Hg), a l'arsenic et a l'acidité. La
comparaison par puces CGH du génome de Thiomonas sp. 3As avec celui de souches du
méme genre voire de la méme espece a indiqué que la plupart de ces genes sont regroupés
dans des ilots génomiques. Ces régions, variables d’une souche a I'autre, sont des séquences
de 10 a 200 kb, délimitées par des séquences répétées de 16-20 pb. Elles présentent un
usage des codons et/ou un pourcentage GC différent du reste du génome et sont souvent
insérées entre des génes codant des ARNt ou similaires. Ces ilots génomiques jouent un role
fondamental dans la plasticité et I'évolution des génomes bactériens (Juhas et al., 2009).
Chez Thiomonas sp. 3As, ils représentent 21.5 % du génome. La perte ou 'acquisition de ces
régions pourraient expliquer, au moins en partie, les différences phénotypiques observées
entre les souches phylogénétiquement proches. Par exemple, la capacité a former des
biofilms varie d’une souche a I'autre, Thiomonas sp. CB2 et CB3 étant celles qui forment les
structures les plus importantes. Ce phénotype pourrait étre expliqué par le fait que les genes
impliqués dans la régulation de la mobilité et formation de biofilm sont contenus dans un
ilot génomique et sont dupliqués chez ces deux souches. D’autre part, certains ilots
génomiques sont retrouvés uniquement chez les souches isolées de DMAs. Ainsi,

I'acquisition des genes impliqués dans la résistance a I'arsenic (genes aox et ars2), au Co, Zn
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et Cu et de génes impliqués dans la régulation de la mobilité et formation de biofilm semble
correspondre a un mécanisme d’adaptation aux contraintes environnementales des DMAs.
Une région contenant un grand nombre de génes d’origine phagique a été retrouvée
dans certains des génomes. Il a été observé que les souches possédant cette région libérent
des phages filamenteux dans le milieu extérieur en présence de mitomycine, inducteur
universel des phages. Cette région semble donc correspondre a un prophage fonctionnel, qui

pourrait participer a la dynamique génomique des souches du genre Thiomonas.

En paralléle a I'étude de I'adaptation génomique des souches du genre Thiomonas
aux DMAs, linteraction des Thiomonas avec les autres souches présentes sur le site de
Carnoules a été étudiée par métagénomique. Cette approche a été mise en ceuvre sur les
sédiments du site et a permis la reconstitution de sept pseudogénomes dont un affilié au
genre Thiomonas. Un modele d’interaction entre ce pseudogénome et les autres a été
proposé, appuyant de précédentes observations selon lesquelles les souches du genre
Thiomonas jouent un rble essentiel dans le processus de bioremédiation naturel qui se
déroule dans le DMA de Carnoulés. En effet, leur activité d’oxydation de I’As(lll) couplée a
I’oxydation biologique et abiotique du fer, permet la précipitation de I’As(V) avec le Fe(lll)
(Bruneel et al., 2003). Par ailleurs, dans le modeéle d’interaction proposé, les souches du
genre Thiomonas tirent profit de métabolites (acides aminés et vitamines) produits par des
souches ne participant pas directement au processus de bioremédiation. Les résultats de
cette étude, a laquelle j'ai participée en réalisant des tests physiologiques, sont présentés

sous forme de manuscrit en cours d’évaluation (Annexe : Bertin et al., submitted).
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A. Introduction

La deuxiéme partie de ce travail de these repose sur I'étude de I'impact de I'arsenic
sur le développement de biofilms bactériens oxydant I’As(lll). L'objectif de cette étude est
d’identifier la réponse et les mécanismes d’adaptation des biofilms arsénite-oxydants au

stress arsénié.

L'initiation et la dynamique des biofilms bactériens sont fortement influencées par
les conditions du milieu extérieur, i.e. pH, concentration en oxygéne, nutriments, présence
de composés toxiques (Goller & Romeo, 2008). En effet, la formation d’un biofilm peut étre
induite en présence d’antibiotiques (Hoffman et al., 2005). Certains composés bactéricides
modifient également la cinétique de développement des biofilms, entrainant par exemple
des événements de mort cellulaire localisés ou la dispersion des cellules (Mai-Prochnow et
al.,, 2008; Pamp et al., 2008). L'arsenic, de par sa nature toxique, est donc fortement
susceptible d’influencer la formation et le développement d’un biofilm, ce qui peut jouer un
role capital lors de processus de bioremédiation. Dans le cadre de cette theése, la cinétique
de développement de deux biofilms bactériens a donc été étudiée en absence et en

présence de concentrations subinhibitrices d’As(ll1).

Herminiimonas arsenicoxydans, une B-protéobactérie isolée de boues activées d’une
station d’épuration industrielle fortement contaminée par I'arsenic, a été choisie comme
souche de référence. En effet, son métabolisme de l'arsenic a déja fait I'objet de
nombreuses études qui ont notamment montré que I'As(lll) induit la mobilité flagellaire des
cellules et également la synthése d’une matrice d’exopolysaccharides capable de séquestrer
I'arsenic (Carapito et al., 2006; Koechler et al., 2010; Muller et al., 2007; Weiss et al., 2009).
Ces deux mécanismes étant couramment impliqués dans la formation des biofilms,

I’'hypothése d’un effet de I'arsenic sur leur développement est d’autant plus probable.
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D’autre part, Thiomonas sp. CB2, une B-protéobactérie isolée du drainage minier
acide de Carnoulés, a été choisie comme représentante du genre Thiomonas, présentant un
intérét pour le procédé de bioremédiation, en raison de sa propension plus marquée que les
autres souches a former un biofilm (voir Chapitre 1. Physiologie et génomique de souches

du genre Thiomonas) (Arsene-Ploetze et al., 2010).

La microscopie confocale a balayage laser (CLSM) a été utilisée pour étudier I'impact
de I’As(lll) sur le développement de ces deux biofilms car elle permet de garder I’échantillon
intact et restitue I'organisation tridimensionnelle des structures, en collectant les
informations a chaque plan focal. Des marqueurs fluorescents, extrinséques ou intrinséques
a I’échantillon, peuvent permettre la visualisation des structures, le suivi du développement
du biofilm et de I'état physiologique des cellules (Pamp et al., 2009). Les avantages et les
inconvénients de ces techniques sont résumés dans le tableau 2. Dans le cadre de ce travail
de these, des lectines fluorescentes et des marqueurs de la perméabilité de la membrane

ont été utilisés.

Les travaux présentés dans ce chapitre ont révélé que la cinétique de développement
du biofilm des deux souches est affectée par I’As(lll) mais a des niveaux différents (Article 3 :
Marchal et al.,, 2010 et manuscrit en cours de préparation). En effet, alors que I’As(lll)
n’affecte que les premiéres étapes de la formation du biofilm d’H. arsenicoxydans, toute la
dynamique structurelle du biofilm de Thiomonas sp. CB2 est modifiée. Afin de déterminer
plus précisément les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement du biofilm
d’H. arsenicoxydans induits par I’As(lll), des mutants, déficients au niveau de leur motilité
flagellaire ou de leur activité arsénite oxydase, enzyme clé du métabolisme de I’As(lll), ont
été utilisés. Quant aux résultats présentés pour Thiomonas sp. CB2, ils décrivent I’'ensemble
des modifications de la dynamique structurelle du biofilm liées a I'As(lll). lls s’appuient
essentiellement sur des marquages différentiels des composants du biofilm, car, a ce jour,

aucune technique de mutagénése n’a pu étre appliquée a cette souche.
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Technique

Avantages

Inconvénients

Activité respiratoire
(coloration au CTC)

Coloration
différentielle en
fonction de la
perméabilité de la
membrane
Activité de synthese
des acides nucléiques

Génes rapporteurs

Marquage des
éléments
extracellulaires par
des lectines
fluorescentes

Le signal fluorescent fort et stable
permet la localisation des activités
respiratoires. La préparation de
I’échantillon est minimale.

Ce marquage permet d’'évaluer
I'intégralité de la membrane des
cellules individuelles, et de
facilement visualiser I'effet d’un
composé toxique sur le biofilm.

Le signal fluorescent est fort et
stable et Ila préparation de
I’échantillon est minimale.

Ce type de marquage ne nécessite
pas d’ajout de réactif exogene et est
de ce fait non destructif.
L’échantillon peut étre observé au
cours du temps. De nombreuses
activités métaboliques peuvent étre
suivies de cette maniére, méme
simultanément grace a des codes
couleurs.

Les lectines sont des marqueurs tres
spécifiques. De plus, grace a des
codes couleur, il est possible de
visualiser simultanément différents
types de polysaccharides.

Ce marquage ne permet de détecter
que l'activité respiratoire. De plus il
est destructif.

De nombreux artéfacts existent. Il
est nécessaire de calibrer Ila
coloration pour chaque souche et
condition de culture.

Ce marquage permet uniquement
de mettre en évidence I'activité de
synthese des acides nucléiques et
est destructif.

Les souches d’intérét doivent étre
génétiquement manipulables.
L’énergie nécessaire a la synthese
des protéines fluorescentes peut
affecter la physiologie de la cellule.
La fluorescence des protéines peut
étre affectée par les conditions de
pH et d’oxygene.

Les lectines ne pénétrent pas
I'intégralité du biofilm. Il n’est pas
toujours possible de trouver |la
lectine spécifique du polysaccharide
d’intérét.

Tableau 2. Avantages et limites des techniques de marquage des biofilms (d’apres Stewart

and Franklin, 2008).
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B. Impact de l'arsénite sur [linitiation du
biofilm d’Herminiimonas arsenicoxydans

Article 3 :

Effect of arsenite on swimming motility delays surface colonization in

Herminiimonas arsenicoxydans

M. Marchal, R. Briandet, S. Koechler, B. Kammerer, P. N. Bertin

Microbiology, 2010, 156: 2336-2342
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Herminiimonas arsenicoxydans is a Gram-negative bacterium able to detoxify arsenic-
contaminated environments by oxidizing arsenite [As(lll)] to arsenate [As(V)] and by scavenging
arsenic ions in an extracellular matrix. lts motility and colonization behaviour have been previously
suggested to be influenced by arsenite. Using time-course confocal laser scanning microscopy,
we investigated its biofilm development in the absence and presence of arsenite. Arsenite was
shown to delay biofilm initiation in the wild-type strain; this was partly explained by its toxicity,
which caused an increased growth lag time. However, this delayed adhesion step in the presence

of arsenite was not observed in either a swimming motility defective fliL mutant or an arsenite
oxidase defective aoxB mutant; both strains displayed the wild-type surface properties and

growth capacities. We propose that during the biofilm formation process arsenite acts on
swimming motility as a result of the arsenite oxidase activity, preventing the switch between
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planktonic and sessile lifestyles. Our study therefore highlights the existence, under arsenite
exposure, of a competition between swimming motility, resulting from arsenite oxidation, and

INTRODUCTION

For many years human activities have resulted in a huge
accumulation of toxic elements in the biosphere, including
heavy metals and metalloids. These elements, unlike most
organic contaminants, are not degradable, leading to their
persistence in the environment. Metallic pollution of
waters has also gradually become a major concern world-
wide, and particular attention has been given to arsenic,
one of the most toxic elements among the metalloids and
metallic ions currently found in the environment. This
metalloid can have multiple health effects, including
diabetes, hypertension and skin lesions. Furthermore,
long-term exposure has been associated with the devel-
opment of skin and internal cancers (Abernathy et al.,
1999).

Inorganic forms of arsenic are the dominant species in
waters, arsenite [As(III)] being considered as more toxic
than arsenate [As(V)] (Oremland & Stolz, 2003). The
financial and ecological costs of the chemical techniques
currently used to remove arsenic from waters prompted the
development of biological processes (Lievremont et al,

Abbreviation: CLSM, confocal laser scanning microscopy.

Two supplementary tables and two supplementary figures are available
with the online version of this paper.

2009). In this respect, bacteria possessing the arsenite
oxidase enzyme, which oxidizes As(III) to the less toxic and
also less soluble form As(V), are of particular interest.
Herminiimonas arsenicoxydans is an arsenite-oxidizing
bacterium originally isolated from the activated sludge of
an industrial water treatment plant contaminated with
heavy metals and arsenic (Muller et al., 2006). This Gram-
negative bacterium is also able to scavenge arsenic in an
exopolysaccharide matrix (Muller et al, 2007). Both
properties make H. arsenicoxydans of particular interest
for use in bioremediation.

Physiological tests and proteomic analyses have revealed
that the colonization abilities of H. arsenicoxydans are
specifically affected by As(III) under planktonic growth
conditions. As(IIl) was shown to induce both motility and
the synthesis of extracellular polysaccharides (Muller et al.,
2007; Weiss et al., 2009), known to play a role in biofilm
formation and development. Extracellular polymeric sub-
stances (EPS) can mediate adhesion to surfaces and
cohesion of biofilm structures, representing the matrix in
which bacteria are embedded (Flemming & Wingender,
2001). Moreover, EPS are known for their protective role
against various bactericidal compounds, including metallic
ions (Harrison et al., 2007). In particular, they have been
shown to trap arsenic ions in H. arsenicoxydans (Muller
et al., 2007).

2336

039313 © 2010 SGM  Printed in Great Britain



Arsenite effect on biofilm initiation

The relationship between biofilm and flagellar motility is
diverse among bacterial species, and motility can be involved
at different levels (Verstraeten et al., 2008). Firstly, motility
can play an essential role in biofilm formation, promoting
adhesion to the surface (Pratt & Kolter, 1998), biofilm
maturation (Klausen et al, 2003a, b; Todhanakasem &
Young, 2008) and/or dispersal processes (Sauer et al., 2002;
Tolker-Nielsen et al., 2000). Flagellar motility can also
compete with biofilm formation when bacteria have to select
between sessile and planktonic lifestyles, both processes
involving similar pathways and being regulated by envir-
onmental factors (Verstraeten et al., 2008).

Even though the role of motility in the early stages of
biofilm formation is difficult to predict, a good knowledge
of the colonization behaviour of a strain is essential to
develop a bioremediation strategy. The aim of the present
study was to explore both biofilm initiation and devel-
opment in H. arsenicoxydans and to elucidate the role of
motility and the effects of arsenite in these steps. For this
purpose, biofilm formation of the wild-type strain, a AfliL
mutant affected in its swimming properties (Muller et al.,
2007) and an AaoxB mutant defective in its arsenite oxidase
activity (Muller et al., 2003) was compared using confocal
and epifluorescence microscopy in the absence and in the
presence of subinhibitory As(III) concentrations. We
observed delayed biofilm formation in the presence of
arsenite in the wild-type strain, but not in either the
motility or the arsenite oxidase defective mutant.

METHODS

Bacterial strains and culture conditions. Herminiimonas arsenic-
oxydans, a ff-proteobacterium, was isolated from industrial activated
sludge contaminated with heavy metals and arsenic, and shown to be
resistant to up to 5 mM As(III) (Weeger et al, 1999). The AfliL
mutant, shown to be defective in swimming motility (Muller et al.,
2007), was obtained by in-frame insertion of a mini-Tn5:: lacZ2 in
the 88th codon of the fliL gene (Carapito et al, 2006). The AaoxB
mutant, defective in arsenite oxidase activity, was obtained by
insertion of a mini-Tn5:: lacZ2 in the 335th codon of the aoxB gene
(Muller et al, 2003). The mini-Tn5::lacZ2 does not carry
transcriptional terminators (de Lorenzo et al, 1990). Strains were
cultivated at 25 °C in a chemically defined medium (CDM; Muller
et al., 2006). Arsenic was added to the medium to the desired
concentration from sterile stocks of 666.7 mM (50 000 p.p.m.) of the
metalloid ion in deionized water, from either NaAsO, [(As(III)] or
Na,HAsO,.7H,0 [As(V)] salts (Prolabo).

Planktonic growth measurements. Growth rates were measured in
the presence of various arsenic concentrations. Cells were diluted from
an exponential culture to an ODggo of 0.01 on a Spectronic 20 Genesis
spectrophotometer. Generation times and lag times were determined
by measuring ODgq as a function of time by using a Tecan Sunrise
plate reader. Growth curves were determined with four replicates.

RNA extraction. RNA was extracted as previously described (Weiss
et al., 2009) from exponential cultures grown at 25 °C for 24 h
(ODggp 0.15 on a Spectronic 20 Genesis spectrophotometer). RNA
aliquots were purified with the RNeasy Plus Mini kit (Qiagen) to
ensure elimination of genomic DNA. RNA integrity was checked on

an agarose gel and total RNA concentration was determined
spectrophotometrically with a Nanodrop.

RT (reverse transcription)-PCR. Expression of the fliM gene in the
AfliL mutant was checked by RT-PCR in order to confirm that only
the fliL gene was inactivated by the mini-Tn5 and not the full
fULMNOPQR operon. RT-PCRs were performed on 200 ng of
total RNA for a total reaction volume of 25 pl using SuperScript
One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen), according to the
manufacturer’s recommendations. Primers used were as follows: 5'-
ACAGGAAGAAGTTGATGCTCTTTTA-3" and 5'-ATGTACTCGAA-
TTCAACCGGATAG-3’" (forward and reverse primers, respectively,
for the fliM gene).

Assessment of cell wall properties. The surface properties of the
strains were investigated using the MATS (microbial adhesion to
solvents) method (Bellon-Fontaine et al., 1996) on 1 ml of an
exponential culture (ODggy 0.15 on a Spectronic 20 Genesis
spectrophotometer) harvested and resuspended in 1 ml 150 mM
NaCl. Affinity tests were performed in chloroform and hexadecane
solvents (Sigma).

Transmission electron microscopy. To assess the presence of a
flagellum on the bacterial cells, exponential-phase cultures were
carefully deposited on Formvar-coated nickel grids, without any
staining. Grids were examined using a Hitachi H600 transmission
electron microscope at 75 kV and photographed using a Hamamatsu
ORCA-HR camera with the AMT software (Advanced Microscopy
Techniques).

Confocal laser scanning microscopy (CLSM). Cultures were
performed in microscopy-quality 35 mm polystyrene dishes (ibiTreat
low 35 mm p-Dish, Ibidi, Integrated BioDiagnostics) as follows.
Samples (1.5 ml) of growth medium supplemented or not with
0.67 mM As(III) were inoculated with 15 pl of an exponential-phase
culture grown to an ODgy of 0.15 on a Spectronic 20 Genesis
spectrophotometer. Incubation was performed at 25 °C under
stagnant culture conditions. The medium was renewed every day to
avoid growth limitation due to nutrient depletion. Before staining,
samples were gently rinsed with 1 ml 150 mM NaCl to remove
loosely adherent planktonic cells. Cells were labelled with the cell-
permeable dye SYTO9 (Molecular Probes, Invitrogen). A fluores-
cently labelled lectin, Alexa Fluor 633 conjugated concanavalin A
(Molecular Probes, Invitrogen), which selectively binds o«-mannopyr-
anosyl and o-glucopyranosyl residues, was used to visualize biofilm
exopolysaccharides. Fifty microlitres of stock solution of each dye
(6 uM SYTO9 and 1 mg Alexa Fluor 633 conjugated concanavalin A
ml ") were deposited on the cells for 15 min. Z-stacks of horizontal-
plane images of biofilms were acquired with a step of 1 um using
multimodal CSLM (Leica TCS SP2 AOBS, Leica Microsystems) with a
x 63 (1.4 NA) oil-immersion lens. Images were recorded at an
excitation wavelength of 488 nm and 633 nm and emission
wavelengths from 500 to 530 nm and from 657 to 757 nm for
SYTO9 and Alexa Fluor 633 conjugated concanavalin A, respectively.
Simulated 3D fluorescence projections were generated using IMARIS
7.0.0 software (Bitplane). The surface coverage was quantified using
NIH ImageJ analysis software (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A manual
threshold was applied to binarize images. For each experiment, six
random microscope fields from two replicates were analysed.

Epifluorescence microscopy. Cultures for adhesion assays were
performed in microscopy-quality 35 mm polystyrene dishes as
described above. Attached cells were stained with SYTO9 as described
above. Digital images of the attached bacteria were captured at a
magnification of x 1000 under oil immersion using a Leica DM 4000 B
epifluorescence microscope equipped with a Leica DFC300 FX digital
camera (Leica Microsystems). Images were recorded at an excitation
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wavelength of 488 nm and emission wavelengths from 500 to 550 nm.
The surface coverage was quantified as described above for CLSM.

Statistical analysis. The ANOVA test was used for comparing strain

growth parameters, adhesion to solvents and evaluating the strain
surface coverage. Significance was set at P<<0.05.

RESULTS

Three-step biofilm development in H.
arsenicoxydans

To investigate biofilm formation in H. arsenicoxydans,
the strain was cultivated in microscope-quality 35 mm

polystyrene dishes, in static conditions. Biofilm devel-
opment was followed using multimodal CLSM. The cells
were stained with SYTO9 and the polysaccharides
surrounding the cells were marked with Alexa Fluor 633
conjugated concanavalin A (ConA). This double staining
highlighted, after 24 h incubation, small microcolonies
(7.2+1.2 pm height) formed by globular structures of a
saccharidic nature, i.e. marked by the ConA, around which
bacterial cells aggregated (Fig. 1). In parallel, the biofilm
surface coverage was measured as a function of time (Figs 2
and 3; see also Supplementary Table S1, available with the
online version of this paper). The same surface coverage
results were obtained using epifluorescence microscopy
(data not shown). This approach highlighted a three-step

10 pm

Fig. 1. Four-day-old biofilm of H. arsenicoxy-
dans. (a) Single section of the biofilm surface
coverage. Examples of microcolonies, small
bacterial aggregates, are circled. (b) Single
section of a microcolony. (c) Isosurface view of
the microcolony depicted in (b) by IMARIS
7.0.0 software. CLSM images were acquired
with optical section separation (z-interval) of
1 um. The IMARIS reconstruction was obtained
from a 15-section stack. Cells were stained
with SYTO9 (green) and the extracellular
matrix with Alexa Fluor 633 conjugated
concanavalin A (red).
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Fig. 2. H. arsenicoxydans biofilm surface coverage as a function
of time. Cultures were performed in the absence of arsenic (@)
and in the presence of 0.67 mM As(lll) (M). The values are
means+1 sD for data from six images (three images from two
replicate biofilms). NIH Image) analysis software (http://rsbweb.
nih.gov/ii/) was used to assess surface coverage by the cells
stained with SYTO9.

biofilm development, i.e. the attachment of the cells to the
surface, the formation of small globular structures and the
biofilm detachment 48 h later. Some microcolonies
remained on the surface after 72 h.

Involvement of motility in the surface colonization
process

The biofilm formation of a AfliL mutant, defective in
swimming motility, was investigated in order to assess the
role of flagellar motility in H. arsenicoxydans biofilm
development. This mutant was obtained by in-frame
insertion of a mini-Tn5::lacZ2 in the 88th codon of the
fliL gene, and fliL transcription has been previously shown
to be induced under arsenite stress. This gene being the
first gene of the fliLMNOPQR operon, the presence of fliM
transcripts in the H. arsenicoxydans AfliL mutant was
verified by RT-PCR (data not shown), ensuring that this
insertion did not affect the transcription of other operon
genes, consistent with the fact that the mini-Tn5:: lacZ2
has no transcriptional terminators. The presence of a
flagellum, which influences the membrane properties of the
cell, was confirmed by transmission electron microscopy
(Supplementary Fig. S1). The surface properties of the
AfliL mutant were also unaffected by the mutation
(Supplementary Table S2). Furthermore, the mutation
did not affect the planktonic growth of the strain (Table 1).

The biofilm development of the AfliL mutant was followed
by CLSM. Globular microcolonies, similar to those
observed in the wild-type strain biofilm, were present
and the surface colonization kinetics appeared to be similar
to that of the wild-type strain (Fig. 3, Supplementary Table
S1 and data not shown). The same surface adhesion results
were obtained using epifluorescence microscopy (data not
shown). Based on these observations, we concluded that, in
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Fig. 3. Biofilm surface coverage of the wild-type strain (WT) and
the AfliL and AaoxB mutants in the absence or presence of
0.67 mM As(ll). The data are depicted as box plot diagrams. Box
plots portray median, quartiles, adjacent values and outlying values
for data from six images (three images from two replicate biofilms).
In the absence of arsenite, the three strains displayed a similar
adhesion behaviour. In the presence of As(lll), the surface
adhesion after 24 h of culture was higher in the Af/iL and AaoxB
mutants (P<0.05).

the absence of arsenite, swimming motility does not act,
positively or negatively, in H. arsenicoxydans biofilm
development.

Effect of arsenite on biofilm development

We then investigated H. arsenicoxydans biofilm formation
under arsenite stress. The biofilm structure, i.e. the
globular microcolonies, of the wild-type strain was not
affected by As(III) (data not shown). However the three-
step biofilm development was delayed by 24 h (Fig. 2,
Fig. 3 and Supplementary Table S1), even when the strain
was pre-cultivated with As(III) (data not shown). The same
surface coverage results were obtained using epifluores-
cence microscopy (data not shown). In order to explain
this observation, the planktonic growth of the strain was
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Table 1. Growth parameters of the wild-type strain (WT)
and AfliL and AaoxB mutants as a function of arsenite
concentration

Strain  Growth parameter* Arsenite concentration (mM):
0 0.67
WT g (h) 3.240.1 3.240.0
L (h) 1.5+0.9 13.44+0.9
AfliL g (h) 3.240.1 3.240.1
L (h) 2.71+0.1 14.34+0.9
AaoxB g (h) 3.3+0.1 3.4+0.3
L (h) 2.54+0.4 10.9+1.4

*g, generation time; L, lag time.

followed in the absence and in the presence of 0.67 mM
As(IIT) (Table 1). The results showed a marked increase in
lag time in the presence of arsenite, from 1.5 h to about
13 h; this was seen even when the strain was pre-cultivated
with 0.67 mM As(III) (data not shown). This observation
could partly explain the delayed surface colonization in the
presence of arsenite.

Role of motility in biofilm initiation in the
presence of arsenite

Since As(IIl) is known to induce swimming motility in
H. arsenicoxydans, we hypothesized that it could favour
swimming instead of surface colonization. To address this
hypothesis, we investigated the early stages of biofilm
formation of the AfliL mutant in the presence of arsenite.
Indeed, the mutant displayed an adhesion rate at 24 h
significantly higher than that of the wild-type strain
(P<0.05) (Fig. 3, Supplementary Table S1 and Supple-
mentary Fig. S2). The same surface coverage results were
obtained using epifluorescence microscopy (data not
shown). This adhesion divergence cannot result from a
growth rate difference, as the planktonic generation time of
the mutant was not significantly different from that of the
wild-type strain (P>0.05) (Table 1). Similarly, cell surface
properties, known to play a key role in adhesion processes,
did not significantly differ between wild-type and mutant
strains  (P>0.05) (Supplementary Table S2). Taken
together, these results were in agreement with our
hypothesis that the delayed adhesion of the wild-type
strain under arsenite exposure was linked to an induction
of swimming motility.

Induction of swimming motility through arsenite
oxidase activity

To test if this swimming motility induction was dependent
on arsenite oxidase activity, we investigated the surface
colonization behaviour of a AgoxB mutant. This strain
carries a Tn5 transposon insertion in the gene coding for
the large subunit of the arsenite oxidase and displays the

wild-type cell surface properties (P>0.05) (Supplementary
Table S2). Using epifluorescence microscopy, we showed
that, in the absence of arsenite, the mutant exhibited the
wild-type surface colonization behaviour. Interestingly,
under arsenite exposure, the surface colonization of this
mutant was not delayed by 24 h (Fig. 3, Supplementary
Table S1 and Supplementary Fig. S2). Under arsenite stress,
this AaoxB mutant exhibited a planktonic generation time
similar to and a lag time of 2.5 h shorter than those of the
wild-type strain (Table 1). However, this lag time
difference was insufficient to explain the 24 h difference
in the surface colonization behaviour between the wild-
type strain and the AaoxB mutant under arsenite exposure.
According to these data, we concluded that this coloniza-
tion difference was correlated with arsenite oxidase activity.

Effects of As(V) on biofilm initiation

To confirm that the delayed surface adhesion we observed in
the presence of As(III) in the wild-type strain was specific to
the arsenite oxidase activity and not to the presence of As(V),
the final product of the enzymic activity, we investigated H.
arsenicoxydans biofilm initiation in the presence of 0.67 mM
As(V) using epifluorescence microscopy. Even though this
As(V) concentration induced a planktonic lag time of
134+0.4 h similar to that induced by 0.67 mM As(III), its
presence did not delay biofilm initiation (Supplementary
Table S1). This result supports our conclusion that arsenite
oxidase activity, and not As(V), was responsible for the
delayed adhesion observed in the presence of As(III).

DISCUSSION

In the natural environment, most bacteria live in organized
surface communities called biofilms. These aggregated cells
are embedded in an exopolymeric matrix which protects
them against various environmental stresses, e.g. desic-
cation, oxygen and antibacterial compounds (Costerton
et al., 1995; O’Toole et al., 2000). Biofilm formation also
represents an important survival mechanism; biofilm-
forming strains show increased resistance to antibacterial
compounds such as antibiotics and metallic ions. This
increased resistance depends on multiple factors, including
the physical barrier formed by the exopolymeric matrix
(Harrison et al, 2007). The biofilm lifestyle is also
advantageous in stressful conditions as compared to the
planktonic one. The arsenic-resistant bacterium H. arsenic-
oxydans has been shown to synthesize a thicker exopoly-
saccharide matrix in the presence of subinhibitory As(III)
concentrations (Muller et al,, 2007). These transmission
electronic microscopy observations have been further
supported by proteomic and quantitative mRNA analysis,
indicating the accumulation of two proteins potentially
involved in exopolysaccharide synthesis — a polysaccharide
biosynthesis protein CapE (HEAR1147) and a phospho-
mannomutase producing a precursor for alginate poly-
merization (HEAR2721) — and a twofold induction of a
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gene coding an EpsF-like protein (HEAR0715) in the
presence of As(III) (Muller et al., 2007; Weiss et al., 2009).
As an exopolysaccharidic matrix is often linked to biofilm
structures (Flemming & Wingender, 2001), we hypothe-
sized that subinhibitory As(III) concentrations induce
biofilm formation in H. arsenicoxydans.

The staining used for biofilm exopolysaccharides in the
present study did not indicate an increased amount of
exopolysaccharide in the presence of As(III), contrary to what
has been previously described under planktonic growth
conditions (Muller et al., 2007). This result may indicate a
difference in regulation of exopolysaccharide synthesis
between the two lifestyles. However, in the stagnant culture
conditions tested in the present study, even though arsenite
did not affect the biofilm structure, we showed that its
presence delayed biofilm initiation. The toxic effect of arsenite
on growth could partly explain this late adhesion. However,
the surface colonization kinetics may also be regulated by
other factors, including motility. H. arsenicoxydans possesses a
polar flagellum and is also capable of swimming motility
(Muller et al, 2007). The role of swimming motility in
biofilm initiation and development was investigated using a
non-motile AfliL mutant previously obtained by insertion of
a mini-Tn5 (Carapito et al, 2006; Muller et al, 2007). The
fliL gene is the first gene of the fiILMNOPQR operon,
belonging to the class 2 genes, and encoding flagellar
structural proteins implicated in the specification of the
basal body and hook structure (Macnab, 2004). We showed
that the mutant displays wild-type surface properties,
including the presence of a flagellum, which is known to
influence the surface properties of the cell and can act as an
adhesive appendage (Kirov et al., 2004; Nejidat et al, 2008).
In the absence of arsenite, the mutant also exhibited wild-
type biofilm formation kinetics. Based on these observations
and according to the mutant phenotype, we conclude that in
the absence of arsenite, swimming motility has neither
positive nor negative effects on H. arsenicoxydans biofilm
development, a process that may require other motility
forms, like twitching (Klausen et al, 2003b). However, our
results do not exclude a role of motility in the initiation of
this process, i.e. in the switch between planktonic and sessile
lifestyle. As H. arsenicoxydans swimming motility has
previously been shown to be specifically induced by arsenite
stress (Muller et al, 2007), we hypothesized that As(III)
could favour swimming instead of surface colonization,
which would explain the 24 h delay in surface colonization
observed in the presence of arsenite. This hypothesis is
supported by the fact that, in the presence of As(III), the AfliL
mutant exhibited a prompter initial attachment than the
wild-type strain. As the fliL gene has been previously shown
by [-galactosidase assays and proteomic analysis to be
induced in the presence of arsenite, like the swimming
motility (Carapito et al., 2006; Weiss et al., 2009), we propose
that the presence of As(III) favours swimming mobility
through the fliL gene, resulting in a delayed switch between
motile and sessile lifestyles, a transition that is essential in
biofilm initiation.

In numerous bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Typhimurium and Vibrio cholerae, the switch
between motile and sessile lifestyles has been shown to be
regulated by a global second messenger, bis-(3",5")-cyclic
dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP) (Barraud
et al., 2009; Jonas et al., 2010; Kolter & Greenberg, 2006;
Pratt et al, 2007). Its intracellular concentration depends
on diguanylate cyclase activities, associated with proteins
possessing GGDEF domains, and the c-di-GMP-specific
phosphodiesterase activities, linked to proteins presenting
EAL domains. High c¢-di-GMP cellular levels induce
biofilm formation while low levels promote cell motility
(Hengge, 2009). Transcriptional profiling of H. arsenicox-
ydans has been recently performed under arsenite exposure
(Koechler et al., 2010). The transcription of a gene coding
for a hypothetical diguanylate cyclase carrying a GGDEF
domain protein was found to be significantly inhibited
(2.5-fold) in the presence of arsenite (J. Cleiss-Arnold,
personal communication). This gene (HEARI1864) is
located directly upstream of the cluster II flagellar genes
(HEAR1866 to HEAR1904), whose transcription has been
shown to be induced by arsenite (Koechler et al, 2010).
These observations support our hypothesis, ie. an
induction of swimming motility at the expense of biofilm
formation in the presence of arsenite.

Flagellar motility is a process that is also considered as a
defence mechanism in hostile environments. It allows
bacteria to reach more favourable niches, giving them an
ecological advantage (Eberl et al, 1999; Harshey, 2003).
However, since As(III) has been previously shown to
induce positive chemotaxis in H. arsenicoxydans, the fact
that motility is induced in this bacterium in the presence of
As(III) could not be explained by this hypothesis.
Alternatively the arsenite-dependent motility may be the
result of arsenite oxidase activity: As(III) has been shown to
promote increased motility in H. arsenicoxydans wild-type
but not in arsenite oxidase defective strains (Koechler et al.,
2010; Muller et al, 2007). Indeed, the arsenite oxidase
defective mutant tested in the present study did not exhibit
delayed adhesion under As(III) exposure. Because in the
presence of As(V), the final product of the arsenite oxidase
activity, the wild-type strain did not exhibit delayed surface
adhesion, we conclude that the delayed biofilm initiation
we observed under As(III) exposure was specifically
dependent on the arsenite oxidase activity.

In conclusion, our observations show that As(III) has a
more complex effect on surface colonization than pre-
viously thought. In H. arsenicoxydans, flagellar motility
plays a key role in the switch between planktonic and
sessile lifestyles, inhibiting the initiation of biofilm
formation. Surprisingly, under arsenite stress, H. arsenic-
oxydans favours swimming motility, which results from the
arsenite oxidase detoxification activity. The swimming
motility resulting from this activity may be indicative of an
attempt by the cells to transform their environment before
they initiate a biofilm.
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Fig. S1- TEM micrographs of H. arsenicoxydans (a). wild-type strain (b). AfliL mutant
cultivated in liquid medium. No flagellar difference was observed between the wild-type
strain and the mutant.

Fig. S2- Two-dimensional view of the biofilm surface coverage after 24 hours of culture in
the presence of 0.67 mM As(lll) of (a). the wild-type strain and (b). the AfliL mutant (c). the
AaoxB mutant. In the presence of As(lll), the surface colonization process began earlier in
the two mutants than in the wild-type strain.



24 hours 48 hours 72 hours

WT 0 mM As(ll) 9.8+2 35+0.8 24+05
0.67 mM As(l1l) 0.5+0.2 6.8+4 21+04

0.67 mM As(V) 85+%3 1.5+0.8 4.2+0.7

AfliL 0 mM As(Ill) 8.5+0.8 48+25 34+1.2
0.67 mM As(l11) 46+1.7 52+28 29+1

AaoxB 0 mM As(Ill) 10.7+04 1.8+1.7 1.1+0.7
0.67 mM As(l11) 51+1.9 1.4+0.9 1.2+04

Table S1- Wild-type strain (WT) and AfliL and AaoxB mutants surface adhesion as a function
of time in the absence and in the presence of arsenic. Results are expressed in percent of
surface covered by cells.

Chloroform Hexadecane
As(lll) concentration 0mM 0.67 mM 0omM 0.67 mM
WT 77.8+24 75034 34+6.2 4441
AfliL 76.2+40 771+3.0 13+41 13z%23
AaoxB 786+03 785+3.2 13+19 3.3%3.2

Table S2- Adhesion of the wild-type strain and the AfliL and AaoxB mutants cultivated in the
presence or not of 0.67 mM arsenite to either chloroform or hexadecane. Results are
expressed in percent of cells adhered to the solvent, a value of 100% indicating a total
affinity of the cells for the tested solvent compared to water. Adhesion patterns of the three
strains were not affected by the presence of arsenite and the three strains behavior did not
differ significantly from each other (P>0.05).



Chapitre 2. Effets de I’arsenic sur la cinétique de développement de biofilms

C. Modification de la dynamique structurelle du biofilm de Thiomonas sp. CB2 en réponse a I'arsénite

C. Modification de la dynamique structurelle
du biofilm de Thiomonas sp. CB2 en réponse
a I'arsénite

I. Manuscrit

The biofilm structural dynamics in Thiomonas sp. in response to subinhibitory

arsenite concentrations

M. Marchal, R. Briandet, D. Halter, M. Erhardt, M. S. DuBow, M.-C. Lett, P. N. Bertin

En cours de préparation

125



10

15

The biofilm structural dynamics in Thiomonas sp. in response to subinhibitory arsenite

concentrations

Marie Marchal', Romain Briandet?, David Halter!, Mathieu Erhardt?, Michael S. DuBow”, Marie-Claire

Lett", Philippe N. Bertin®".

1 Génétique Moléculaire, GEnomique et Microbiologie, UMR7156 CNRS & Université de Strasbourg,
Strasbourg, 67083, France, 2 INRA, UMR1319 MICALIS, Massy, 91300, France, 3 Institut de Biologie
Moléculaire des Plantes du CNRS, Université de Strasbourg, Strasbourg, 67084, France, 4 Université

Paris-Sud 11, Institut de Génétique et Microbiologie, CNRS UMR 8621, Orsay, 91405, France.

"To whom correspondence should be addressed. E-mail: philippe.bertin@unistra.fr

Running title: Effect of arsenite on biofilm structural dynamics

Subject category: Microbial population and community ecology



20

25

30

Abstract

Biofilms represent the most common microbial lifestyle, allowing the survival of microbial
populations when exposed to harsh environmental conditions. Here, we show that the biofilm
development of a bacterial species belonging to the genus Thiomonas, frequently found in arsenic
polluted sites and playing a key role in arsenic natural bioremediation processes, is markedly
modified when exposed to sub-lethal doses of this toxic element. Indeed, arsenite [As(lll)] exposure
led to considerable impacts on biofilm maturation by strongly increasing the extracellular matrix
synthesis and by inducing significant cell death and lysis within microcolonies. In addition, small
phage-like particles, possibly acting as gene transfer agents, appeared to be liberated during cell
lysis. These processes were followed by the development of complex 3D-biofilm structures and
subsequently the remobilisation of cells inside the previously formed hollow voids. Our results
demonstrate that this biofilm community responds in a multimodal way to arsenite stress, enhancing
its dispersal and also survival. Details about this complex bacterial adaptive response may be
essential to understand how Thiomonas strains persist in these extreme environments. Similar

mechanisms might be used by other microorganisms under adverse conditions.

Keywords: arsenic / biofilm / stress response / survival / Thiomonas
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Introduction

To cope with environmental stresses, microorganisms have evolved multiple survival
strategies, including the synthesis of detoxification enzymes and the acquisition of resistance genes
by horizontal transfer. These defence mechanisms may also rely on multicellular behaviours, such as
those observed inside biofilms, where a part of the bacterial population can die to promote the
survival of the remaining cells (Nadell et al., 2009). Biofilms, which are surface-attached microbial
communities embedded in an extracellular matrix, exhibit significantly higher survival capacities in
extreme conditions compared to their planktonic counterparts (Davey and O'Toole G, 2000). They
constitute the most common lifestyle for environmental microbial communities, providing them with
several advantages. Indeed, the extracellular matrix provides the biofilm resident cells a physical
barrier of protection against environmental stresses, including metal ions, and allows the
development of a structured community with subsequent physiologic and genetic diversity (Lewis,
2008). To date however, little is known regarding the behaviour of environmental bacterial biofilms
despite their roles in numerous processes: deleterious, e.g. biocorrosion and remobilisation of toxic
elements, or beneficial, e.g. bioremediation (Flemming and Wingender, 2001b; Singh et al., 2006).
Due to the significance of these processes, it is of prime importance to understand and control them
and this requires a better knowledge of the mechanisms governing biofilm formation and
persistence.

Members of the genus Thiomonas are ubiquitous in extreme environments contaminated by
arsenic (Battaglia-Brunet et al., 2006; Bruneel et al., 2003), one of the most toxic elements currently
known (Hughes, 2002). The acid mine drainage (AMD) waters of the former mine of Carnoules, Gard
(France), contain high arsenic levels (up to 4.66 mM) mainly in the form of arsenite As(lll).
Interestingly, this site is subjected to a natural process of remediation in which Thiomonas bacterial
strains play a key role by oxidizing As(lll) into As(V) which co-precipitates with iron and sulfur
(Bruneel et al., 2003). These Betaproteobacteria are also of particular interest for their use in

bioremediation (Michel et al., 2007). They have developed several resistance and adaptive
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mechanisms to cope with arsenic stress, mainly by the means of detoxification enzymes. In addition,
these strains have been shown to possess the ability to form biofilms (Arsene-Ploetze et al., 2010;
Bryan et al., 2009). However, little is known regarding the underlying mechanism(s) and how this
process may play a role in the persistence of strains in such extreme environments.

With this aim in view, we explored the effects of As(lll) on biofilm formation and
development of Thiomonas sp. CB2 isolated from the Carnoules AMD waters, this strain being
previously shown to form biofilms (Arsene-Ploetze et al., 2010) and having the propensity to form
flocs during planctonic growth (Marchal M., unpublished). In the present study, using multimodal
confocal scanning, we show that the structural dynamics of the biofilm is markedly changed when
bacteria are exposed to As(lll). Importantly, our results highlight how this process may allow the

strain to survive and also develop in such toxic ecosystems.
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Materials and methods

Bacterial strain and culture media

Thiomonas sp. CB2, isolated from the acid mine drainage waters of Carnoulées, Gard (France) (Arsene-
Ploetze et al., 2010), was cultivated on m126 (modified 126 medium) liquid medium as previously
described (Bryan et al., 2009). Arsenite [As(ll)] was added at the desired concentration from sterile
stocks of 667.4 mM of the metalloid ion in deionized water from NaAsO, salts (Prolabo, Fontenay-

sous-bois, France).

Confocal Laser Scanning Microscopy

Cultures were performed in microscopic quality 35-mm polystyrene dishes (ibiTreat low 35-mm p-
Dish, Integrated BioDiagnostics, Martinsried, Germany) as follow: 1 mL of m126 medium,
supplemented or not with As(lll), was inoculated with 10 pL of an exponentially growing culture.
Incubation was performed at 30°C under stagnant culture conditions. The medium was renewed
every day to avoid growth limitation due to nutrient depletion.

Before staining, samples were gently rinsed with 1 mL of 150 mM NaCl to remove loosely
adherent planktonic cells. Cell viability was assessed by probing the cells for 15 min with 50 plL of a
stock solution of SYTO9 (6 uM) and SYTOX Red (5 nM) (Molecular Probes, Invitrogen Corporation,
Cergy Pontoise, France) (Roth et al., 1997). This combination was chosen for the spectral separation
of these dyes, as previously demonstrated for equivalent stains (Biggerstaff et al., 2006).
Polysaccharides within the exopolymeric matrix of the biofilm were stained with 50 pL of Alexa Fluor
633 conjugated to Concanavalin A (1 mg mL") (Molecular Probes, Invitrogen Corporation).

Z-stacks of horizontal plane images of biofilm were acquired with a step of 1 um using
multimodal confocal scanning laser microscopy (Leica TCS SP2 AOBS, Leica Microsystems, Nanterre,
France) with a x63 (1.4 N.A.) oil immersion lens. Images were recorded at an excitation wavelength

of 488 nm and 633 nm and emission wavelengths from 500 to 530 nm and from 657 to 757 nm for
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SYTO9 and Alexa Fluor 633 conjugated to Concanavalin A, respectively. Simulated 3D fluorescence
projections were generated using IMARIS 7.0.0 software (Bitplane, Ziirich, Switzerland). Dead (SYTOX
Red), total cell (SYTO9) and exopolysaccharide (ConA) volumes were quantified from images series
using PHLIP (www.phlip.org). For each experiment, six random microscope fields from two replicates

were analyzed.

Transmission electronic microscopy

Transmission electronic microscopy was performed on 72h-old biofilm supernatants. 0.45 pm-
filtered supernatants were deposed on formvar-coated nickel grids. They were examined at 50,000-
fold magnification using a Hitachi H600 transmission electron microscope at 75kV acceleration
voltage and photographed using a Hamamatsu ORCA-HR camera (Hamamatsu City, Shizuoka, Japan)

with AMT software (Advanced Microscopy Techniques Corp., Danvers, Massachusetts, USA).

Statistical analysis
The Student’s two-tailed t-test was used to compare strain growth parameters and surface coverage.

Significance was set at p-value <0.05 (P<0.05).
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Results

Increased extracellular matrix synthesis under arsenite exposure

To gain insight into the effects of arsenite on biofilm formation and development, the
Thiomonas sp. CB2 strain was cultivated in microscopic quality 35-mm polystyrene dishes (Integrated
BioDiagnostics) in the absence and presence of 1.33 and 2.67 mM As(lll). The minimal inhibitory
concentration for this strain has been previously determined to be 6 mM (Arsene-Ploetze et al.,
2010). In the range of concentrations tested here, arsenite does not significantly affect Thiomonas
sp. CB2 planktonic growth (data not shown). To promote biofilm development, cultures were grown
under stagnant conditions. Moreover, to avoid growth limitation due to nutrient depletion, the
growth medium was renewed every day. The biofilm formation and development were investigated
using multimodal confocal scanning. Potentially living cells were labelled with the cell permeable
nucleic acid fluorescent probe dye SYTO9, whereas cell mortality was visualized with a cell
impermeable probe, i.e. SYTOX Red, an analogue of SYTOX Green (Molecular Probes, Invitrogen
Corporation).

The bacterial adhesion began after about 24 hours of culture (data not shown). After 48
hours of growth cell adhesion was not significantly influenced by the presence of arsenite in the
culture media (P>0.05), the percentage of bacterial surface coverage being of 11.52 + 5.19 in the
absence of As(lll) and of 15.69 + 4.68 and 12.86 + 4.15 (mean % SD) in the presence of 1.33 and 2.67
mM of As(lll), respectively. Microcolonies were present in both the presence and absence of the
metalloid, the most developed multicellular structures being filled with living cells, i.e. labelled with
SYTO9 but not with SYTOX Red (data not shown).

To get further structural information about these bacterial cell aggregates, a fluorescently
labelled lectin, Alexa Fluor 633 conjugated to Concanavalin A (Molecular Probes, Invitrogen
Corporation), binding selectively a-mannopyranosyl and a-glucopyranosyl residues, was used to stain

the polysaccharides present within the exopolymeric matrix of the biofilm. Interestingly, after 72
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hours incubation, these microcolonies were surrounded by a higher amount of extracellular
polysaccharides in the presence of arsenite, the exopolysaccharide volume, compared to the total
cell volume, being 2.1 and 6.2-fold greater in the presence of 1.33 and 2.67 mM As(lll), respectively,
than with no As(lIl) (Figure 1). These data suggest that the exposure to the metalloid increased the

extracellular polymer biosynthesis in Thiomonas sp. CB2.

Sub-lethal arsenite concentrations led to localized cell death and lysis events accompanied by the
liberation of phage-like particles

When we examined the internal organization of the microcolonies within 72h-old biofilms,
we observed that they were filled with dead cells only in the presence of arsenite. The proportion of
dead cells increased with arsenite concentration, the dead cell volume, compared to the total cell
volume, being 8.4 and 83.2—fold greater in the presence of 1.33 and 2.67 mM As(lll), respectively,
than with no As(lll) (Figure 2). Following cell death, cell lysis events occurred inside arsenite exposed
microcolonies, generating hollow voids (Figure 3a and 3b).

In addition to DNA and nutrient release, cell lysis events can result in the liberation of various
cytoplasmic elements, including intracellular phage particles from induced prophages or
pseudolysogens. We therefore examined culture supernatants from a 72h-old biofilm using
Transmission Electronic Microscopy. Phage-like particles, possessing icosahedral symmetry and a
diameter of 29.26 + 1.73 nm (mean % SD, n = 50), were also observed in arsenite-exposed biofilm

supernatants (Figure 3c) and not detected in the absence of arsenite.

Promotion of biofilm dispersal under arsenite exposure
Concomitantly to cell lysis and phage-like particle release, the three-dimensional biofilm
structures underwent complex rearrangements. This phenomenon began after 72 hours of culture

(Figure 3a and 3b) and increased with time. Indeed, after 7 days of culture, we observed elaborated
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sponge and coral-like biofilm structures, only in the presence of arsenite (Figure 4). These structures
were covered by large amounts of exopolysaccharides and were up to 90 um high.

Finally, when exploring these structures, we observed subpopulations of highly motile cells.
These remobilized bacteria were present in at least 72h-old biofilms, inside the hollow biofilm voids
generated by the cell lysis events (Figure 5 and supplementary data Movie S1). This subpopulation of

cells may promote biofilm dispersal.
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Discussion

Bacteria of the genus Thiomonas are ubiquitously found in arsenic contaminated sites,
including the AMD waters of the former mine of Carnoulés, Gard (France). We have recently shown
that they are particularly well suited to survive in this extreme environment, combining several
enzymatic defence mechanisms, such as arsenite metabolism and DNA repair systems. We have
hypothesized that these strains, in particular Thiomonas sp. CB2, are able to form protective biofilms
in response to arsenite stress (Arsene-Ploetze et al., 2010). In the present study, comparing
Thiomonas sp. CB2 biofilm formation in the absence and presence of arsenite at sub-lethal
concentrations, we observed that this strain increased its exopolysaccharide production in the
presence of arsenite. The extracellular matrix of a biofilm limiting the diffusion of charged toxic
compounds (Harrison et al., 2007), this observation supports our hypothesis that biofilm formation is
part of the arsenite defence mechanism in this strain.

However, the effect of arsenite on biofilm formation was not restricted to exopolysaccharide
synthesis. Indeed, we observed that the overall biofilm development was strongly modified in
response to arsenite, starting with localized cell death and lysis events. Such events have previously
been described in other strains and several hypotheses have been proposed, including one based on
the coexistence of subpopulations of cells differing in their physiological state (Bayles, 2007; Pamp et
al., 2008). In the case of Thiomonas sp. CB2, a similar mechanism may explain the cell death events
we observed inside the microcolonies of the arsenite-exposed biofilms. Indeed, arsenite stress can
lead to change in DNA and proteins, and thus arsenic-tolerance may require more active cell
physiology, i.e. the extensive synthesis of detoxification enzymes, efflux pumps, and DNA repair
systems (Stolz et al., 2006). The cells located in the centre of the microcolonies, known to exhibit low
metabolic activity (Stewart and Franklin, 2008), may also be more susceptible to this stress.

Localized cell death and lysis events are thought to contribute to the increased antibacterial
compound tolerance of biofilm cells, the lysis of a subpopulation of cells providing among others

nutrients and cellular polymers to protect the remaining cells (Bayles, 2007; Lopez et al., 2009).

10
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These events may also enhance the survival of the biofilm population under arsenite exposure.
Moreover, they appear to be of prime importance in the subsequent developmental processes we
observed in the presence of arsenite. Indeed, cell lysis resulted in the liberation of phage-like
particles. These particles may play a role in the previous cell death events, possibly in a manner
analogous to that of a filamentous bacteriophage implicated in biofilm cell killing in Pseudomonas
aeruginosa (Rice et al., 2009; Webb et al., 2003). Their liberation may also act as a species survival
mechanism, leading to increased horizontal gene transfer and enhancing the genetic diversity of the
remaining population. Their exact nature and roles are currently under investigation.

The cell death and lysis events were also the starting point of the biofilm three-dimensional
development. The remarkable complex biofilm structures we observed in the presence of sub-lethal
arsenite concentrations may be the result of the high quantities of exopolysaccharide present,
playing a key role in biofilm cohesion (Flemming and Wingender, 2001a). Our results also suggest
that the increased exopolysaccharide presence observed in the presence of arsenite at the beginning
of the biofilm development process reinforces the biofilm integrity. DNA from lysed cells may also
affect the biofilm architecture, extracellular DNA being shown to be an important component of the
biofilm matrix (Allesen-Holm et al., 2006; Whitchurch et al., 2002). These elaborated microbial
organizations increased the biofilm heterogeneity and may also favour the development of distinct
subpopulations of cells (Stewart and Franklin, 2008). This hypothesis is supported by the presence of
highly motile subpopulations inside the biofilm hollow voids (Figure 5 and supplementary data Movie
S1). This biofilm dispersal promoting phenomenon (Mai-Prochnow et al., 2006) may also allow the
strain to colonize more favourable environments.

A high phenotypic or genetic diversity is essential for the survival of a population (Boles and
Singh, 2008; Boles et al., 2004). In this respect, in Thiomonas sp. CB2 biofilms, the diversity of the
population in the presence of arsenite may be promoted by an increased structural heterogeneity
but also by the phage-like particles. Using comparative genomic analysis, we have previously shown

that the strains of the genus Thiomonas, isolated from the Carnoules AMD waters, exhibit a high

11
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genetic diversity (Arsene-Ploetze et al., 2010). Indeed, their genome presents numerous genomic
islands, i.e. variable genomic regions, suggesting important genome plasticity and frequent genomic
rearrangements. This genomic diversity may be promoted, at least in part, inside biofilms through

the here-described arsenic-induced mechanisms.

In conclusion, our results suggest that, in Thiomonas sp. CB2, the formation of a biofilm plays
several roles in the arsenite resistance process. First of all, an increased exopolysaccharide
production confers a physical protection to the biofilm resident cells. Moreover, the overall
Thiomonas sp. CB2 biofilm development is markedly modified in response to sub-lethal arsenite
concentrations leading to the generation of diverse biofilm subpopulations and promoting the
dispersal of part of the community. It is tempting to speculate that the survival of this strain in its
extreme environment relies on a rapid diversity production followed by biofilm dispersal. These
processes may confer an important selective advantage by allowing the strain to survive in harsh
conditions and also to colonize more favourable environments. Moreover, our observations suggest
that Thiomonas sp. CB2 may be persistent in the Carnoulés AMD waters and also that it will assure a
long-term role in the natural bioremediation process occurring in this site. More importantly, our
results suggest that these biofilm-associated processes constitute an adaptive strategy widely

conserved among bacteria in response to various adverse conditions.

12
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Figure 1

As(lll)-induced exopolysaccharide biosynthesis. 72h-old Thiomonas sp. CB2 biofilms were
stained using SYTO9 (cells, green) and a labeled lectin, ConA (exopolysaccharides, red). a.
Three-dimensional confocal reconstruction of representative microcolonies using IMARIS
software in the absence and presence of 2.67 mM As(lll). b. Biovolume ConA/ SYTO9 as a
function of As(lll) concentration. Cells (SYTO9) and exopolysaccharide (ConA) volumes were
guantified with light emission intensity using PHLIP software (www.phlip.org). For each
experiment, six random microscope fields from two replicates were analyzed. Scale bars: 10
um.
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Figure 2

Cell death in microcolonies of 72h-old Thiomonas sp. CB2 biofilms under As(lIl) exposure. a.
Cell death occurs in localized regions in microcolonies. Confocal micrograph of a 1.33 mM
As(lll)-exposed biofilm microcolony visualised using viability stains. b. Biovolume SYTOX Red/
SYTO9 as a function of As(lll) concentration. Dead (SYTOX Red) and total cell (SYTO9)
volumes were quantified using light emission intensity with PHLIP software. For each
experiment, six random microscope fields from two replicates were analyzed. Scale bar: 10
um

Figure 3

Cell lysis inside microcolonies and liberation of phage-like particles in the presence of As(lll).
2D-confocal micrograph (a) and 3D-confocal reconstruction using IMARIS software (b) of a
72h-old 2.67 mM As(lll)-exposed biofilm structure. Cells were stained with SYTO9. Hollow
voids appeared inside microcolonies subsequent to cell lysis. c. Transmission electronic
micrograph of a 72h-old 1.33 mM As(lll)-exposed biofilm supernatant. 0.45 um-filtered
supernatants obtained from 72h-old biofilms were deposited on a formvar-coated nickel grid
and examined using a Hitachi 600 transmission electron microscope at 75kV accelerating
voltage and photographed using a Hamamatsu ORCA-HR camera with AMT software. Phage-
like particles (circle) with an icosahedral symmetry and a diameter of 29.3 + 1.7 nm (mean %
SD, n = 50) were observed only in culture supernatants obtained from As(lll)-exposed
biofilms. These particles are embedded in an exopolysaccharide-like matrix (arrow). A mean
of 21.8 + 16 particles (mean = SD, n = 16) were observed in each microscope field at a direct
magnification of 50000.



Figure 4

Three-dimensional confocal reconstruction of 7 day-old Thiomonas sp. CB2 biofilms
cultivated in the absence (a) or in the presence of 1.33 mM (b) and 2.67 mM As(lll) (c).
Biofilms were stained using SYTO9 (cells, green) and ConA (exopolysaccharide, red). Arsenic
exposure induced altered biofilm architecture, leading to the formation of sponge- (b) and
coral-like structures (c).



Figure 5
Motile bacteria swimming inside hollow voids. a. 2D-confocal representation of hollow voids

of a 72h-old 2.67 mM As(lll)-exposed biofilm structure containing swimming bacteria. Cells
were stained with SYTO9. b. 2D-time progression, in red, from point 1 to point 2 of the cell
circled on panel (a). The representation is a projection of 16 confocal images taken at 1.63

second intervals.
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C. Modification de la dynamique structurelle du biofilm de Thiomonas sp. CB2 en réponse a I'arsénite

II. Matériel et méthodes supplémentaires: étude

des particules de type phagique

Lors des événements de mort et lyse cellulaires localisés au centre des microcolonies
du biofilm exposé a I'As(lll), des particules présentant une symétrie icosaédrique et un
diameétre de 30 nm sont libérées dans le milieu extérieur. Afin d’identifier leur nature et réle,

une analyse de leur contenu protéique et en acides nucléiques a été réalisée.
1. Récupération des particules de type phagique

La culture de Thiomonas sp. CB2 a été réalisée en microplaque 6 puits. Par puit, 7.2
mL de milieu m126 (Bryan et al.,, 2009) contenant ou non 1.33 mM d’As(lll) ont été
ensemencés avec 0.8 mL de préculture en phase exponentielle de croissance. La culture a
été incubée a 30°C, en conditions statiques, avec renouvellement quotidien du milieu,
comme décrit dans le manuscrit ci-dessus. Le biofilm et le surnageant de culture ont été
récupérés aprés 72 h d’incubation et digérés 24 h a 55°C par 2 ug mL' de Glucanase 2
(Lucigen) puis 2 h a 37°C par 5 U mL™ de Benzonase Nuclease (Sigma-Aldrich). Le biofilm
digéré a ensuite été centrifugé 10 min a 5000 g et le surnageant obtenu a été filtré a 0.2
pum. Le volume du surnageant contenant les particules de type phagique a été concentré 200
fois par centrifugation a 2 000 g pendant 30 min sur une colonne Vivaspin 20 (Sartorius)

présentant un « cutoff » de 100 000 Da.

2. Analyse des protéines extracellulaires contenues dans le

biofilm

Les protéines contenues dans 100 uL de surnageant concentré obtenu selon le
protocole décrit ci-dessus ont été précipitées une nuit a -20°C dans un volume d’une
solution d’acide trichloroacétique/acétone 15%. Le culot récupéré aprés centrifugation a

13 000 g pendant 30 min a été lavé deux fois a I'éthanol a 100% et une fois a I'éthanol a
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70%, puis resuspendu dans 50 pL de tampon (Tris-HCl 31.25 mM pH 6.8, glycérol 5%, SDS
1%, B-mercaptoéthanol 2.5%, bleu de bromophénol 0.31%). Aprés chauffage a 100°C
pendant 1 min, la suspension de protéines a été déposée sur gel SDS-PAGE 12% puis
soumise a électrophorése (100 V, 1 h, systeme Mini-PROTEAN®3 Cell (BioRad)). Le gel
obtenu a été coloré au bleu de Coomassie colloidal.

Les étapes suivantes ont été réalisées au laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-
Organique (A. Van Dorsselaer). Le gel a été découpé de maniéere systématique et les bandes
obtenues ont été digérées a la trypsine par un systéeme de digestion protéique automatique
(MassPREP Station, Waters). Les bandes ont été lavées 3 fois avec une solution contenant 1
volume de NH4HCO3 (25 mM) et 1 volume d’acétonitrile. Les résidus cystéiques ont été
réduits avec du dithiothreitol pendant 30 min a 57°C puis traités avec de l'iodoacétamide a
température ambiante pendant 20 min. Aprés déshydratation par de l'acétonitrile, les
protéines ont été digérées dans le gel par 20 pL de trypsine de porc a 12.5 ng pL* (Promega)
dans 25 mM de NH4HCO;3 pendant une nuit a 37°C. Une double extraction a ensuite été
réalisée, dans un premier temps par ajout d’acétonitrile a 60% dans 5% d’acide formique,
puis avec de l'acétonitrile a 100%. Les peptides trypsiques obtenus ont été analysés par
nanoLC-MS/MS sur un systéme Agilent 1100 series HPLC-Chip/MS system (Agilent
Technologies) couplé a un HCT Plus ion trap (Bruker Daltonics) comme précédemment décrit
(Buhr et al., 2007). Les données MS/MS ont été obtenues grace a un serveur local Mascot
(MASCOT 2.2.0, MatrixScience) et la banque de données NCBInr (effectué en mars 2010,
10551781 séquences disponibles). Les recherches ont été effectuées avec une tolérance de
masse de 0.2 Da en modes MS et MS/MS et avec les parameétres suivants : spécificité totale
pour la trypsine avec un site de coupure manqué autorisé, carbamidométhylation des
résidus cystéines, oxydation des résidus méthionines et acétylation des acides aminés

terminaux en modifications variables. Aucune restriction taxonomique n’a été effectuée.
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3. Extraction des acides nucléiques des particules de type

phagique

Les particules de type phagique (contenues dans le surnageant concentré obtenu
selon le protocole décrit ci-dessus) ont été lysées a 55°C pendant 1 h dans un volume d’une
solution ajustée a pH 8 contenant 1% de sodium dodécyl sulfate, 2 M de guanidium
thiocyanate et 1 mM de Tris-HCI. Les acides nucléiques ont ensuite été séparés de la fraction
protéique par ajout d’un volume d’Aquaphénol a pH 8 (MP Biomedicals) et d’'un volume de
chloroforme/isoamyl alcool (MP Biomedicals), incubation a 65°C pendant 5 min,
centrifugation a 13 000 g pendant 5 min et récupération de la phase supérieure obtenue. Un
deuxieme ringcage de la phase supérieure obtenue a été effectué par ajout d’un volume de
chloroforme et centrifugation a 13 000 g pendant 5 min. Les acides nucléiques ont ensuite
été précipités pendant une nuit a -20°C par ajout d’1/10° de volume d’une solution d’acétate
de sodium 3 M a pH 5.2, de 2 volumes d’éthanol absolu et 1 pL de glycogene. Le culot
d’acides nucléiques a été récupéré par une centrifugation a 13 000 g, a 4°C, pendant 20 min,

lavé avec de I'éthanol a 70% puis resuspendu dans de I’eau milli-Q.

Afin d’identifier leur nature, 400 ng des acides nucléiques obtenus ont été digérés
pendant 1 h a 37°C par 10 U de DNAse 1 (Amersham), 1 uL de RNAse Mix (Invitrogen) ou
100 U de Nucléase S1 (Euromedex). La taille des acides nucléiques obtenus a été évaluée par

électrophorese sur gel d’agarose 2%.

III. Résultats complémentaires

Le biofilm agé de 72 h exposé a I’As(lll) et contenant les particules de type phagique a
été digéré par traitement a la glucanase (élimination des sucres) et a la benzonase (digestion
des acides nucléiques). Les particules ont été concentrées sur une colonne présentant un

« cutoff » de 100 kDa aprés élimination des cellules par filtration. Ce « cutoff » permet de
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récupérer dans un volume 500 fois plus faible les particules (et protéines) dont le poids
moléculaire est supérieur a 100 kDa et/ou le diamétre supérieur a 20 nm.

La solution concentrée a été déposée sur un gel d’acrylamide a une dimension. En
analysant par nanoLC-MS/MS les protéines présentes dans le gel, un peptide présentant une
homologie de séquence avec une protéine d’origine phagique de liaison a I’ADN simple brin
(gp32, origine : phage T4, numéro d’accession NCBI : gi| 116326457) a été retrouvé deux fois,
au niveau du puits de dépot et dans la bande de 2 mm située juste en-dessous du puits
(Figures 18 et 19). La localisation sur le gel de cette protéine d’une taille théorique de 32 kDa
semble indiquer qu’elle n’a pas été dénaturée lors du traitement. Les protéines présentant

une homologie de séquence avec les peptides retrouvés dans le gel sont présentées dans le

tableau 3.
=
P
= c
5 o
L3 E
g =
(3 =
= o Figure 18. Gel SDS-PAGE 12% sur lequel a été déposé le
—_— surnageant concentré d’un biofilm agé de 72 h exposé a
220KDa I’As(lll). En rouge sont entourées les bandes du gel dans
lesquelles a été retrouvé le peptide présentant une
60KDa homologie de séquence avec la protéine de phage. La
50KDa bande entourée en bleu contient la glucanase utilisée pour
40KDa la digestion du biofilm. Le marqueur de taille utilisé est le

BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).
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Figure 19. Spectre MS/MS du peptide retrouvé au niveau du puits de dépot et matchant
avec la protéine gp32 de I'Enterobacteria phage RB3.

. Nombre de
Numéro Poids eptides
d'accession Protéines identifiées et organisme affilié , . pep A
moléculaire retrouvés
(NCBI)
dans le gel
gi| 10120659 Thioredoxin réductase [Escherichia coli] 12 kDa 33
gi[220035138 Protéine flagellaire FliF M-ring [Thioalkalivibrio sp. HL- 60 kDa 3
EbGR7]
€i[110807031 ATP-dependent ARN hélicase [Shigella flexneri 5 str. 73 kDa 9
8401]
gi| 256758655  Protéine chaperone GroEL [Thiomonas intermedia K12] ? 12
. Répresseur de transcription hrcA [Fusobacterium
5
Al ulcerans ATCC 49185 : !
gi|256760375 Domaine de la flagelline [Thiomonas intermedia K12]. ? 4
gi[256760489 Glutamine synthétase, tlygzell [Thiomonas intermedia ) 3
gi[256759719 Porine de type Gram-negKalt;\;e [Thiomonas intermedia ) 1
gi[ 116326457 Protéine de liaison a I'ADN simple brin [Enterobacteria 34 kDa 3
phage RB32]

Tableau 3. Liste des protéines pour lesquelles un ou plusieurs peptides ont été retrouvés
dans le gel SDS-PAGE 12% sur lequel a été déposé le surnageant d’un biofilm agé de 72h et
exposé a I’As(ll1).

En parallele a I'analyse des protéines, les acides nucléiques présents dans les

particules de type phagique ont été extraits. Pour dissocier les acides nucléiques des

protéines, le surnageant concentré contenant les particules (précédemment traité a la
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benzonase pour supprimer tous les acides nucléiques ne se trouvant pas dans les particules)
a été traité avec un volume de solution de lyse protéique contenant du sodium dodécyl
sulfate et du guanidium thiocyanate. Les acides nucléiques ont ensuite été séparés des
protéines par une méthode d’extraction au phénol/chloroforme. Par cette méthode, 5 a 10
fois plus d’acides nucléiques ont été extraits du biofilm exposé a I’As(lll) par rapport a celui
non exposé. En électrophorese sur gel d’agarose, la taille apparente de ces acides nucléiques
est d’environ 50 pb (Figure 20). Alors gu’une RNAse n’a pas d’effet sur ces acides nucléiques,
ils sont partiellement dégradés par une DNAse et totalement par une Nucléase S1
(dégradant spécifiqguement les ADN simple brin), ce qui indique que ces fragments sont des
ADN simple brin (Figure 20). Par conséquent, leur taille réelle n’est pas encore définie, des

interactions intramoléculaires pouvant affecter la taille apparente du fragment d’ADN.

Figure 20. Migration sur gel d’agarose 2% des acides nucléiques extraits des particules de
type phagique, non digérés (piste 1), digérés avec de la DNAse 1 (2), de la RNAse (3) et de la
Nucléase S1 (4). Le marqueur de taille (MT) utilisé est le 1Kb DNA Ladder (Biolabs).
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D. Discussion et conclusion

La structure et I’évolution des biofilms sont souvent modifiées en réponse a des
agents bactéricides. Ces changements permettent entre autres la mise en place de
mécanismes adaptatifs. Les résultats des deux études présentées dans ce chapitre
soulignent le fait que I’As(lll), en concentrations subinhibitrices, modifie différemment la
cinétique de développement des biofilms selon les souches. Toutefois, chez les deux souches
bactériennes testées, la présence d’As(lll) affecte des fonctions clés de la formation des
biofilms : la mobilité et la synthése d’exopolysaccharides. Les résultats des deux études sont

discutés ci-dessous.

I. Impact de I'As(III) sur les fonctions clés de la
formation du biofilm d’Herminiimonas

arsenicoxydans

Herminiimonas arsenicoxydans est une souche vivant préférentiellement a I'état
planctonique en conditions de culture classiques. Lors de |'étude présentée dans ce chapitre,
il a été montré qu’en conditions de culture statiques la souche est capable de former un
biofilm dont la cinétique de développement (attachement des cellules, maturation du
biofilm et détachement des cellules) est de 72 heures. Alors qu’il avait été précédemment
décrit qu’en présence d’As(lll) les cellules planctoniques synthétisent une plus forte quantité
de polysaccharides extracellulaires (Muller et al., 2007), aucune modification de structure du
biofilm n’a été observée ici en présence d’As(lll). Cette observation pourrait étre expliquée
par le fait que la souche serait capable de synthétiser deux types de polysaccharides
extracellulaires en fonction des conditions de culture, des polysaccharides de capsule —
fortement liés a la cellule — et des exopolysaccharides — libérés dans le milieu extérieur et

impliqués dans la structure du biofilm — Cette hypothése est soutenue par des études
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génétiques montrant qu’H. arsenicoxydans posséde a la fois un opéron potentiellement
impliqgué dans la synthése de polysaccharides de capsule (Tableau 4) et un autre
potentiellement impliqué dans la synthése d’exopolysaccharides (Tableau 5). La synthese
des exopolysaccharides ne serait pas induite par I’As(lll) en conditions de culture statiques
contrairement aux polysaccharides de capsule. Afin de valider cette hypothése, une étude
de la composition des polysaccharides extracellulaires pourrait étre réalisée ainsi qu’une
mesure du niveau d’expression des genes clés par g-RT-PCR (quantitative Reverse

Transcription-PCR) dans les différentes conditions de culture.

Géne Fonction putative
HEAR1142 Protéine membranaire
HEAR1143 Protéine hypothétique conservée
HEAR1144 Glycosyl transférase
HEAR1145 Glycosyl transférase
HEAR1146 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase
HEAR1147 Protéine de biosynthése des polysaccharides CapE-like
HEAR1148 Enzyme de biosynthese des polysaccharides de capsule
Cap5G
HEAR1149 UDP-glucose 4-epimerase CapN-like
HEAR1150 Enzyme de biosynthese des p(?lysaccharides de capsule
CapM-like
HEAR1151 Protéine de biosynthése des polysaccharides CapD
HEAR1152 dTDP-glucose 4,6 dehydratase
HEAR1153 Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase
HEAR1154 dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimérase
HEAR1155 dTDP-4-dehydrorhamnose réductase

Tableau 4. Structure opéronique contenant des génes potentiellement impliqués dans la
synthése de polysaccharides de capsule, i.e. codant pour des enzymes de biosynthese des
sucres, dont des glycosyl transférases, et des protéines de la membrane externe.
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Géne Fonction putative

HEAR0712 Protéine hypothétique conservée

HEARO0713 Glycosyltransférase de biosynthése des polysaccharides

HEARO0714 Protéine impliquée dans I'export des polysaccharides

HEARO0715 Protéine de biosynthése des exopolysaccharides EpsF-like

HEARO0716 Tyrosine kinase EpsG-like

HEARO717 Protéine de polymérisation des exopolysaccharides PssK-like

HEARO0718 Glycosyl transférase

HEARO0719 Protéine de biosynthése des exopolysaccharides EpsM-like

HEAR0720 Acyltransférase

HEARO0721 Protéine hypothétique

HEAR0722 O-acetyltransférase

HEARO0723 Glycosyl transférase

HEAR0724 Glycosyl transférase

HEAR0725 N—acetylglucosaminyldiphosphoundecaprenol N-acetyl-beta-D-
mannosaminyltransferase

HEARO0726 UDP-glucose 4-epimérase

HEARO0727 Mannose-1-phosphate guanyltransférase

HEAR0728 Mannose-1-phosphate guanyltransférase

HEARO0729 Protéine hypothétique conservée

HEARO0730 Protéine de biosynthese des polysaccharides

Tableau 5. Structure opéronique contenant des genes potentiellement impliqués dans la
synthése des exopolysaccharides, i.e. codant pour des enzymes de biosynthése des sucres
dont les glycosyl transférases et des protéines d’export des polysaccharides.

La présence d’As(lll) retarde I'étape initiale de la formation du biofilm, c’est-a-dire
I’'adhésion des cellules, stade ou les cellules passent d’un état planctonique a un état sessile.
Ce retard n’a toutefois pas été observé chez des mutants non mobiles ou déficients au
niveau de leur activité arsénite-oxydase. Cette observation peut étre aisément expliquée
pour les mutants atteints au niveau de la mobilité car mobilité et adhésion sont des
processus mutuellement exclusifs. Dans le cas des mutants déficients au niveau de leur
activité arsénite oxydase, le retard dans les processus d’adhésion peut étre expliqué de
maniére similaire. En effet, alors que la souche sauvage présente une induction de la
mobilité en présence d’As(lll), les mutants « aox » ne présente plus ce phénotype (Koechler
et al., 2010; Muller et al., 2007). Il semblerait que la souche récupeére I'énergie de I'oxydation
de I'As(lll) en As(V), ce qui se traduit par une augmentation de la mobilité flagellaire. En
conditions de culture favorisant la formation d’un biofilm, la présence d’As(lll), et plus
particulierement I'activité arsénite-oxydase, induirait la mobilité des cellules retardant ainsi
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I'initiation du biofilm. Le lien exact existant entre I'activité arsénite-oxydase et la mobilité
flagellaire reste cependant inconnu. Ce lien a été observé chez d’autres souches arsénite-
oxydantes, dont une agrobactérie, Rhizobium sp. NT-26 qui est mobile uniquement en
présence d’As(lll) (Santini et al., 2000). Ce phénotype trés marqué facilite I'identification des
mécanismes de régulation de la mobilité flagellaire en réponse a I’As(lll). Une approche de
mutageneése aléatoire et des puces a ADN sont actuellement en cours pour identifier dans

cette souche les différents acteurs de ce procédé.

II. Dynamique structurelle du biofilm de Thiomonas

sp. CB2 en présence d’As(III)

Thiomonas sp. CB2 est la souche du genre Thiomonas formant les biofilms les plus
importants (voir Chapitre 1. Physiologie et génomique de souches du genre Thiomonas).
Lors de I'étude réalisée dans le cadre de ce travail de these, il a été mis en évidence que la
présence d’As(lll) entraine une modification tres importante de la dynamique structurelle du

biofilm qu’elle forme.

En absence d’As(lll), le biofilm mature est constitué de structures de type
« champignon » s’apparentant a celles d’un biofilm de Pseudomonas aeruginosa (Klausen et
al., 2003). Durant les sept jours qu’a duré I'étude, aucune dispersion des cellules n’a été
observée. La présence d’As(lll), en conditions subinhibitrices, modifie fortement I'étape de
maturation du biofilm. Dans un premier temps, [I'As(lll) induit la synthese
d’exopolysaccharides, ces derniers assurant la cohésion et le maintien du biofilm. Leur
synthése accrue en présence d’As(lll) est donc accompagnée par une évolution des
structures en « champignon » vers des architectures plus complexes. Le génome de
Thiomonas sp. CB2 n’étant pas séquencé et la souche ne possédant pas I'opéron de géenes
potentiellement impliqués dans la synthése d’exopolysaccharides présents chez Thiomonas
sp. 3As (voir Chapitre 1. Physiologie et génomique de souches du genre Thiomonas), les

genes jouant un role dans cette synthese n’ont pas encore été identifiés.
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L'hétérogénéité des structures du biofilm conduit a I'apparition de sous-populations
de cellules. Des événements de mort et lyse cellulaires localisés ont ainsi été observés au
centre des structures. Ce phénomeéne pourrait étre expliqué par une hétérogénéité
métabolique du biofilm: les cellules au centre des structures sont moins actives
métaboliquement que les autres et seraient donc moins en mesure de résister au stress
arsénite. La résistance a ce stress nécessite en effet des processus physiologiques actifs, tels
que la synthese de I'arsénite oxydase, d’enzymes de réparation de '’ADN et de pompes
d’efflux (Stolz et al., 2006). Ces événements de mort et lyse cellulaires font partie intégrante
de I’évolution du biofilm, libérant entre autres des acides nucléiques, qui jouent un roéle

structurel essentiel dans le biofilm (Allesen-Holm et al., 2006).

Simultanément a ces événements, des particules a symétrie icosaédrique de 30 nm
de diametre ont été détectées dans le surnageant de culture uniquement en présence
d’As(lll). Elles contiennent un fragment d’ADN simple brin, dont la taille exacte n’est pas
encore définie. Leur capside est constituée, au moins en partie, par une protéine de liaison a
I’ADN simple brin homologue a la gp32 du phage T4 (Shokri et al., 2009). Ces protéines se
lient de maniére non spécifiqgue a I'’ADN simple brin et sont impliquées dans la
recombinaison, la réparation et la réplication de I’ADN (Kur et al., 2005). Des protéines de
liaison a 'ADN simple brin interviennent notamment dans le systeme de réparation de
I’ADN, induit lors de stress mutagenes dans le cadre de la réponse SOS (Cox, 2007). L’arsenic
étant un agent mutagéne, les particules observées dans le biofilm exposé a I'As(lll)
pourraient correspondre a un systeme de réparation de I"ADN. L’identification exhaustive
des protéines constituant ces particules ainsi que le séquencage de I’ADN simple brin

gu’elles contiennent pourraient permettre de préciser leur nature.

Suite aux événements de mort et lyse cellulaire et a la libération des particules de
type phagique, une remobilisation de certaines cellules a été observée au centre des
structures, dans les espaces formés lors de la lyse des cellules. Cet événement joue
potentiellement un réle dans la dispersion du biofilm. Thiomonas sp. CB2 posséde un flagelle

polaire. Alors qu’en milieu semi-solide la souche n’est pas mobile, ce qui est probablement
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d{ a une synthese d’exopolysaccharides trop importante, sa mobilité est induite par I’As(ll1)
en milieu liquide (observations non publiées réalisées en microscopie optique). La mobilité
des cellules serait induite en présence d’As(lll) a la fin de I'étape de maturation du biofilm,
permettant la dispersion d’une partie de la population et une colonisation d’environnements

moins hostiles.
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Conclusion générale et perspectives

Les biofilms bactériens sont des communautés hautement organisées permettant aux
cellules de se maintenir dans une niche écologique donnée et de résister aux stress
environnementaux. L'utilisation de ces structures est avantageuse dans un contexte de
bioremédiation. D’une part, le développement de la population d’intérét en biofilm garantit
sa stabilité dans le systeme. D’autre part, les exopolysaccharides composant la matrice du
biofilm présentent une capacité de fixation des polluants. Le projet COBIAS vise a
développer un systéeme biologique de traitement des eaux arséniées en utilisant un biofilm
arsénite-oxydant des souches du genre Thiomonas. Ces souches, pour la plupart arsénite-
oxydantes, sont retrouvées de maniéere ubiquitaire dans les milieux contaminés par I’arsenic.
Certaines sont de plus capables de croissance en autotrophie en utilisant I'As(lll) comme

source d’énergie.

La mise au point d’un procédé de bioremédiation optimal requiert des connaissances
fondamentales permettant d’anticiper le comportement des souches bactériennes d’intérét
dans le systeme. Dans le cadre de ce travail de these, la caractérisation physiologique et
génomique des souches du genre Thiomonas a donc été réalisée. La plasticité génomique de
ces souches a notamment été examinée par puces CGH, les phénomenes de remaniements
génétiques étant favorisés au sein des biofilms en raison de la forte densité cellulaire de ces
structures (Roberts et al., 2001). En parallele, afin d’identifier la réponse des biofilms a
I'arsenic, la cinétique de formation de biofilms arsénite-oxydants a été comparée en

présence et en absence d’As(lll) par microscopie confocale.

Dans la premiere partie du travail, la caractérisation physiologique des souches du
genre Thiomonas a révélé de fortes divergences entre ces souches phylogénétiquement
proches, notamment au niveau de leur métabolisme du carbone. En effet, 'analyse du
protéome des deux souches autotrophes du genre Thiomonas a mis en évidence une
inhibition du métabolisme autotrophe de Thiomonas sp. 3As et une induction de celui de
Thiomonas arsenivorans en présence d’As(lll). Le lien entre les métabolismes de fixation du
carbone inorganique et de I'arsenic différe ainsi entre les souches du genre Thiomonas. Ce
point est a prendre en considération dans le cadre d’une stratégie de bioremédiation. En

effet, la concentration en matiere organique de I'eau a traiter va influencer le choix de la
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souche a utiliser, Thiomonas arsenivorans étant par exemple plus adapté que Thiomonas sp.

3As pour le traitement d’une eau contenant peu de matiéres organiques, et inversement.

La comparaison génomique de souches du genre Thiomonas, isolées de milieux aux
propriétés physico-chimiques différentes, a corroboré ces observations physiologiques. Le
séquencage du génome de Thiomonas sp. 3As couplé aux données des puces CGH a en effet
souligné la grande plasticité génomique de ces souches. Les génomes semblent évoluer
majoritairement par |'acquisition d’ilots génomiques. Ces régions mobiles contiennent des
génes clés pour la survie des souches. Les genes aox et des genes impliqués dans la
résistance aux pH acides, aux métaux lourds et dans la formation de biofilms ont ainsi été
retrouvés dans des ilots génomiques présents uniquement chez les souches isolées de DMAs
contaminés par l'arsenic. Il ressort de cette étude que I'évolution génomique de ces
souches, et donc la dynamique des ilots génomiques, est fortement influencée par les
conditions environnementales. Ces résultats sont intéressants dans le cadre d’un procédé de
bioremédiation. En effet, le transfert des genes d’intérét, notamment des génes aox, au sein
de la population bactérienne du systeme permettrait d’assurer la stabilité du bioprocédé.

L’étude de la dynamique génomique des souches du genre Thiomonas se poursuivra
par la comparaison du génome récemment séquencé de Tm. intermedia K12 avec celui de
Thiomonas sp. 3As. Ces données devraient permettre d’identifier des ilots génomiques non
spécifiques aux souches retrouvées dans les DMAs et ainsi d’évaluer plus précisément

I'impact de I’environnement sur les remaniements génomiques de ces souches.

Dans la deuxieme partie de ce travail de thése, I'impact de I'arsenic sur les biofilms
bactériens arsénite-oxydants a été décrit. Nous avons montré que I'As(lll) affecte a des
niveaux différents la cinétique de développement des biofilms. Chez les deux souches
testées, I'As(lll) a un impact sur le développement du biofilm via I'induction de la mobilité
des cellules. Dans le cas d’Herminiimonas arsenicoxydans, ce phénomeéne retarde l'initiation
du biofilm. Chez Thiomonas sp. CB2, la présence d’As(lll) accélére la remobilisation des

cellules a la fin du cycle de vie du biofilm.
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Lors d’une exposition a I'As(lll), H. arsenicoxydans privilégie le mode de vie
planctonique. D’aprés les résultats obtenus, I'induction de la mobilité observée en présence
d’As(lll) est directement liée a I'activité arsénite-oxydase. Les cellules entament le processus
d’adhésion lorsque tout I'As(lll) a été oxydé en As(V). La détoxication du milieu semble donc
prioritaire au développement d’un biofilm.

La mobilité d’une autre souche arsénite-oxydante, Rhizobium sp. NT-26, est
également induite en présence d’As(lll). Ce phénotype est plus marqué chez cette souche
chimioautotrophe que chez H. arsenicoxydans car Rhizobium sp. NT-26 n’est pas mobile en
absence d’As(lll) (Santini et al., 2000). L'impact de I'As(lll) sur la formation du biofilm des
deux souches pourra étre comparé afin de déterminer si le retard d’adhésion observé chez
H. arsenicoxydans en présence d’As(lIl) est un processus conservé. Par ailleurs, une approche
de mutagénése aléatoire et des puces a ADN devraient permettre d’identifier les
mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la mobilité par I'As(lll),
éventuellement en lien avec 'activité arsénite-oxydase, chez Rhizobium sp. NT-26.

Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier le comportement d’H. arsenicoxydans dans
un systéme continu, c’est-a-dire en présence de concentrations constantes en As(lll), afin de
déterminer si dans un systeme de bioremédiation les cellules sont capables d’adhérer au

support en présence d’As(lll).

Au contraire d’H. arsenicoxydans, Thiomonas sp. CB2 forme un biofilm plus complexe
en présence qu’en absence d’As(lll). Les cellules s’entourent d’une matrice extracellulaire
plus importante, ce qui consolide le biofilm et permet le développement de structures
élaborées. Des événements de mort et lyse cellulaires localisés, probablement liés au stress
oxydatif généré par I'As(lll), sont déterminants dans I'évolution du biofilm. lls sont
notamment accompagnés par la libération de particules icosaédriques contenant un brin
d’ADN. Il semblerait que I’As(lll) induise des processus conduisant a une dispersion plus
rapide du biofilm. En effet, une remobilisation de certaines cellules a été observée
uniquement dans le biofilm exposé a I’As(lll).

Les approches de microscopie utilisées pour visualiser les effets de I'arsenic sur la
cinétique de développement du biofilm de Thiomonas sp. CB2 sont essentiellement

phénotypiques. Le suivi par g-RT-PCR des transcrits de geénes connus pour jouer un réle clé
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dans la formation de biofilms devrait permettre d’identifier, au moins en partie, les
mécanismes moléculaires impliqués dans les processus induits par I'As(lll). Les génes qui
vont étre testés ont été choisis d’aprés le génome de Thiomonas sp. 3As et les données des
puces CGH et sont impliqués dans la mobilité (fliF), le quorum-sensing (gseB) et la résistance
au stress oxydatif (ahpC). Enfin, le séquencage de I’ADN simple brin contenu dans les
particules icosaédriques libérées par les cellules en présence d’As(lll) devrait permettre de
déterminer leur nature et potentiellement leur réle dans le développement du biofilm en

présence d’As(lll).

A terme, ces travaux devraient permettre d’obtenir une vision globale de la réponse
physiologique et moléculaire a I'arsenic des biofilms arsénite-oxydants, et plus précisément
des biofilms des souches du genre Thiomonas. Ces données devraient faciliter la mise en
ceuvre d’un bioprocédé de traitement des eaux arséniées en permettant d’anticiper le
comportement de la population bactérienne d’intérét et ainsi I'optimisation du processus.
Les résultats obtenus lors de ce travail de these soulignent dés a présent plusieurs points a
prendre en compte pour développer une stratégie de bioremédiation. Dans un premier
temps, la variabilité de réponse des biofilms bactériens a I’As(lIl) a été mise en évidence. Le
comportement vis-a-vis de I'As(lll) des deux biofilms étudiés differe fortement, ce qui
souligne la nécessité d’identifier spécifiquement le comportement du biofilm de la souche
choisie pour les processus de bioremédiation, les données n’étant pas extrapolables d’une
souche a l'autre. Dans un second temps, nos résultats ne laissent pas présager d’une grande
stabilité des souches du genre Thiomonas dans un systeme ouvert. D’une part, I'As(lll)
favorise la dispersion du biofilm. Ce phénomene accéléererait plutét le remplacement dans le
systeme de bioremédiation de la population d’intérét par une communauté endogene a
I’eau a traiter. D’autre part, le génome des souches du genre Thiomonas étant tres plastique,
la population devrait évoluer rapidement dans le systeme de bioremédiation en réponse aux
fluctuations du milieu extérieur, d’autant plus que la fréquence des transferts de génes est
plus élevée au sein des biofilms. Il semble donc difficile de garantir la stabilité de la

population d’intérét dans un bioprocédé.
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De maniere générale, nos résultats soulignent la diversité des réponses adaptatives
du monde bactérien a un méme stress. Pour résister a un composé toxique, différentes
stratégies peuvent étre mises en ceuvre, e.g. synthése de pompes d’efflux, induction des
systémes de réparation de I’ADN, organisation des cellules en biofilms. L'importance relative
de ces mécanismes est fonction du stress et varie d’'une souche a une autre. Ainsi chez H.
arsenicoxydans la réponse au stress As(lll) s’articule autour de I'activité arsénite-oxydase
alors que la stratégie adaptative de Thiomonas sp. CB2 face a ce stress repose sur la
formation d’un biofilm complexe, éventuellement accompagnée par un remaniement du
génome des cellules. Cette notion de variabilité dans I'adaptation des souches bactériennes
aux stress est également importante pour d’autres applications, telle que la lutte contre les

biofilms pathogenes dans le domaine médical.
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By their metabolic activities, microorganisms play a crucial role in the biogeochemical
cycles of elements. The complete understanding of these processes requires however the
deciphering of both the structure and the function, including synecologic interactions, of
microbial communities. Using a metagenomic approach, we demonstrated here that an
environment highly contaminated with arsenic is dominated by seven bacterial strains
whose genomes were reconstructed. Five of them represent yet uncultivated bacteria
and include two strains belonging to a novel bacterial phylum present in some AMD
ecosystems, and which was named Candidatus Fodinabacter communificans.
Metaproteomic data unravelled several microbial capabilities expressed in situ, such as
iron, sulphur and arsenic oxidation that are key mechanisms in biomineralization, or
organic nutrient, amino acid, and vitamin metabolism involved in synthrophic
associations. A statistical analysis of all data and RT-PCR experiments allowed us to
build an integrated model of the metabolic interactions that may be of prime importance

in the natural attenuation of such anthropized ecosystems.
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Introduction

Microorganisms are involved in biogeochemical nutrient cycles and play therefore a crucial
role in the biosphere (Falkowski et al., 2008; Haferburg and Kothe, 2007; Konopka, 2009).
Although microbial ecosystems constitute a major reservoir of our planet’s genetic
biodiversity, it is generally recognized that most of the microorganisms present in the
environment are not accessible by culture-dependent techniques. The recent developments in
genomics have given an unprecedented opportunity to gain insight into the structure and the
functioning of microbial communities (Allen and Banfield, 2005; Bertin et al., 2008; Wilmes
et al.,2009). Indeed, environmental genomics has extended their analysis far beyond the sole
taxonomic studies, as the whole community gene pool and its expression can now be
characterized. Such approaches give rise to an integrated picture of ecosystems and are
therefore of great interest to interpret the metabolisms present in ecological niches considered
as extreme, including those impacted by human activities. Among the most toxic
anthropogenic contaminants, arsenic is at the origin of serious forms of water pollution in
industrial and post-industrial areas all over the world. In particular, high arsenic contents are
encountered in mine drainage waters, where the metalloid is usually associated with sulphur,
iron and other metals (Vaughan, 2006). Few forms of life are known to thrive in these often
acid waters, as compared with neutral waters (Denef et al., 2010; Johnson and Hallberg,
2003). In this respect, the As(III) form (arsenite) can provide chemolithotrophic organisms
with energy (Silver and Phung, 2005; Stolz et al., 2006).

The former mine of Carnoules, Gard (France), provides an outstanding example of
such an extreme environment. The sulphurous wastes contain As-rich pyrite and the leached
waters are the source of a small stream called the Reigous that contains between 50 and 350
mg.l" of soluble arsenic, mainly in the form of As(IIl). However, although the arsenic levels

remain still high, this concentration decreases by 95% between the source of the Reigous and
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its confluence with the river Amous, 1.5 km downstream. This natural process of attenuation
is mainly due to microbial metabolism, leading to the oxidation of iron and arsenic into
Fe(IlI) and As(V), and their co-precipitation with sulphur (Bruneel et al., 2003; Casiot et al.,
2003; Duquesne et al., 2003). However, only a few bacteria belonging to Thiomonas or
Acidithiobacillus genera have been isolated and characterized so far, even though 16S-based
community analyses have revealed that other genera are present in this ecosystem (Bruneel e?
al., 2003; Duquesne et al., 2003; Duquesne et al., 2008). The biological activity of these
uncultured bacteria may have a significant impact on the functioning of this ecosystem. In the
present study, we used a multidisciplinary approach that took advantage of the "omics"
methods, to decipher the role of uncultured microorganisms in the complex metabolic

processes at work in the Carnoules AMD, an arsenic-rich ecosystem.

Materials and Methods

Sampling and chemical analysis

Samples were collected in May 2007 at the station called COWG located 30 m downstream of
the spring (Bruneel et al., 2003). Five cm deep white sediments covering the bottom of the
creek were collected using a sterile tube, and the running water (i.e. a thin column, less than 10
cm) covering these sediments was filtered (300 mL) through sterile 0.22 ym Nuclepore filters.
These filters were transferred into a collection tube, frozen in liquid nitrogen, and stored at -
80°C until further analysis. This sampling was done in triplicates. The main physico-chemical
parameters (pH, T°, dissolved oxygen...) were determined in the field and arsenic speciation,

Fe(II) and sulfate analyses were performed as previously described (Bruneel et al., 2008).
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DNA isolation and sequencing

DNA was extracted from the cellular fraction either directly using the UltraClean Soil DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA), or after separation of microbial
cells by Nycodenz gradient, using the Wizard Genomic DNA Extraction kit (Promega,
U.S.A), and stored at -20°C (Supplementary Information). Nebulized DNA fragments
ranging from 3 and 5 kb were used to construct a genomic library and DNA inserts were
sequenced, as previously described (Muller et al., 2007), giving rise to 550,920 Sanger reads.
In parallel, 281,758 DNA reads were obtained by GS-FLEX pyrosequencing using standard

procedures. Both methods produced a total of 430.3 Mbp.

Clone library and phylogenetic analyses

The bacterial diversity was analyzed by cloning and sequencing PCR amplified 16S rRNA
genes (Supplementary Information). Sequences were compared with the RDP database
(http://rdp.cme.msu.edu) and BLAST online searches (Altschul er al., 1997). Phylogenies
were constructed with the Molecular Evolutionary Genetics Analysis v4.0 program (Tamura
et al.,2007) using Maximum Composite Likelihood model and Neighbour-joining algorithm.
The sequences of clones CG determined in this study were submitted to the EMBL database

and were given Accession Numbers FN391809 to FN391849.

Bioinformatics, statistical analysis and phylogenomic approach

Two third of the metagenomic sequences were successfully organized in 7 bins
(Supplementary Information) and were then integrated into the MicroScope platform for the
prediction of coding sequences, followed by automatic and expert annotation (Vallenet et al.,
2006). The mean polymorphism frequency in the population was assessed using SNIPer

(Ning et al., 2001). Molecular phylogenies were inferred using 27 universal marker genes
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chosen from a reference gene set (Ciccarelli et al., 2006) (Supplementary Information). For
each marker, the corresponding family of homologous genes from the HOGENOM database
(Perriere et al., 2000) was identified. Each family dataset was then aligned with the program
MUSCLE (Edgar, 2004) and filtered using the program GBLOCKS (Castresana, 2000;
Talavera and Castresana, 2007). Maximum-likelihood phylogenies were reconstructed with
PhyML (v2.4.4, (Guindon and Gascuel, 2003)) using the Jones—Taylor—Thornton (JTT)
model of amino-acid substitution (Jones et al., 1992). The metabolic network was predicted
by the “Pathway Tools” software (Karp et al., 2002) using MetaCyc (Caspi et al., 2008) as a
reference pathway database and then analysed by a Multiple Factor Analysis (MFA) from a
two dimensional-matrix (Supplementary Information). DNA sequences were submitted to
GenBank and were given the following ProjectIDs : 38045 - Carnoules metagenome study
(top level) ; 41535 - Carnoules metagenome study, bin 1 ; 41537 - Carnoules metagenome
study, bin 2 ; 41539 - Carnoules metagenome study, bin 3 ; 41541 - Carnoules metagenome
study, bin 4 ; 41543 - Carnoules metagenome study, bin 5 ; 41545 - Carnoules metagenome

study, bin 6 ; 41549 - Carnoules metagenome study, bin 7.

Protein extraction, gel electrophoresis and mass spectrometry identification

Proteins were extracted from cells recovered using Nycodenz gradient (Supplementary
Information), separated by SDS-PAGE using 12 % gradient slab gels (PROTEAN II, Bio-Rad
laboratories), stained with Coomassie Brilliant Blue R-250, and in gel digested, as previously
described (Weiss et al., 2009). The resulting peptide extracts were analyzed by nanoLC-
MS/MS on a nanoACQUITY Ultra-Performance-LC (UPLC, Waters, Milford, MA) coupled
to SYNAPT hybrid quadrupole orthogonal acceleration time-of-flight tandem mass

spectrometer (Waters, Milford, MA). Data were analyzed using the MASCOT 2.2.0.
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algorithm (Matrix Science, London, UK) to search against a target-decoy protein database

(Supplementary Information).

PCR and reverse transcription

The rus gene of CARNS was PCR-amplified with iProof Polymerase High Fidelity (Biorad)
using oligonucleotides RUSf : 5-ACCCTTAGGGTGCTGCTTTT-3' and RUSr: 5'-
GTCGGATGCCAGGTAAAATC-3' designed on the corresponding sequences in Af.
ferrooxidans strains ATCC23270 and ATCC53993. Amplification conditions were as follows
: 98°C for 30 sec, then 34 cycles (98°C for 10 sec, 68°C for 30 sec and 72°C for 30 sec) and
finally 72°C for 10 min. Total RNA was extracted according to (Gonzdlez-Mendoza et al.,
2009) from the bacterial community recovered after Nycodenz® gradient density separation.
Total RNA were purified using the RNEasy Mini kit (Qiagen) and digested with DNAse
(Fermentas). The reverse transcription of nifQ, punA, soxC and cobS transcripts was
performed using SuperScript® III One-Step RT-PCR System (Invitrogen) and 5’-
TTGCTGATTTGTTGCTCTGG-3’/5’-TCCAGCAGACTGGACAACAC-3’, 5-
CTCCATCCGAAAAAGTGCTC-3'/5-AAAGAGGTTTTGCTGCGGTA-3’, 5’-
ATCGACGGATTTCTGGATTG-3’/5’-GGTAACGCTGCCATCTAAGC-3’ and 5’-
TTGCTGATTTGTTGCTCTGG-3’/5’-TCCAGCAGACTGGACAACAC-3’ primers,
respectively. A negative control was carried out without the first reverse transcription step.
Amplified fragments were sequenced by Millgen® and the resulting sequences were analyzed

using BLAST program (Altschul et al., 1997).

Bacterial culture and growth medium
Iron oxidation was tested with At. ferrooxidans BS strain isolated from Carnoules (Bruneel ef

al.,2003). 5 10° cells mL™" were grown at 30°C for 5 days in 100:10 liquid medium (Schrader
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and Holmes, 1988) supplemented or not with 1 mg.L"' cobalamin (Sigma), and shaken at 140
rpm. Iron oxidation was followed by the appearance of an orange precipitate and cellular

growth was estimated by CFU counting.

Results

Phylogeny and genome reconstruction

The main physico-chemical parameters (pH, T°, dissolved oxygen, iron concentration,...) were
determined at the sampling site: a pH value of roughly 3.5 was measured, and arsenic, iron and
sulfate concentrations reached 87, 625 and 3,209 mg.L"', respectively (Table 1), further
supporting a persistent contamination by arsenic and other inorganic elements (Casiot et al.,
2003). To identify the microbial species present in the ecosystem, DNA was extracted from the
upper zone of sediments, 16S rRNA sequences were amplified and a clone library was built as
previously described (Bruneel et al., 2008). Sequence analyses revealed a dominance of
bacteria belonging to the Proteobacteria phylum (B- and y-Proteobacteria with 38 and 23%,
respectively). Remaining clones belonged to Firmicutes (4%), and Acidobacteria (3%), and to
a lesser extent to Spirochaetes (1%) and a-Proteobacteria (1%). This suggests that the
microbial community at Carnouleés includes a few other bacterial phyla in addition to those
previously identified (Bruneel ef al., 2008).

To decipher the possible role of microorganisms in the biotransformation of toxic
elements present at the study site, total DNA extracted from sediments was next fully
sequenced. These genomic data were assembled in 7 major bins called CARNI1 to CARN7,
using a combination of 16S rRNA gene sequences, GC%, mean coverage of the various
contigs, mean polymorphism frequency and similarity to already sequenced genomes,
including At. ferrooxidans and Thiomonas sp. 3As

(https://www.genoscope.cns.fr/agc/mage/arsenoscope). The size of the 7 bins ranged from 1.5
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Mbp to more than 4.0 Mbp and their GC content ranged from 52 to 65% (Table 2). DNA
sequencing led to a low coverage for some contigs, in particular those of CARN3, which
suggests that the size of the corresponding genome is underestimated. Finally, even though the
sequence assembling from ecotypes cannot be excluded, each supercontig group was
considered to correspond to the genome of one single major organism (Supplementary Figure
S1).

We evaluated the origin of the 7 bins by a phylogenetic analysis of 16S rRNA
sequences obtained from both the clone library and metagenome sequencing (Figure 1), except
for CARN4 whose missing rRNA sequence precluded its 16S-based classification. We also
made a phylogenomic analysis of the bins using 27 universal marker genes (individually or
combined) sufficiently conserved to build a tree of life (Ciccarelli et al., 2006), except for
CARNG6 where no marker was found. Precisely, the candidates CARN2, CARN3 and CARNS
were affiliated to the B-Proteobacterium Thiomonas genus, the Acidobacteria clade and to the
v-Proteobacterium At. ferrooxidans, respectively (Supplementary Table S1). In addition, the
comparison of CARN7 16S rRNA gene with sequences in the RDP database using NCBI
BLAST showed that the closest cultivated microorganism belongs to the B-Proteobacterium
Gallionella genus. These phylogenetic results for the bins were supported by an analysis of
gene order conservation known to be correlated with evolutive distances (Huynen and Bork,
1998).

Remarkably, the candidates corresponding to the CARN1 and CARN4 bins showed an
important phylogenetic relationship and may represent 2 subpopulations according to the
polymorphism distribution along their genome (Supplementary Figure S2). RDP Classifier
indicated that those bins did not correspond to any known taxonomic phylum and, according to
the metabolic properties identified in the present study (see below), this new genus was herein

named Candidatus Fodinabacter communificans (from fodina, mine and communificare,
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share), in accordance with the recommendations for incompletely characterized

microorganisms (Murray and Stackebrandt, 1995).

Metabolic potentialities of the 7 dominant bacteria and in situ expressed activities

To determine the major metabolic potentialities of each bin, an in-depth in silico analysis of
their gene content was performed. In parallel, we investigated the functioning of the bacterial
community by analyzing the proteins synthezised in situ by all bins. This metaproteomic
approach allowed the reliable identification of more than 500 unique proteins belonging to
various functional classes, e.g. membrane and transport, stress response, and energy
metabolism (Supplementary Tables S2ab). The experimental protein pattern was
representative of the theoretical profile inferred from metagenomic data and the number of
proteins identified from each bin was in agreement with the level of sequence coverage. In
this respect, CARN1 and CARN4 bins, which were shown to express 70% of the identified
proteins, emerged as abundant and very active in the ecosystem (Figure 2).

The genome of each bin was shown to contain at least one ars operon encoding
arsenite efflux pumps and arsenate reductases. These genes are involved in arsenic resistance,
and the presence of the corresponding proteins was demonstrated in protein extracts
(Supplementary Table S2b). In addition, an arsM gene coding for an arsenite S-
adenosylmethyltransferase was identified in the genome of CARNG6, in agreement with the
presence of methylated forms of arsenic in Carnoulés sediments, i.e. monomethylarsonate and
dimethylarsinate (7.10* mg MMA and 3.10* mg DMA, respectively, per mg dry weight). On
the other hand, because of the structural similarity between As(V) and phosphate, arsenic
metabolizing strains may preferentially transport phosphate via the specific Pst phosphate

transport system rather than the Pit general transport mechanism, in order to reduce the entry
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of As(V). Accordingly, no Pit protein was identified in metaproteomic data while several Pst
proteins were detected (Supplementary Table S2b).

The microbial response to arsenic is known to result in various biological effects,
including oxidative stress, DNA damage, exopolysaccharide synthesis and biofilm formation
(Beyersmann and Hartwig, 2008; Marchal et al., 2010). Metaproteomic data showed that
Carnoules strains indeed express functions protecting against general and oxidative stress,
including chaperones such as DnaK or HtpG, and superoxide dismutase or
thioredoxin/thioredoxin reductase. Several proteins such as RecA and DPS involved in DNA
recombination and repair were also identified. In addition, several flagellar proteins
synthesized by CARN1 and CARN4 were identified in protein extracts (Supplementary Table
S2b), as well as a protein involved in the synthesis of Type 4 pilus expressed by Thiomonas
sp. and known to play a role in twitching motility and adhesion (Li ez al., 2010). The
corresponding operon, found in the genome of this bin, was also present in the genomes of
CARNS and CARNT7. These adaptive processes typically depend on multiple regulatory
mechanisms that allow bacteria to respond to a wide panel of stimuli. This was supported by
the proteomic identification of proteins such as the nucleoid-associated proteins HU and H-
NS, which play a major role in both the structure and the function of chromosomal DNA
(Grove, 2010; Tendeng and Bertin, 2003). Several regulators, including alternative sigma
factors such as ¢" and regulatory proteins belonging to the two-component systems or those
involved in cell-to-cell signalling, were also expressed by various strains (Supplementary
Tables S2ab), in agreement with the presence in their genome of multiple genes coding for
proteins involved in stress response.

In a partly oligotrophic environment such as the Carnoules AMD, various metabolic
reactions may be needed for autotrophic metabolism. In this respect, carbon fixation depends

on proteins such as ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (involved in Calvin
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cycle), carboxysome structural proteins and carbon monoxide dehydrogenase (involved in
acetyl-coenzyme A synthesis). These enzymes were identified in protein extracts, in
agreement with the presence of corresponding genes in Thiomonas sp. (CARN2),
Acidithiobacillus sp. (CARNS) or Gallionella-related (CARN7) bins. In addition, CARNS
and CARN7 may fix nitrogen by the expression of nif genes (Supplementary Figure S3),
which encode a nitrogenase. These observations suggest that these three strains play a key
role as organic compound primary producers. Nevertheless, other microorganisms may
preferentially metabolize and recycle some organic compounds released by others. For
example, the CARNG bin carries the cellulase encoding gene bczS and the a-amylase amyM
gene, suggesting that this strain is able to metabolize complex carbohydrates. Similarly,
several enzymes required for amino acid transport and metabolism were identified in the bins
lacking the carbon and nitrogen fixation genetic determinants, in agreement with a
mixotrophic or organotrophic metabolism. In particular, the CARN1 and CARN4 bins of
Candidatus F. communificans contain genes such as /iv and opp involved in branched amino-
acid and oligopeptide transport, respectively. In addition, both strains were shown to encode
multiple peptidases, such as the metallopeptidase M61 and the serine protease S41
(Supplementary Table S2b), and to express the punA gene (Supplementary Figure S3), which
suggests that they can use purine as a carbon source (Schuch et al., 1999). The CARN1 and
CARN4 bins also expressed Gev proteins of the glycine cleavage system that catalyzes the
degradation of glycine and PdxS proteins involved in active vitamin B6 biosynthesis, which
plays an important role in amino acid metabolism (Fitzpatrick et al., 2007). Finally, the
identification of multiple Krebs cycle enzymes, e.g. isocitrate, succinate and malate
dehydrogenases, in CARN1 and 4 also argues in favour of an organotrophic metabolism in

Candidatus F. communificans.
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A wide diversity of bioenergetic electron chains may be needed to accommodate the
fluctuations in physico-chemical parameters. Accordingly, several terminal oxidases might be
operative in all strains of the Carnoulés microorganisms, e.g. the cytochrome oxidase cox and
cta operons and the cyo and cyd operons encoding quinol oxidases. The identification of
several NADH-ubiquinone and cytochrome c¢ oxidases in protein extracts supports the
existence of aerobic metabolism at the sampling site (Supplementary Table S2b).
Nevertheless, several operons involved in anaerobic respiration were identified, in particular
those in CARN2 and CARN?7 bins required in the metabolism of nitrate and nitrite, such as
ntr, nar, and nas, or the use of fumarate as an electron acceptor. On the other hand, possible
inorganic electron donors may comprise sulphur compounds. This is supported by the
presence in Thiomonas sp. (CARN2), Acidithiobacillus sp. (CARNS) or Gallionella-related
sp. (CARNY7) and the expression (Supplementary Figure S3) of genes such as sor, sox, tetH or
sgr involved in the oxidation of reduced inorganic sulphur compounds, e.g. sulfide, sulphur,
sulphite, thiosulphate or tetrathionate. The oxidation of H, to protons may also be a source of
energy due to the presence in CARN2, CARNS and CARNG of several hydrogenase-encoding
genes, in particular hox and hup operons (Friedrich and Schwartz, 1993). Finally, the CARN7
bin harbours a dsrABEFHCMKLJOPN operon. The DsrA protein showed 72% similarity
with ortholog in the sulphur-oxidising Thiobacillus denitrificans. This suggests that the
Gallionella-related strain is also able to use sulphur compounds as electron donor in its
energy metabolism, as suggested in Gallionella ferruginea (Lutters-Czekalla, 1990).

Additionally, arsenite may constitute a possible inorganic electron donor and 3
arsenite oxidases possibly involved in the bioenergetic transformation of As(IIl) to As(V)
were shown to be expressed by the sole Thiomonas sp. (CARN2). In contrast, no respiratory
arsenate reductase, which allows anaerobic respiration of As(V), was identified in any of the 7

bins. Importantly, the Acidithiobacillus sp. bin (CARNS) expressed the sole RusA protein
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(Supplementary Table S2b), which is involved in electron transport with iron used as an
energy source. This suggests a major role of CARNS in the iron oxidation observed at
Carnoules (Duquesne et al., 2003; Morin et al., 2003). Nevertheless, a cytochrome
synthesized by CARN7 was also identified in protein extracts. Despite a low similarity (i.e.
34 %) with the Cyts,, protein of Lesptospirillum sp. involved in iron oxidation (Jeans et al.,
2008), we cannot rule out that additional proteins may be involved in this process in the AMD

under study.

Synecologic interactions within the microbial community

Autotrophic, mixotrophic or heterotrophic metabolisms present at Carnoules suggest the
existence of metabolic and nutrient exchanges that may be of prime importance inside the
microbial community, revealing the importance of syntrophic relationships. To support and
extend these observations, a Multiple Factor Analysis (MFA) of both metagenomic and
metaproteomic data was performed on a two dimensional-matrix combining bins and
enzymatic reactions. The most discriminant axes, i.e. capturing the highest dispersion in the
resulting dot cloud, suggest an important and specific role for each organism inside the
Carnoules community. Indeed, factorial planes segregated CARN2 from the other bins
(Figure 3) and separated CARN1-CARN4 from CARNS5-CARNY7. In addition, CARN3 was
opposed to CARNG, revealing CARNG6-specific reactions (Figure 3). No such correlation was
observed between our data and those from the acidic AMD biofilm (Denef et al., 2010; Tyson
et al., 2004), which further supports the marked difference between these two ecosystems
(Supplementary Figure S4). From the variable classification results, several clusters of
reactions were then associated to bin groups. These include, for example, Cluster A4 which is
linked to CARN2 (energy metabolism, inorganic nutrient metabolism and arsenic

detoxification) (Supplementary Table S3a), and Cluster A1 which groups reactions common
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to CARN2 and CARNS (Calvin-Benson-Bassham cycle and urea degradation pathways). In
addition, Cluster A5 contains CARNG-specific reactions, such as those involved in cellulose
metabolism, while Clusters A6, B1 and B4 include reactions related to lysine fermentation
and to other amino acid or nucleoside degradation pathways in CARN1 and CARN4, and also
gather reactions related to cobalamin biosynthesis (Supplementary Table S3b). Indeed, the
CARNI1 and CARN4 bins carry the cobSTU operon involved in cobalamin (vitamin B12)
synthesis (Escalante-Semerena, 2007), which was shown to be expressed in situ
(Supplementary Figure S3). Remarkably, iron oxidation catalysed by At. ferrooxidans was
strongly increased in the presence of cobalamin (Supplementary Figure S5). These data
suggest that this vitamin synthesized by CARN1 and CARN4 may be used by CARNS,

leading to an increase in iron oxidation.

Discussion

The last few years, a huge amount of genomic sequences have been published in databases,
including a complete characterization of several bacteria metabolizing arsenic (Arsene-
Ploetze et al., 2010; Muller et al., 2007). In microbial ecology, the major challenge remains
however to determine more precisely the role of microorganisms and their relationships with
other members of the microbial community that result in an efficient functioning of the
ecosystem. In this respect, metagenomic approaches based on high-throughput technologies
may be of great interest in synecology since they allow to investigate the role of complex
microbe consortia as a whole, including that of uncultured microorganisms in the processes
taking place in situ. In the present study, we performed an in-depth analysis of descriptive and
functional genomic data that allowed us to identify the dominant microorganisms present in
an arsenic-contaminated ecosystem (Figure 4). Some of them belong to bacterial genera

already characterized, e.g. Thiomonas (CARN2) and Acidithiobacillus (CARNS). Others
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correspond however to uncultured microorganisms related to Gallionella sp. (CARN7) and
the first representative of a novel bacterial phylum, here named Candidatus F. communificans
(CARNI1 and CARN4). Interestingly, only two 16S rRNA sequences (97% similarity) similar
to CARNI are present in databases and originate from other acid mine environments,
suggesting that this uncultivated bacterium is widespread in such ecosystems. Finally, the
presence at the study site of 2 subpopulations of a same strain, i.e. Candidatus F.
communificans (Supplementary Figures S1 and S2), is reminiscent to what has been observed
in other environmental contexts (Simmons et al., 2008; Wilmes et al., 2008). Such ecotypes,
which may reflect an important genetic variability resulting from gene gain or loss, has been
recently described in Thiomonas strains (Arséne-Ploetze ef al., 2010).

Metagenomic and metaproteomic data emphasized the diversity of mechanisms that
may be active in situ, allowing the 7 dominant bacteria to adapt their metabolic activities to
changes in environmental conditions (Figure 4). One example concerns the ability of
microorganisms to live in organized surface communities called biofilms, where aggregated
cells are embedded in an exopolymeric matrix. Such a lifestyle confers them an higher
resistance to various environmental stresses (Harrison et al., 2007) and favours the physical
interactions between the cells (Davey and O'toole, 2000). In addition, flagellum biosynthesis
and motility are often known to play a role in the first steps of biofilm formation (Soutourina
and Bertin, 2003). Metagenomics revealed that most bins contain multiple flagellar and pili
genes and metaproteomics allowed us to identify the corresponding proteins in
CARNI1/CARN4 and in CARNZ2, respectively (Supplementary Table S2b). While no flagellar
operon was identified in Acidithiobacillus sp. (CARNS), as it may be observed in already
sequenced related bacteria (https://www.genoscope.cns.fr/agc/mage/arsenoscope), this bin

contains several genes such as galE and pgm involved in capsular biosynthesis in Af.
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ferrooxidans (Barreto et al., 2005), suggesting a role of this strain in the formation of a
biofilm.

More importantly, combined with Multiple Factorial Analysis of the data, our
observations demonstrated the metabolic partnerships that may exist inside an arsenic-rich
environment at the benefit of the microbial community as a whole. These processes include
the fixation of inorganic carbon and nitrogen by several strains, in particular those belonging
to the Thiomonas (CARN2), Acidithiobacillus (CARNS) and Gallionella-related (CARN7)
genera. Indeed, these strains were shown to synthesize proteins such as the Rubisco, i.e.
ribulose-1,5-biphosphate carboxylase oxygenase. This enzyme of the Calvin cycle catalyzes
the first step of carbon fixation. In addition, the genome of CARNS and CARNY7 also contain
the nif genes, which encode a nitrogenase and were shown to be expressed in situ. This further
supports a key role of these organisms in nitrogen cycle inside the Carnoules community.
Their autotrophic metabolisms may be essential to reach an equilibrium between auto- and
heterotrophy providing other partners with organic nutrients. In this respect, the presence of
fucP and exuT genes coding for L-fucose and hexuronate transporters, respectively, in
CARN3 may support, at least in part, the carbon requirements of this organism. In addition,
CARNG6 carries the cellulase encoding gene bczS and the a-amylase amyM gene, suggesting
its ability to metabolize more complex carbohydrates.

Remarkably, our results highlighted the role of several members of the Carnoules
community in the recycling of both mineral and organic resources such as arsenic, iron,
sulphur, urea, vitamins, nucleosides and amino acids (Figure 4). In this respect, the arsenite
oxidase activity expressed by Thiomonas sp. (CARN2) associated with metabolisms such as
iron oxidation by Acidithiobacillus sp. (CARNS) and sulphur oxidation by both strains and
the Gallionella-related strain (CARN7), seems to be of prime importance in the partial but

efficient attenuation of the arsenic-contaminated ecosystem, leading to the co-precipitation of
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these inorganic elements (Bruneel et al., 2003; Casiot et al., 2003; Duquesne et al., 2003).
Other microorganisms, in particular Candidatus F. communificans, may recycle organic
compounds released by others or provide them with essential cofactors. First, CARNI and
CARN4 bins expressed genes involved in branched-chain amino acid and oligopeptide
transport. Second, and unlike other Carnoulés bins, their genome carries drm and punA genes,
suggesting that they can use purine as a carbon source (Schuch et al., 1999). Third, genes
involved in amino acid fermentation were also identified in both bins, e.g. those of the lysine
pathway which converts lysine into butyrate, acetate and ammonia, principally in obligate
anaerobic bacteria (Kreimeyer et al., 2007). Fourth, the CARNI1 and CARN4 bins of
Candidatus F. communificans carry the arginase-encoding gene rocF involved in urea
biosynthesis, while a complete urease-encoding ure operon was present in Thiomonas sp. bin
(CARN?2). Fifth, genes involved in cobalamin biosynthesis, including the cobSTU operon,
were identified in both CARNI1 and CARN4 bins while BtuC cobalamin transporters are
possibly encoded by others bins such as Thiomonas (CARN2) and Acidithiobacillus sp.
(CARNS), as it may be observed in already sequenced related bacteria
(https://www.genoscope.cns.fr/agc/mage/arsenoscope). In addition, cobalamin was shown to
strongly activate iron oxidation in At. ferrooxidans, the first step in the natural remediation
observed at the study site. Such a metabolic cooperation may thus be of prime importance in
the natural biomineralization observed at Carnoulés. Finally, cobalamin biosynthesis may also
be useful to eukaryotes, in particular Euglena sp. present at the study site (Casiot et al., 2004)
whose cell cycle is known to require this cofactor (Bré er al., 1981; Olaveson and Stokes,
1989).

Taken together, our data provide evidence that at least 7 bacteria are involved in the
functioning of the AMD ecosystem under study. In particular, our observations support the

existence of multiple metabolic cooperations between the Carnoules microorganisms (Fig. 4)
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and an indirect but crucial role of the first representative of a novel and uncultured bacterial
phylum in the biomineralization processes in this arsenic-rich ecosystem. In the future,
descriptive and functional genomic approaches such as those presented here should give an
integrated view of the biological objects present in any environment, their relationships, their
role in the nutrient biogeochemical cycles and their possible use in the development of novel
methods of bioremediation. More routinely used, such strategies will lead to important
advances in microbial ecology, revealing what was recently regarded as impossible to

explore.
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Titles and legends to figure

Figure 1 Phylogenetic tree representing the taxonomic affiliation of the Carnoules
community microorganisms. The 16S rRNA gene sequences were obtained from DNA
sediments after PCR amplification (clones CG-X) or metagenomic sequencing (CARN bins,
except for CARN4, see text). A total of 759 positions in the final dataset were obtained after
all positions containing gaps and missing data were eliminated. The distances were computed
using the Maximum Composite Likelihood method and the tree was inferred using the
Neighbor-Joining method. The scale bar corresponds to 0.05 substitutions per site.
Percentages of 1000 bootstrap resamplings that supported the branching orders in each
analysis are shown above or near the relevant nodes. Bootstrap values are shown for branches

with more than 50% bootstrap support.

Figure 2 Experimental metaproteomic pattern obtained by MS/MS identification of the
proteins expressed in situ (CARNI, green; CARN2, orange; CARN3, black; CARN4, pink;
CARNS, light blue; CARNG6, brown and CARN7, blue). As a background, the theoretical

distribution predicted from metagenomic data is represented in grey.

Figure 3 Multiple Factorial Analysis of the 7 Carnoules bins, performed on a two-
dimensional matrix combining bins and enzymatic reactions, respectively. To highlight
possible metabolic distinctions between bins, 3 axes (F1 to F3) capturing the highest
dispersion in the resulting dot cloud were selected; they represent more than half the total
dispersion. Colored lines represent the vectors corresponding to the enzymatic reaction
frequencies, the concentric disks differentiating those identified in the metaproteomic data.

The reaction vectors were then hierarchically clustered, which led to 7 and 9 classes
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(indicated by the colors) for the first and second factorial planes, respectively. The
corresponding functions are listed in Supplementary Tables S3ab. For example, Cluster A4 is
linked to CARN2 (energy metabolism, inorganic nutrient metabolism and arsenic
detoxification) ; Cluster Al groups reactions common to CARN2 and CARNS5 (Calvin-
Benson-Bassham cycle and urea degradation pathways); Cluster A5 contains CARNG6-
specific reactions (cellulose metabolism), and Clusters A6, Bl and B4 include reactions in
CARNI and CARN4 (lysine fermentation other amino acid or nucleoside degradation

pathways, and cobalamin biosynthesis).

Figure 4 Model of the Carnoules bacterial community highlighting the major functions
identified by metagenome sequencing or metaproteome characterization. These activities
include carbon and nitrogen fixation, energy metabolism, flagellum and capsule biosynthesis,
amino acid transport and degradation, detoxification and stress response, arsenic and iron
metabolism. The possible interactions between these microorganisms or with other chemical
or biological components present on the study site are indicated by arrows. CARN bins are

numbered from 1 to 7.
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Table 1 Physico-chemical characteristics of the Carnoulés water during the sampling at COWG

H T (°C DO’ Eh? As(IIl)  As(V)  Fe(Il)  Fe(II) SO.*
P °C) (mgl"  (mV) (mgl" (mgl") (mgl") (mglh) (mg.1™)
3.83 15.1 8.3 459 71 (x4) 16(x1) 625(x30) <DL 3209 (x300)

' Dissolved oxygen
* Redox potential
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