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Résumé

Les Streptomyces sont des bactéries sporulantes et filamenteuses ubiquistes des sols. Caractérisées
par un large chromosome linéaire, elles sont également connues pour produire de nombreux
métabolites spécialisés aux roles écologiques variés. Mes activités de recherche au Laboratoire
DynAMic ont principalement porté sur I’analyse et I'exploitation de la diversité de Streptomyces isolées
a partir de micro-habitats de sol forestier. En comparant les génomes de souches d’une population
rhizospherique (isolats sympatriques et quasiment non différenciables au niveau intraspécifique), nous
avons pu mettre en évidence la présence de nombreux génes variables entre elles. Ces
présences/absences de génes (pouvant représenter plusieurs pourcentages du génome) refletent des
phénoménes évolutifs intenses sur des temps trés courts et ont pour conséquence une différentiation
fonctionnelle des souches de la population. En continuité de ces résultats, le projet que je propose se
concentrera sur I'analyse des populations de Streptomyces comme unités évolutives et fonctionnelles
dans I'environnement au travers d’approches expérimentales et de génomique. Il visera a mieux
caractériser I'impact du transfert horizontal de genes et notamment I'influence d’éléments conjugatifs
et leur potentiel a recruter en trans des marqueurs chromosomiques concomitamment a leur
transfert. Au niveau écologique, les influences réciproques pouvant exister entre des populations de
Streptomyces avec d’autres acteurs de leur environnement (par ex. la plante) seront également
étudiées. Des expériences innovantes d’évolution expérimentale seront notamment développées pour
répondre a ces questions

Abstract

Streptomyces are ubiquitous spore-forming and filamentous soil bacteria. Characterised by a large
linear chromosome, they are also known to produce numerous specialised metabolites with varied
ecological roles. My research activities at the DynAMic Laboratory have mainly focused on the analysis
and exploitation of the diversity of Streptomyces isolated from forest soil microhabitats. By comparing
the genomes of strains from a rhizosphere population (sympatric isolates that are virtually
indistinguishable at the intraspecific level), we were able to reveal the presence of numerous variable
genes between them. These presence/absence of genes (which can represent several percentages of
the genome) reflect intense evolutionary processes over very short periods of time and result in a
functional differentiation of the strains in the population. In continuity with these results, the project
| propose will focus on the analysis of Streptomyces populations as evolutionary and functional units
in the environment through experimental and genomic approaches. It will aim to better characterise
the impact of horizontal gene transfer and in particular the influence of conjugative elements and their
potential to recruit chromosomal markers in trans concomitantly with their transfer. At the ecological
level, the reciprocal influences that may exist between Streptomyces populations and other actors in
their environment (e.g. the plant) will also be studied. Innovative experimental evolution experiments
will be developed to answer these questions
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Activités d’enseignement

Présentation synthétigue des enseignements
Mon activité d’enseignement est effectuée a la faculté des Sciences et Techniques de

Vandoeuvre-lés-Nancy (Université de Lorraine). Mes cours sont axés sur différentes
disciplines de la microbiologie, I’écologie microbienne et la biologie évolutive et vont de la
premiere année de licence des sciences du vivant, jusqu’au master de Microbiologie. Ma
charge d’enseignement est en moyenne de 235 H équivalent TD par an et se répartie
environ en 20 % en cours magistraux (CM), 20 % en travaux dirigés (TD) et 60 % en travaux pratiques
(TP). Je participe également a I'encadrement de projets tutorés en Master de microbiologie.

Le tableau ci-dessous répertorie mes enseignements sur la derniere habilitation.

. . Nb Type de Volume horaire
Matiére Niveau ’ia g
d’étudiants cours par an
Microbiologie L1 400-500 CMm 15H
Ecologie Microbienne * L2 80-100 CM/TD/TP 60H
Interactions bactéries/animaux L3 30-50 CM/TD/TP 16H
Biologie évolutive L3 200-250 TD/TP 55H
Bactériologie/mycologie/virologie* Microl\lglitlogie 50 CM/TD 7H
Techniques de Microbiologie M1 50 TD/TP 15H
a & Microbiologie
Mise en situation expérimentale . M.l . 12-15 Pro;e'fs 70H
Microbiologie tutorés

* Responsable d’UE

Responsabilités pédagogiques
Responsable des unités d’enseignements (UE) Ecologie Microbienne en L2 et

Bactériologie/mycologie/virologie en M1. Jétais, lors de la précédente habilitation,
également responsable de I'UE systématique et diversité des microorganismes (L3).

Membre du jury d’évaluation des stages de L3 (2 jours) ou les étudiants (environ 80 par
an) présentent un rapport de stage sous forme de poster.

Membre de jurys de soutenance de stage: je participe a un/deux jurys par an de
soutenances de stage d’étudiants du master microbiologie.

Enseignant référent en L1 : Je suis au cours de leur premiére année un groupe d’une
vingtaine d’étudiants afin de les diriger dans leur orientation, leurs méthodes de travail et

les aide s’ils rencontrent des problémes (orientation, échec aux examens...).



Activités d’encadrement

Co-direction de théses

dont la soutenance est prévue pour 2022.

J’ai participé a la co-direction de 4 theses a hauteur de 50% ou 33% qui ont été soutenues
entre 2018 et 2020 et participe actuellement a I’'encadrement d’une cinquieme these

Doctorant.e | Encadrement | Co-encadrant Financement Début Fin
Maxime 50% Pierre Leblond Labex Arbre /| 15013 02/2018
Toussaint Région Lorraine
Jodelle Pierre Leblond &
Degois 33 % (sans ACT) | Philippe Duquenne INRS 01/2015 02/2018
& (INRS)

TAiZ?;:‘i' Razak | 549, Pierre Leblond MENRT 10/2016 12/2019

. . LUE (Lorraine
Matthieu 33% (sans ACT) | hierre Leblond &1, L ite 10/2017 11/2020
Nicault Eric Gelhaye (laM) X

d’Excellence)

Caroline 50 % Pierre Leblond Lalb'ex Arbre / 10/2018 En cours
Choufa Région Lorraine

Publications associées aux encadrements

Maxime Toussaint : 3 publications + 1 brevet international
Jodelle Degois : 3 publications
Abdoul Razak Tidjani : 5 publications

Matthieu Nicault : 3 publications

Autre encadrement

i En 2020, j’ai co-encadré, avec Pierre Leblond, Manar Arab, en demi-ATER au laboratoire.

Encadrement de stagiaires

Entre 2010 et 2021, j’ai encadré ou co-encadré 16 stages de Master et de Licence. Le
détail de ces encadrements est synthétisé dans le tableau ci-apres.




Nom Année | Durée Diplome | Niveau Sujet
encadrem
ent
Pierre-Vincent 2011 6 mois M2 100% Caractérisation taxinomique et
Revol fonctionnelle d’une population de
Streptomyces isolée d’un sol forestier
Maxime 2013 6 mois M2 100% Développement  d’un  biosenseur
Toussaint bactérien de la dégradation du bois
Rémy 2010 2 mois M1 100% Etude des interactions biotiques et de
Dulongcourty I'influence du bois entre la bactérie
Streptomyces ambofaciens et le
champignon (lignivore) Phanerochaete
chrysosporium.
Mathilde 2011 2 mois M1 100% Etude des capacités cellulolytiques
Jeanbille d’une population d’Actinomycetes
isolée de sol forestier et préparation a
I'analyse phylogénétique
Maxime 2012 2 mois M1 50% avec Etude de la résistance aux métaux de
Toussaint Damien Streptomyces et influence de Ila
Blaudez bactérie sur la croissance de Paxillus
involutus et la mycorhization
Louis Hermon 2013 2 mois M1 50% avec Identification moléculaire et mise en
Damien évidence des propriétés PGPR de
Blaudez souches bactériennes isolées de sols
pollués par les métaux lourds
Rachida Baamr 2014 2 mois M1 100% Création d’une collection
d’Actinomycétes a partir de micro-
habitats du sol et étude de son
résistome
Laura Didierjean | 2015 2 mois M1 100% Etude d’interactions entre micro-
organismes au sein d’'un méme micro-
habitat
Antonin Ribeyre | 2015 2 mois M1 100 % Caractérisation Taxonomique et
Fonctionnelle de Bactéries issues de
Micro-habitats d’un Sol Forestier
Noémie Detto 2016 2 mois M1 100% Caractérisation des interactions
existant entre les bactéries d'un méme
microhabitat
Isabelle Canihac | 2018 2 mois M1 50% avec Recherche d’activités antimicrobiennes
Aurélie et herbicides chez des bactéries
Deveau du microbiome de la truffe
Antoine 2010 2 mois L3 100% Expression différentielle de
Persoons Streptomyces ambofaciens et effet sur
Phanerochaete chrysosporium
Yoann Perrin 2012 2 mois L3 100% Mise en place d’un protocole de MLST
pour Streptomyces.
Maxime Bailly 2013 2 semaines | L3 50 % avec Développement d'un  biosenseur
Maxime bactérien de la dégradation du bois
Toussaint grace a Streptomyces ambofaciens
ATCC 2289
Nazim Sarica 2014 2 mois L3 50 % avec Etude du résistome d’'une communauté
Maxime de Streptomyces
Toussaint
Sarah Denet 2021 2 mois L3 100% Etude de la synergie d’une population

de Streptomyces sur des effets PGP
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Communiqué de presse INRAE. Une bactérie du sol championne de I'évolution rapide,
septembre 2019

Reportage Journal 12/13 France 3 Lorraine « Nouvelles découvertes autour des
bactéries », Septembre 2019



Financements obtenus

Depuis mon recrutement, j'ai porté ou co-porté 12 projets de recherche (pour un total de
478 k€ incluant financement ou co-financement de théses et salaire de techniciens) dans
le cadre du Labex Arbre, de la Région Lorraine ou de Lorraine Université d’Excellence (LUE).

2010 : Projet jeune chercheur (Région Lorraine) — porteur — 5k€
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2013 : Projet EWoC (BQR région Lorraine) — Co-porteur avec P. Leblond - 60k€ (1/2 bourse doctorat)

2013 : Projet Bactotruff (Labex ARBRE) — partenaire avec Aurélie Deveau (laM-INRA) — 10 k€

2014 : Projet INABACT (Labex ARBRE) - responsable WP — 39k€ (CDD technicien). Porteur S. Uroz laM

2015 : Projet SexSo (Labex ARBRE) — Co-porteur avec P. Leblond — 34k€

2016 : Projet thése (LUE Impact « Biomolécules ») — Co-porteur avec P. Leblond & Eric Gelhaye
(laM)— 120k€ (bourse de these)

2018 : Projet Microtruf (LUE Impact « Biomolécules ») —Co-porteur avec A. Deveau (laM-INRA)— 10k€

2018 : Projet Genthri (Labex Arbre) — Co-porteur avec P. Leblond — 50k€ (1/2 bourse doctorat)

2018 : Projet TransFR (Région Lorraine) — Co-porteur avec P. Leblond - 50 k€ (1/2 bourse doctorat)

2021 : Projet Me2 (Labex Arbre) -porteur avec P. Leblond -30k€

Collaborations scientifiques dans le cadre de projets

Michiel Vos, European Centre for environment & human health, Université d’Exeter dans le
cadre de la these de Caroline Choufa.

Claire Fourrey, laboratoire laM UMR1136, INRA Champenoux dans le cadre de la thése de
Caroline Choufa.

Eric Gelhaye, laboratoire 1aM UMR1136, INRA Champenoux dans le cadre de la thése de
Matthieu Nicault.

Patrick Chaimbault, LCP-A2MC, Université de Lorraine, Metz dans le cadre de la thése de
Matthieu Nicault

Aurélie Deveau, Laboratoire 1aM UMR1136, INRA Champenoux : projets labex et LUE
endosymbiotes de la truffe

Marie-Pierre Turpault et Stéphane Uroz, Laboratoires BEF et laM, INRA Champenoux : projet
labex Inabact

Philippe Duguenne, Laboratoire de métrologie des aérosols, INRS Vandoeuvre-les-Nancy dans
le cadre de la thése de Jodelle Degois

Arnaud Besserer et Philippe Gérardin LERMAB Epinal et Magdalena Kutnik, Institut
Technologique FCBA Paris dans le cadre de la thése de Maxime Toussaint

Collaborations en tant gu’expert (depuis 2009)

Sophie Gangloff : Laboratoire BIOS Université Reims
Frédéric Borges : ENSAIA Nancy
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Activité pédagogique

Présentation de I'activité d'enseignement :

Mon enseignement est principalement axé sur différentes disciplines de la microbiologie, I'écologie
microbienne et la biologie évolutive et vont de la premiere année de licence des sciences du vivant,
jusqu’au master de Microbiologie. Mes enseignements se distribuent pour environ 20 % en cours
magistraux (CM), 20 % en travaux dirigés (TD) et 60 % en travaux pratiques (TP).

En biologie évolutive, j'interviens en troisieme année principalement en phylogénie et sur des notions
générales d’évolution. J’ai notamment développé un nouveau TP de bio-informatique (4H) ou les
étudiants apprennent a construire des arbres phylogénétiques. En ce qui concerne la microbiologie,
j'enseigne la systématique et la diversité bactérienne en premiere année de licence. En deuxiéme
année, j'ai créé (habilitation 2013) et suis responsable d’une nouvelle unité d’enseignement (UE)
optionnelle d’Ecologie Microbienne qui est choisie par prés d’une centaine d’étudiants (plus d’un tiers
de la promotion) depuis quelques années. Cette discipline, qui n’était pas enseignée auparavant dans
ce cursus, permet aux étudiants de mieux comprendre comment la microbiologie peut se retrouver a
la croisée d’autres domaines de la science (écologie, biotechnologies, santé...) et donc de mieux en
appréhender ses intéréts et ses implications sociétales. En troisieme année j'interviens également dans
I’'UE optionnelle Interactions Bactérie-Animaux (30-40 étudiants) ou je traite du pouvoir pathogéne
des bactéries. Lors d‘une précédente habilitation je fus également responsable (2009-2013) d’'une UE
de systématique et de diversité bactérienne a I'intention des L3 du parcours Biologie des organismes.
En master microbiologie (et ex-Biomane), je participe a une UE d’outils et de méthodes en
Microbiologie (précédemment en M2 Biomane, puis M1 depuis 2018) sous forme de TP. Depuis 2018,
je suis responsable et participe a 'UE de bactériologie, virologie et mycologie du master de
Microbiologie. Cette UE posséde un volume horaire important (90H) et fait appel a la participation de
plus d’une dizaine d’enseignants-chercheurs. Elle permet aux étudiants des leur entrée en Master
d’approfondir et de consolider leur socle de savoir dans toutes ces disciplines. Enfin je participe depuis
2013 a I'UE Mise en situation expérimentale en Master. Nous avons développé cette UE avec d’autres
collegues sous forme de projets tutorés ou les étudiants (3-4) choisissent une thématique que nous
leur proposons. lls doivent ensuite réaliser un compte rendu bibliographique, amener leurs propres
guestions scientifiques, développer une démarche scientifique pour y répondre, réaliser leurs
expériences en séance de TP, exposer leurs résultats a I'écrit et a I'oral et également auto-analyser leur
travail. Mon rdle consiste a accompagner les étudiants (trois projets différents par an) dans la
construction et la validation de leur projet depuis le départ sous forme de réunions, puis pratiquement.
Ce type de pédagogie active et participative est généralement trés enrichissante pour les étudiants et
leur permet de développer une plus grande autonomie et d’élargir leur champ de réflexion.

J'ai créé et développé la plupart des cours, TD et TP que je donne actuellement et les actualise d’années
en années. Pour les cours dont j'ai pu hériter, notamment en début de carriére, j’ai toujours créé mes
propres supports et adapté les contenus avec la méme intention de faire évoluer mon enseignement.
J'essaye également de faire évoluer mes pratiques pédagogiques (projets tutorés).
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Encadrement et évaluation de stagiaires

Depuis mon recrutement j’ai encadré 14 stagiaires. Cing de niveau L3, sept M1 et deux M2. Je pense
gue cet enseignement par et pour la recherche est trés enrichissant pour les étudiants, mais également
pour I'encadrant. J'essaye toujours de faire en sorte que le travail de I'étudiant soit au maximum
valorisé quand cela est possible et les travaux de mes deux étudiants de M2 (Pierre-Vincent Revol,
Maxime Toussaint) et d’une étudiante de M1 (Mathilde Jeanbille) ont été valorisés dans des
publications.

Je participe également tous les ans a I'évaluation de rapports de M1 et M2 et suis régulierement
membre du jury d’évaluation de M1. Depuis 2013 je suis également membre du jury d’évaluation des
stages de L3 (2 jours) ol les étudiants (environ 80 par an) présentent un rapport de stage sous forme
de poster.

Responsabilités pédagogiques et formations

Responsable de 2 UE (L2 et M1).

Enseignant référent en L1 : J’accompagne au cours de leur premiere année un groupe d’étudiant afin

de les diriger dans leur orientation et leurs méthodes de travail. En dehors de plusieurs réunions
annuelles prévues avec I'ensemble du groupe, je joue également le réle d’intermédiaire avec certains
étudiants et 'administration lors de problemes (orientation, échec aux examens...).

Membre des jurys de sélection des ATER pour I'Université de Lorraine 2012.

Présidence des jurys du baccalauréat général de Nouvelle Calédonie, session de 2009

Formation ACT — Encadrement doctoral effectuée les 19 et 20 décembre 2017 a Nancy. Cette
formation m’a permis de mieux appréhender le role de directeur de thése et notamment d’essayer
d’améliorer I'interaction avec les doctorants ou autres stagiaires comme par exemple en faisant des
réunions plus réguliéres sur 'avancement de leurs travaux.
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Synthese des activités de recherche
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Synthése des activités de recherche

Mes activités de recherche ont visé au cours de ma carriere i) a explorer la diversité bactérienne de
différents environnements, ii) exploiter cette diversité a des fins appliquées et iii) appréhender ’écologie
et I’évolution des bactéries dans leur niche.

Mon cursus universitaire a débuté en biologie cellulaire et physiologie a I’'Université Henri Poincaré de
Nancy (1995-2000) et s’est poursuivi par un DEA (2000-2001) et un doctorat (2001-2005) en Ecologie
Microbienne a I’Université Claude Bernard de Lyon. Dans le cadre du DEA et de la thése, mes travaux
de recherche ont été dirigés par Catherine Boivin-Masson successivement au laboratoire des symbioses
tropicales et méditerranéennes (LSTM) de Montpellier (2000-2002), puis au laboratoire des interactions
plantes Microorganismes (LIPM) de Toulouse (2002-2005). Au cours de ces premiers travaux, jai
commencé a explorer la diversité de bactéries symbiotiques de plantes (rhizobia) notamment par le
développement de nouveaux outils moléculaires, mais également a initier I'exploration de la diversité
des B-rhizobia, un groupe de ces symbiotes nouvellement découverts a I'époque. J'ai ensuite poursuivi
ce dernier axe de recherche lors de mon premier post-doc a I'Université de York (GB) sous la direction
de Peter Young (2006-2008), notamment en prospectant la diversité des 3-rhizobia chez les plantes du
genre Mimosa. De 2008 a 2009 jai ensuite commencé, toujours a I'Université de York, mais au
laboratoire CNAP dirigé par Neil Bruce, un nouveau post doc visant a décrire et a caractériser la diversité
de bactéries dégradant des explosifs. Enfin en 2009, j’ai été recruté en tant qu’enseignant chercheur au
laboratoire Dynamic de I"'UMR 1128 INRA/Université de Lorraine dirigé a I'époque par le Pr. Pierre
Leblond. Au sein de I'équipe StrAda (Streptomyces Adaptation) dirigée par Pierre Leblond, nous avons
construit et développé ensemble un projet (4 théses co-encadrées) visant a étudier I'écologie,
I’évolution et la génétique des bactéries du genre Streptomyces.

Ce document, destiné a I'obtention du dipldme d’Habilitation a Diriger des Recherches, synthétise mes
activités scientifiques depuis mon doctorat jusqu’a mes projets de recherche actuels en tant que MCU
dans le laboratoire Dynamic de I'Université de Lorraine. Je développerai ensuite le projet de recherche
gue je compte réaliser au cours des années suivantes.

1. Doctorat : Exploration de la diversité des rhizobia : nouveaux outils et concepts

Jai débuté mon doctorat au LSTM et, suite a une mobilité de ma directrice de these, I'ai continué au
Laboratoire des Interactions Plantes-Microorganismes de Toulouse. Les thématiques développées au
LIPM de Toulouse sont principalement liées aux interactions entre les plantes et les micro-organismes
symbiotiques ou pathogenes, par des études concertées des partenaires microbiens et végétaux.

1.1 Thématique et problématiques de la thése

Les légumineuses avec 18 000 espéces constituent une des familles de plantes les plus répandues sur
Terre. Ces plantes pionniéres sont capables de croitre dans des sols pauvres en fixant I'azote
atmosphérique grace a une symbiose avec des bactéries du sol, les rhizobia. La description de
nombreuses et nouvelles espéces de rhizobia, souvent plus éloignées entre elles que de bactéries non-
symbiotiques a conduit a utiliser le terme rhizobia comme un terme fonctionnel. On considere
dorénavant un rhizobia comme étant une bactérie capable d’établir une symbiose fixatrice d’azote avec
les légumineuses en dehors de toute considération taxonomique. Cette symbiose se traduit par un
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dialogue moléculaire entre la plante et la bactérie, qui in fine aboutit a la formation d’une structure
particuliere chez la plante appelée nodule. Les nodules sont ensuite colonisés par les bactéries ou elles
vont exprimer une enzyme clef absente du régne eucaryote : la nitrogénase, qui va permettre la fixation
de 'azote atmosphérique. Une fois modifié, cet azote est redistribué a la plante qui peut I'utiliser pour
sa propre croissance. En échange, les rhizobia disposent d’une nouvelle niche écologique et recoivent
des composés carbonés issus de la photosynthese. Cette symbiose permet a la plante de croitre dans
des sols pauvres en azote et a participé au succes écologique des légumineuses.

Les rhizobia possédent des génes symbiotiques caractéristiques qui n’ont jamais été décrits chez des
non-symbiotiques. Ces genes sont appelés genes nod pour nodulation et sont impliqués dans I'initiation
de la formation du nodule. Le réle important des transferts horizontaux de ces génes nod est reconnu
comme une force majeure de I'évolution des rhizobia et a contribué a leur origine polyphylétique.
L'exemple le plus frappant de I'implication de tels transferts a été I'identification en 2001 de genes nod
chez des bactéries des genres Burkholderia et Cupriavidus (Moulin et al., 2001). Ces bactéries
appartiennent a la sous-classe B des protéobactéries. Elles étaient donc taxonomiquement tres
éloignées des rhizobia décrits auparavant et uniquement présents au sein de la sous-classe o des
protéobactéries. Malgré I'origine polyphylétique connue des rhizobia, I'identification inattendue de ces
nouveaux symbiontes a radicalement changé la perception taxonomique que I'on pouvait en avoir et
ouvrait de nouvelles perspectives de recherche sur la biodiversité, I'origine et I'évolution des rhizobia.
Les termes a- et B-rhizobia sont depuis utilisés pour rendre compte de cette distance taxonomique.

1.2 Caractérisation des premiers f-rhizobia

Consécutivement a la  découverte  des
B—protéobactéries nodulantes, il apparaissait
indispensable de mieux les caractériser, afin de | o 1 2 3 w 1 2 3
faire émerger un nouveau modéle de rhizobium, ce 35

-
-
w
-

qui a constitué le premier objectif de ma these.
Ainsi, au niveau physiologique, j'ai étudié leur 24 28
capacité de nodulation, de fixation d’azote et ai
développé des outils moléculaires pour permettre 2
leur manipulation au laboratoire. Au niveau

génomique, j'ai pu démontrer que les especes a - 05

types de B-rhizobia disponibles alors possédaient — —

toutes un plasmide de 500 kb portant les genes Figure. 1 : Localisation des génes symbiotiques nodA et
nifH des B-rhizobia Cupriavidus taiwanensis (A) et
Burkholderia phymatum (B). Les puits 1 correspondent
Amadou et al., 2008) (Figure 1). Ces plasmides a un gel PFGE montrant les différents réplicons du
étaient absents chez les souches non génome des bactéries. La taille des réplicons est
indiquée sur la gauche. Les puits 2 et 3 correspondent
respectivement a des hybridations en Southern blot
I’émergence de la symbiose chez ces souches par  réalisées avec des sondes nodA et nifH.

canoniques de la symbiose (Chen et al., 2003;

symbiotiques des mémes especes, suggérant

transfert conjugatif.
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1.3 Développement d’'une puce ADN pour la détection et la caractérisation symbiotique des rhizobia

Le deuxieme objectif de ma thése a été de développer une approche moléculaire par hybridation sur
puce a ADN permettant I'identification et la caractérisation des rhizobia. L’utilisation des puces a ADN
en écologie microbienne, notamment pour détecter la présence de genes dans des échantillons
environnementaux était marginale et essentiellement consacrée a l'identification par hybridation
spécifique sonde-cible de génes taxonomiques ou fonctionnels de séquences connues (Boivin-Masson
etal., 2006). Le criblage environnemental de bactéries pour la présence de génes d’intérét de séquences
inconnues et variables constituait donc un challenge. Pour aborder ce probléme, nous avons réalisé une
puce prototype basée sur le gene nodC spécifique des rhizobia en développant une approche reposant
i) sur un design original des sondes ciblant des régions conservées de ce gene, permettant de détecter
des variants encore inconnus (Figure 2) et ii) des conditions d’hybridation peu stringentes permettant
une hybridation de chaque géene cible sur plusieurs sondes. Ainsi, au lieu d’obtenir une seule hybridation
du gene d’intérét sur une sonde unique, chague gene générait un pattern d’hybridation sur plusieurs
sondes (Figure 3). La détection du géne nodC pour des bactéries dont la séquence n’était pas
représentée surla puce a donc été possible. Chaque pattern d’hybridation s’étant révélé caractéristique
de la séquence hybridée, une analyse par clustering hierarchisé a permis de reconnaitre des genes
identiques, mais aussi de voir la proximité d’un géne inconnu par rapport a des génes de référence et
d’apporter une information phylogénétique (Bontemps et al., 2005). Cette détection a été réalisée a
partir d'ADN génomique de cultures pures, mais aussi a partir d'ADN directement extrait de nodules. La
sensibilité de cette approche a donc permis pour la premiére fois une caractérisation de rhizobia a partir
de nodule et de s'affranchir des étapes de mise en culture.

Domaine de 14 AA conservés

FGAVMCCCGPCAMY

n
] . , [ ] [ ] . s [ ]
= Unique5end = core M Unique 3’ end =
_—— — — — Oligo 1
e e — — Qe
- - T — Oligon
N U~ - _
Y v YT
Nucléotide le plus Toutes les combinaisons possibles Nucléotide le plus
fréquent a chaque position permettant de coder les acides aminés  fréquent a chaque position
de l'alignement en acides présents de I'alignement en acides
aminés aminés

Figure 2 : La stratégie CODHEMOP : Dessin de sondes potentielles d’un domaine protéique conservé de NodC.
La technique de définition des sondes CODHEMOP cible les zones protéiques conservées du gene d’intérét.
La partie centrale de la sonde est une dérivation de toutes les séquences nucléotidiques possibles permettant
de coder les acides aminés centraux de la zone protéique concernée. Afin de conserver un nombre
raisonnable de sondes et une longueur suffisante pour I’'hybridation, des queues 3’ et 5’ sont ensuite ajoutées
de part et d’autre de cette zone centrale. Ces séquences correspondent, elles, aux séquences nucléotidiques
les plus fréquemment rencontrées dans I'ensemble des séquences connues.
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L"application de la stratégie puce développée ici a d’autres modeles présente un énorme potentiel pour
détecter des génes d’intéréts (biodégradation, fixation d’azote, production de molécules, pathogénicité,
résistance aux antibiotiques etc...) présents chez des bactéries taxonomiquement diverses vivant dans
des environnements variés. Dans la mesure ol ces genes ne conferent pas obligatoirement de
phénotypes décelables et ou de nombreuses bactéries ne sont pas cultivables, cette stratégie par puces
a ADN apparaissait particulierement prometteuse pour leur détection dans des échantillons

biologiques.

Les travaux réalisés au cours de ma thése ont abouti a 3 publications dont une en premier auteur.

A B

:2:; :Il Figure 3 : Exemple d’hybridation et analyse des puces a ADN
— nodC. A) Patterns d’hybridation sur puces a ADN nodC utilisant
A ]— la technique CODHEMOP. En haut puce a ADN hybridée avec
w == I’ADN d’une souche ne présentant pas le gene nodC. Seuls les
e témoins internes positifs présentent un signal d’hybridation
ot significatif. Au centre, hybridation de ’ADN génomique de
B Bradyrhizobium japonicum. Les conditions de faible stringence
e d’hybridation, ont permis I'hybridation différentielle de chaque
s Rep2ad-c2 ]— gene cible sur un grand nombre de sondes générant un pattern
& TR d’hybridation spécifique. En bas, hybridation a partir de I’ADN
MiotiZ027-c2 extrait d’un nodule infecté par B. japonicum. Cette hybridation
MiotiZ037-c1 conduit a un pattern identique a celui obtenu avec de I’ADN
Migti2037- génomique de la méme souche. B) Typage par puce a ADN de
Mic2037- sept rhizobia de référence en utilisant le clustering
. i Bap1 1061 hiérarchique. Le dendogramme permet le regroupement et la
Bjapt10-c2 < reconnaissance des différentes hybridations réalisées avec
“' Sme2011-61— 'ADN d'une méme souche. Les différentes répétitions
Sme2ot 1-c2 biologiques d’'une méme souche sont notées de c1 a c5. D’apres

Bontemps et al. 2005

2. Stage post-doctoral : In search of B-rhizobia.

Jai effectué mon premier post-doc au sein de I'équipe du Pr. Peter Young a I'Université de York en
Angleterre. Cette équipe s’intéresse a I'écologie microbienne et a I’évolution des interactions unissant
les plantes avec les rhizobia et les champignons mycorhiziens.

2.1 Thématique et problématigues

Suite aux travaux conjoints de plusieurs équipes, dont ceux entrepris au cours de mon doctorat, la
caractérisation des B-protéobactéries nodulantes (B-rhizobia) avait grandement progressé (Chen et al.,
2003). On savait notamment que les B-rhizobia possédaient des génes et une stratégie symbiotique
identiques a celle des a-rhizobia, gu’ils étaient répandus sur plusieurs continents et n’étaient pas des
symbiontes opportunistes. De plus, malgré un nombre de souches restreint, trois nouvelles espéces de
Burkholderia et une nouvelle espece de Cupriavidus étaient décrites. Si la présence de génes nod
similaires suggérait I'acquisition des fonctions de nodulation par transfert horizontal chez les B-rhizobia
(Moulin et al.,, 2001), peu de choses étaient connues sur I'évolution de cette nouvelle classe de
symbiontes. Le nombre restreint de souches constituait I'un des facteurs limitants a une étude évolutive
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plus approfondie et la constitution d’une collection plus importante de souches apparaissait primordiale
pour répondre a ces questions.

Plusieurs études de terrain et en laboratoire avaient suggéré |'association préférentielle de certaines
plantes du genre Mimosa avec les B-rhizobia (Chen et al., 2003). Avec environ 500 espéces, les Mimosa
possedent deux centres de diversification : le Brésil et le Mexique avec environ 350 et 100 especes
respectivement. Deux campagnes d’échantillonnage de ces plantes ont été réalisées. Une premiére en
2005 au Brésil avec 143 bactéries isolées de nodules de 47 especes de Mimosa différentes et la seconde
en 2007, a laquelle jai participé, au Mexique avec 87 souches isolées des nodules d’une vingtaine
d’especes différentes. Mes travaux ont en premier lieu porté sur la caractérisation taxonomique de ces
souches par des approches de phylogénie moléculaire et ont montré des associations différentes de
symbiotes entre le Brésil et le Mexique. Au Brésil, 98 % des symbiontes de Mimosa brésiliens étaient
des B-rhizobia appartenant au genre Burkholderia (Bontemps et al., 2010a). Plusieurs nouvelles espéces
ont pu étre décrites suite a ces travaux (Chen et al., 2008; Sheu et al., 2012, 2013). En revanche, les
Mimosa mexicains, notamment endémiques, étaient quant a eux préférentiellement associés a des
alphaprotéobactéries des genres Ensifer et Rhizobium, les rares Burkholderia trouvés étant associés a
des Mimosa possédant des distributions géographiques larges sur le continent sud-américain
(Bontemps et al., 2016). Des corrélations avec le caractéere endémique des plantes, leur distribution
géographique et le type de sol (pH) ont pu étre mises en évidence, permettant de proposer un scénario
évolutif dans lequel lorsque les principales lignées mexicaines et brésiliennes de Mimosa se sont
séparées, notamment apres une séparation transitoire des continents nord- et sud-américains, leurs
descendants ont co-évolué avec la microflore locale

Concernant les B-rhizobia, I'analyse phylogénétique comparée de marqueurs taxonomiques et
symbiotiques a montré que les Burkholderia symbiotiques étaient plus proches d’espéces saprophytes
er diazotrophes (fixatrices d’azote) que d’especes phytopathogenes. L'analyse des génes nifH
impliguées dans la synthese de la nitrogénase a permis de montrer que le caractere diazotrophe était
ancestral au niveau du genre Burkholderia. Concernant la symbiose et les genes de nodulation, les
Burkholderia forment un groupe monophylétique suggérant une origine unique a la symbiose. La
comparaison des genes symbiotiques et de ménage suggérait un taux de recombinaison des genes nod
peu fréquent chez les Burkholderia et une évolution conjointe avec le fond génomique global des
bactéries, indiquant que les Burkholderia avaient acquis leurs génes symbiotiques de longue date et
certainement avant la différentiation de certaines especes. Les génes auraient donc pu se transmettre
de facon verticale et suggere que, de facon inattendue, les Burkholderia étaient des rhizobia « anciens »
et répandus malgré leur découverte relativement tardive (Bontemps et al., 2010b) (figure 4).

Burkholderia Figure 4 : Schéma de I’évolution potentielle des
pathogenes capacités  symbiotiques au  sein  des
Burkholderia. Les lignes pleines représentent la
Ancatre commun aux phylogénie des genes de ménage et les lignes en

Burkholderia pointillé I’évolution des genes de nodulation. La
Burkholderia

saprophytes | congruence des phylogénies des genes de
symbiose et de ménage suggére une acquisition

ancienne et unique des genes de symbiose chez
Burkholderia

- les Burkholderia symbiotiques de Mimosa au
symbiotiques

Acquisition de génes nod Brésil
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2.2 Projets paralléles : Etude de la diversité symbiotique de légumineuses chinoises

Au cours de ce post-docj’ai eu l’occasion de collaborer avec le Dr. Gehong Wei de I'Université de Xinjang
en Chine, de superviser un de ses doctorants durant plusieurs mois et de co-diriger un projet de
recherche visant a étudier la diversité symbiotique de légumineuses chinoises. Un premier projet a
porté sur I'étude phylogénétique des symbiontes de la Iégumineuse Alhagi sparsifolia adaptée aux sols
arides afin de développer de nouveaux inocula adaptés aux régions désertiques. Notre étude a permis
i) de décrire trois nouvelles especes potentielles de Mesorhizobium dont deux forment un clade distinct
des autres espéces de ce genre (Chen et al., 2010, 2011) et ii) de mettre en évidence des transferts de
genes symbiotiques entre ces especes pour pouvoir s’adapter a leur hote (Wei et al., 2009a)).

Un second projet a porté sur la légumineuse Robinia pseudoacacia. En comparant la diversité associée
a cette plante invasive dans des régions nouvellement colonisées et dans sa région native, ce projet a
permis de souligner I'importance des transferts de génes symbiotiques entre différentes espéces et
genres bactériens pour la colonisation par certaines plantes invasives de nouveaux environnements
(Wei et al., 2009b).

Les travaux réalisés au cours de ce post doc ont abouti a 2 publications en premier auteur, 2 en dernier
et 9 en co-auteur.

3. Stage post doctoral: The molecular biology of nitroamine degradation in soils

Jai effectué ce Post-Doc dans le laboratoire du Pr. Neil Bruce a I’Université de York (Angleterre). Ce
laboratoire s’intéresse tout particulierement a la découverte de nouvelles enzymes impliquées dans la
biorémédiation de composés toxiques. Il a contribué a I'élucidation de diverses voies métaboliques, a
I'analyse structurale des différentes enzymes impliquées et a leur bioingénierie dans des systemes
transgéniques.

Mon projet visait a caractériser la diversité de bactéries capables de dégrader les explosifs. Si les
explosifs ont un effet délétére bien connu au moment de leur utilisation, ils constituent également une
source de pollution importante des sols par la suite. Le lessivage de I'explosif RDX (Royal Demolition
eXplosive) dans les nappes phréatiques est notamment une source majeure de contamination des eaux
aux Etats-Unis. Des études précédentes ont démontré que la présence du géne xplA, un nouveau
cytochrome unique chez les bactéries permettait a certaines bactéries de dégrader le RDX et de I'utiliser
comme seule source azotée (Rylott et al., 2011). L'un des premiers objectifs de ce projet a été de
déterminer I'évolution et I'origine de xp/A. En prospectant la diversité de bactéries dans des sols pollués
et par des techniques d’enrichissements sélectifs, j'ai pu isoler de nombreuses souches du genre
Rhodococcus capables de dégrader le RDX. Tous ces isolats possédaient xplA et la phylogénie de ce géne,
comparée a celles des genes de ménages, suggérait de nombreux transferts horizontaux de génes entre
différentes espéces bactériennes, potentiellement par le transfert d’ilots génomiques ou de
mégaplamsides. Les genes flaguant xp/A étant conservés entre les différentes souches, j'ai également
initié I'étude de ce cluster de genes conservés contenant xplA et notamment un régulateur
transcriptionnel et une perméase. Suite a mon recrutement au bout d’un an, je n’ai pas poursuivi ces
travaux, qui ont pu étre valorisés dans une publication (Chong et al., 2014).
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4, Activités de recherche en tant que Maitre de conférences

Le laboratoire DynAMic (Dynamique des génomes et Adaptation Microbienne) est une unité mixte de
recherche entre I'INRAE et I'Université de Lorraine (UMR1128). La thématique de recherche de 'unité
concerne les mécanismes d’évolution rapide chez les bactéries notamment via le transfert horizontal
de génes. L'étude de ce phénomene inclut la caractérisation des mécanismes moléculaires du
transfert de I'information génétique et de son intégration dans le génome hote et des mécanismes de
régulation de ces processus ainsi que I'étude de I'impact des séquences transférées chez la bactérie
hote (diversité du génome, nouvelles fonctions, adaptation). L'unité étudie deux groupes bactériens
et leur écosysteme respectif : les streptomycetes et le sol forestier (équipe StrAda) et les
streptocoques chez leur héte (équipe ICE-TeA).

Mon recrutement s’est fait dans I’équipe StrAda (Streptomyces Adaptation), dirigée par Pierre Leblond
et alors directeur du laboratoire. Si cela a constitué une rupture par rapport aux organismes modeéles
étudiés dans mes précédents projets, il y avait une forte cohérence dans le type d’approches utilisées
(génétique, génomique, biologie moléculaire...) et dans les thémes développés, comme I'évolution des
bactéries et le transfert de génes. Je suis devenu depuis janvier 2022 responsable de cette équipe a la
suite de Pierre Leblond.

UMR INRAE-UL 1128 Dynamique des Génomes et Adaptation
Microbienne

Bertrand Aigle DU (Pr), Sophie Payot-Lacroix DUA (DR), Layla Rateau DY

C
RA (T) Ml

Equipe ICE-TeA, ICE Transfert & Adaptation Equipe StrAda, Streptomyces Adaptation
Responsable : Nathalie Leblond-Bourget, Pr Responsable : Cyril Bontemps, MC
Florence Charron-Bourgoin*, MC Bertrand Aigle, Pr
Badreddine Douzi, CRCN INRAE Claire Bertrand, MC
Gérard Guédon, MC HDR Pierre Leblond, Pr
Virginie Libante, MC Annabelle Thibessard, MC
Sophie Payot-Lacroix, DR INRAE, HDR
Yvonne Roussel, MC
Nicolas Soler, MC
Haifa Laroussi, doctorante/Demi ATER Caroline Choufa, doctorante Labex -
Manon Dechene-Tempier, doctorante INRAE-ANSES Région/Demi ATER
Robine Maffo Woulefack Oyut Dagva, doctorante, CD
Johan Staub, T INRAE Anthony Gauthier, T INRAE
Stéphane Bertin, T UL Laurence Hotel, T UL
Louise Thiriet, Al INRAE, CDD Feder Emilie Piotrowski, T UL

Organigramme de I'Unité au 01/01/2022
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4.1 Exploration de la diversité des Streptomyces dans I’écosystéme forestier

4.1.1 Les Streptomyces

Les Streptomyces sont des bactéries filamenteuses de I'ordre des actinomycetes. Leur croissance se fait
sous forme d’un mycélium végétatif permettant de prospecter leur environnement et leur reproduction
se fait par sporulation. Quand les conditions de vie sont favorables, une spore va germer et se
développer en hyphes ramifiés qui vont s’accroitre par leur extrémité. Cette croissance est souvent
associée a la production d’exo-enzymes permettant de dégrader des polymeres comme la cellulose ou
la chitine ((Barka et al.,, 2016); figure 5). Quand les conditions de croissance deviennent moins

favorables, comme par
exemple lors d’une réduction J——
Ségrégation et <
H septation des .
en nutriments, le programme yphes aiiens / septtionces e
de sporulation va étre initié.

Ce dernier, souvent associé a Matuh
des spores

une production importante de

métabolites spécialisés (MS), Formation
d’hyphes aériens
va permettre la différentiation Dispersion
des spores

du mycélium végétatif en

7. ;. . O Free spore
mycélium  aérien qui se spore .

.o . Croissance germination, 4
subdivisera ensuite en -\ végétauvede {
chainette de spores dont gnhuton %ﬁﬁ - [}

antibiotiques

chacune contiendra un seul

chromosome (van Bergeijk et Figure 5 : Représentation schématique du cycle de vie des Streptomyces.
aI., 2020). Adapté de Barka et al. 2016

Les Streptomyces sont ubiquistes dans les sols, les océans et I'eau douce. En marge de ces états libres
et saprophytes, elles sont de plus en plus retrouvées en interaction avec des eucaryotes comme des
insectes, des éponges, des champignons ou des plantes (van der Meij et al., 2017). Cette versatilité dans
I’occupation de niches écologiques variées et leur succes indéniable d’adaptation est en partie
imputable a leur capacité a produire des métabolites spécialisés (antibiotiques, enzymes...). Il est
également concevable que cette grande diversité chimique soit, elle-méme, la résultante des
interactions des Streptomyces avec les organismes partageant leur niche écologique. C'est souvent par
le prisme de la production de MS que sont connues et étudiées les Streptomyces. Le détournement de
cet arsenal métabolique constitue en effet une source importante de biomolécules d’intérét médical et
industriel. La moitié des antibiotiques utilisés en médecine humaine et vétérinaire proviennent ainsi des
Streptomyces (Labeda et al., 2017) et elles furent a I'origine de la révolution de la révolution médicale
gu’a constitué la découverte des antibiotiques apres les années 1940. De nombreuses enzymes utilisées
en industrie trouvent également leur source chez les Streptomyces.

Une autre originalité des Streptomyces réside dans leur organisation génomique. Ce sont parmi les rares
bactéries avec Borrelia (Casjens and Huang, 1993), Agrobacterium (Wood et al., 2001) et Rhodococcus
(MclLeod et al., 2006) a posséder des chromosomes linéaires, complété parfois par des plasmides
circulaires ou également linéaires. La réplication du chromosome est initiée a /"oriC située en position
plus ou moins centrale et se continue simultanément jusqu’aux extrémités constituées de séquences
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répétées inversées (TIR pour Terminal Inverted Repeats) (Chang and Cohen, 1994) qui peuvent étre
variables en taille (de quelques nucléotides a plus d’'un mégabase (Yang et al., 2015). A I'extrémité des
TIR se trouvent des télomeres dont un systéme archétype a été défini par Kirby & Chen (2011) sur la
base des séquences télomériques de S. coelicolor et S. avermitilis. |l consiste en une séquence de 160
nucléotides possédant plusieurs palindromes formant des structures tige-boucle donnant selon les cas
au télomeére une forme de trefle ou d’oreille de lapin. Parmi ces structures secondaires, un motif
palindromique de 13 nucléotides est particulierement bien conservé et possede un motif de 3 nt 5'-
GCA-3" en son centre, permettant de créer une boucle conférant une résistance a I'activité
nucléosidique simple brin de la cellule (Kirby, K and Chen , C.W., 2001). Toutefois, des télomeres
atypiques ont été décrits chez des plasmides linéaires ou le chromosome de S. griseus et consistent en
des séquences hétérogenes en taille et avec des motifs boucles différents (Goshi et al., 2002). Par
rapport a un chromosome circulaire, un chromosome linéaire implique un probleme de fin de
réplication ou la fin du brin 3’ parental ne peut étre répliquée a cause de I'échec de I'amorcage sur le
brin complémentaire. Ce probleme est levé chez les Streptomyces grace a un complexe de protéines
chaperonnes appelé TP-TAP qui se fixe sur les télomeres et permet d’amorcer la réplication de I’ADN a
partir de I'extrémité 3’ et de boucher le gap de réplication (Yang et al., 2017). Si les téloméres archétypes
sont associés a un systéme TP/TAP lui-méme caractérisé d’archétype, les télomeres atypiques sont
associés a des systémes TP/TAP originaux pouvant présenter des homologies avec les TP/TAP
archétypes ou étre complétement différents comme le systéme GtpB/GtpA de S. griseus (Suzuki et al.,
2008).

4.1.2 Diversité taxonomique et fonctionnelle des Streptomyces a I'échelle de I'écosystéme forét

La forét représente un biome important qui recouvre pres d’un tiers des terres émergées (Martinez et
al., 2005). Pour son bon fonctionnement, le bois mort, source importante de carbone, doit y étre
dégradé et recyclé pour assurer I'homéostasie du systeme (Rinne-Garmston et al., 2019). Cette
dégradation est réalisée par des cohortes de microorganismes composées de champignons lignivores
(Lustenhouwer et al., 2020), mais aussi de nombreuses bactéries cellulolytiques dont font partie les
Streptomyces. Afin de mieux comprendre le role des Streptomyces dans ces écosystemes, nous avons
entrepris lors d’une premiere étude la création d’une collection de 79 Streptomyces. L’ échantillonnage
a été effectué a différents points de la hétraie du Montiers en prélevant des quantités de sol de I'ordre
du gramme et distants de plusieurs dizaines, voire centaines de métres sur le site SOERE-OPE (Systeme
d’Observation et d’Expérimentation au long terme pour la Recherche en Environnement) qui mesure
régulierement les constantes physico-chimiques du sol de cette forét. La caractérisation de cette
collection a permis de voir que nos souches, bien qu’appartenant a des especes différentes, possédaient
en majorité des capacités cellulolytiques, étaient capables d’inhiber et/ou de promouvoir la croissance
de champignons forestiers et pouvaient s’inhiber entre elles, faisant des Streptomyces des acteurs
bactériens importants des sols forestiers. Cette premiére étude a été réalisée en collaboration avec
Marie-Pierre Turpault (INRA BEF) et Stéphane Uroz (INRA-laM) et publiée dans FEMS Microbiology
Letter (Bontemps et al., 2013).
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4.1.3. Etude de la diversité des Streptomyces a I'échelle d’une population

Création d’une collection de souches appartenant a une méme population

Contrairement aux études concernant I'écologie des animaux et des plantes, le cadre de la population
est rarement pris en compte lors de I'étude des bactéries du sol. C'est pourquoi, suite a notre premiere

collection qui décrivait une diversité a I’échelle de I'’écosysteme, nous nous sommes posés la question
de savoir quelle pouvait étre le niveau de diversité d’'une population de Streptomyces. La notion de
population étant au cceur de mon futur projet, je la développerai plus dans cette partie (partie 3.1).
Toutefois, afin de clarifier la création de notre collection, on peut définir une population comme les
individus d’'une méme espeéce vivant dans un méme environnement. C’'est pourquoi, afin de lever toute
ambiguité dans la création de notre collection, nous avons échantillonné de fagon restrictive, que ce
soit au niveau spatial et taxonomique. Borner un environnement bactérien étant ardu, a fortiori avec
des bactéries sporulantes dont la dispersion est difficile a estimer, nous avons prélevé des grains de sol
de l'ordre du mm?3 sur la rhizosphére d’un jeune hétre ou a sa proximité (de l'ordre du cm),
potentiellement en dehors de sa zone d’influence. Quarante-neuf souches sporulantes et isolées de 8
grains de sol ont été mises en collection. Pour nous assurer de travailler avec des souches a un niveau
intra-spécifique, nous avons ensuite sélectionné des souches avec des genes ARNr 16S identiques et
des profils MLST tres proches (quelgues mismatches sur 5 génes représentant au total plus de 3000
positions). Trente-cing souches correspondant a ces criteres constituent I'ensemble de notre collection.
Au cours de la these de AR Tidjani, nous avons séquencé le génome de 11 de ces souches co-spécifiques
(Tidjani et al., 2019a). Les tailles de ces génomes allaient de 11.75 a 12.44 Mb avec la présence ou non
de plasmides, les positionnant parmi les plus gros génomes bactériens séquencés. La proximité

taxonomique de nos souches au niveau de I'espece a pu également étre confirmée ultérieurement grace
a des analyse d’ANI (Average Nucleotidic diversity) avec des pourcentages allant de 98.68 a 99.99%.
Cette faible divergence nucléotidique renforcait I'idée que cette population dérivait d’'un ancétre

commun récent.

Un flux massif de génes est a l'origine de la diversité des populations de Streptomyces.

Une étude de génomique comparative a mis en évidence que nos souches différaient les unes des autres
en termes de présence/absence de genes (de 12 a plusieurs milliers de génes) (Tidjani et al., 2019b). Au
niveau des 11 souches, environ un tiers des genes identifiés (n=5 036) formaient le génome accessoire
de notre population, c’est-a-dire des génes qui n’étaient pas présents dans I'ensemble des souches. Un
guart de ces génes variables étaient présents sur des éléments extra-chromosomiques et le reste
distribué sous forme d’indels (insertion/délétion) chromosomiques allant de quelques génes a plusieurs
centaines. Dans les cas les plus extrémes les souches les plus proches ne différeraient que d’un indel et
les plus éloignées de 124. La comparaison deux a deux de I'ensemble des 11 souches a permis d’estimer
gu’un minimum de 452 événements indépendants ont été nécessaires pour générer cette diversité,
impliguant des transferts de génes. Si le transfert de genes est une force importante de 'évolution des
bactéries, I’originalité de notre résultat résidait dans sa mise en évidence au sein de bactéries isolées de
micro-habitats du sol et séparées par un temps évolutif court, impliquant un flux massif de génes au
cours de la diversification de la population de Streptomyces.

La diversité génomique n’est pas distribuée de maniere homogéne chez les Streptomyces

Par essence, notre collection permet de visualiser des événements évolutifs récents qui impactent des
souches proches. Lorsque nous nous sommes intéressés a leur localisation sur le chromosome, nous
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avons pu mettre en évidence que les indels différentiant nos souches n’étaient pas distribués de
maniere homogene, mais étaient plus représentés dans les bras du chromosome que dans les régions
centrales et présentaient un gradient augmentant jusqu’aux extrémités (Tidjani et al. 2019a et figure 6).
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Figure 6 : Distribution des événements d'insertion et de délétion le long du chromosome linéaire de
Streptomyces. Le schéma du haut représente le chromosome de Streptomyces avec une échelle en
mégabases. La position du génome central du genre Streptomyces est mise en évidence par un cadre gris
clair. Les répétitions inversées terminales (TIR) sont représentées par des fleches rouges. La partie inférieure
montre des illustrations de comparaisons de génomes par paires (parmi les 10 paires possibles) au sein de la
population en utilisant la souche RLB1-8 comme référence. Les rectangles représentent le chromosome
linéaire de chaque souche. Les souches sont ordonnées de haut en bas par rapport a leur distance
phylogénétique avec la référence. Les triangles au-dessus du chromosome représentent les insertions dans
la souche de référence, tandis que les triangles en dessous correspondent aux insertions dans la souche
comparée. Par souci de clarté, seules les insertions d'au moins 10 génes prédits sont présentées. La hauteur
d'un triangle refléte le nombre de genes impliqués dans l'insertion (I'échelle a droite du chromosome indique
le nombre de genes). Les triangles colorés correspondent a des exemples de points chauds d'insertion.
D’aprés Tidjani et al .2019b.
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Cette richesse en événements de recombinaison dans les bras (donnant la courbe en forme de
« sourire » dans la figure 7), est également observée avec plus d’amplitude au niveau du genre
Streptomyces (Choulet et al., 2006; Lorenzi et al., 2021). Méme si les raisons de cette plus grande
plasticité génétique apparente au niveau des bras sont encore mal connues et potentiellement
multiples (lié au premier événement de linéarisation du chromosome avec un plasmide linéaire laissant
aux extrémités des genes accessoires, meilleure tolérance aux remaniements chez ces geénes
accessoires que dans les genes core, lié a des systemes de réparation de I’ADN), nous pouvons spéculer
ici que les indels observés au niveau de la population, une fois cumulés sur des temps évolutifs plus
longs, sont a l'origine de la compartimentation génétique observée a des niveaux taxonomiques
supérieurs.
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Figure 7 : Le schéma représente la distribution de tous les événements d’indels identifiés au sein de la
population par des comparaisons deux a deux de génomes. Chaque barre de I'histogramme correspond au
nombre d'indels dans une fenétre de 0,5 Mb. La proportion d'insertions ICE/AICE (éléments conjugatifs
intégrés au chromosome) dans une fenétre est indiquée en noir. La ligne bleue en pointillés (courbe

2
« sourire ») correspond a la courbe de tendance polynomiale (ordre 2, valeur R") de la distribution des indels.
La courbe rouge montre le nombre de genes dans les indels dans une fenétre donnée. D’aprés Tidjani et al.
2019b.

Un exemple frappant de cette diversité sub-télomérique des souches de notre population a été observé
au niveau de leurs TIR et de leurs télomeres. Pour les TIR, si leur variabilité en taille avait déja été
reportée au niveau inter- et intra-spécifique (Wenner et al., 2003; Hopwood, 2006), nous avons pu
montrer qu’il en était déja de méme au niveau de la population et que ces structures étaient hautement
recombinogénes avec lidentification a leur niveau de 45 événements de recombinaison uniques
(translocation, inversion, indel) (Tidjani et al., 2020). Concernant les télomeres, 4 séquences
télomériques différentes du télomere archétype et parfois tres différentes entre elles (30 % d’identité
en nt) ont été observées chez nos 11 souches (figure 8). Cette variabilité inattendue était de plus
corrélée avec des systémes TP/TAP différents du systéme archétype souvent plus proches du systéme
de S. griseus. 'analyse comparée des séquences télomériques a montré que de nombreux événements
de recombinaison durant I’histoire évolutive de la population étaient a I'origine de cette diversité avec
potentiellement des échanges entre souches, mais également avec des plasmides linéaires. Nos
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résultats ont montré que les extrémités chromosomiques des Streptomyces, bien que essentielles pour
le maintien de l'intégrité du génome, étaient donc trés dynamiques et sujettes a de nombreux
réarrangements sur des temps évolutifs courts.
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Figure 8 : Structures secondaires prédites des différents télomeres des souches de la population. Une
séquence représentative de chaque groupe de télomeéres est représentée. D’aprés Tidjani et al. 2020.

Les éléments génétiqgues mobiles sont nombreux et dynamiques au sein d’une population de
Streptomyces

Chez les Streptomyces, I'absence de transformation et de phages transducteurs font de la conjugaison
le mécanisme principal de transfert de génes (Stuttard; Burke et al., 2001). La conjugaison chez les
Streptomyces est médiée soit par des plasmides linéaires ou circulaires de tailles variables (quelques kb
a plusieurs centaines), soit par éléments conjugatifs intégrés au chromosome (Bordeleau et al., 2012).
Ces derniers sont de deux types : les ICE (pour Integrative and conjugative Elements) qui dépendent
d’un systéeme de sécrétion de type IV pour assurer le transfert d’ADN d’une cellule a une autre et les
AICE (pour Actinomycete ICE) spécifiques des bactéries de I'ordre des Actinomycetales. Les AICE ont la
particularité de transférer I’ADN de I'élément via une unique translocase a ADN (Tra). Cette derniére est
apparentée au systéme FtsK/spolllE permettant la ségrégation des chromosomes durant la division
cellulaire et la sporulation. Tra agit comme une pompe a ADN et permet (contrairement au T4SS) le
recrutement d’ADN double brin en ciblant des séquences de I'élément nommeées clt pour cis-acting
locus of transfer (Thoma and Muth, 2012) (figure 9)
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Figure 9 : Transfert des AICE. A gauche, schéma des différentes étapes du transfert d’un AICE.
Adapté de Bordeleau et al. (2012). A droite illustration de pocks a différents grossissements
(encadrés) observés sur boite de Pétri. Adapté de Thoma & Muth (2015). RC : réplication en cercle
roulant. ds : double brin, clt : cis-locus acting of transfer.
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. L’AICE est ensuite transféré par un pore formé entre les cellules donatrice et réceptrice par un
hexamere de Tra et en utilisant sa propre activité ATPase. L'AICE ainsi transféré peut s’intégrer
directement dans le chromosome hote ou optionnellement se répliquer avant par cercle roulant.
L'intégration se fait par recombinaison site spécifique entre des sites attP et attB respectivement
présents sur I’élément et le chromosome hote (Ghinet et al., 2011) et conduit a la création de répétitions
directes (DR). Une autre particularité de la conjugaison des AICE chez les Streptomyces est la formation,
lors d’expériences de conjugaison sur boite, de zones de ralentissement de croissance chez les
receveuses appelées « pocks » due a la diffusion de I'élément dans le mycélium adjacent (Thoma and
Muth, 2015). Ce phénomene serait assuré par des génes spd (pour spread) retrouvés dans une majorité
des AICE (Thoma et al., 2016).

Dans le cadre de la thése de C. Choufa (octobre 2018) nous avons entrepris de caractériser le contenu
en éléments potentiellement conjugatifs dans les génomes des 11 souches séquencées. Ainsi, 7
plasmides (3 linéaires et 4 circulaires) ont été détectés lors du séquencage. Une recherche d’ICE dont le
transfert dépend d’un systeme de sécrétion de type IV a été réalisé grace au logiciel ICEScreen (Lao et
al. unpublished). Pour les AICE, comme leur signature distinctive est la présence du gene traB codant la
protéine de transfert Tra, nous nous sommes concentrés dans un premier temps sur sa détection en
utilisant des profils HMM et des Blast. Dans un second temps, les genes d'intégrase spécifiques du site
(intégrases tyrosine ou sérine) et les genes de fonction de réplication ont été recherchés a proximité.
La présence de répétitions directes résultant de la duplication du site d'insertion a permis de délimiter
I'élément et de finaliser sa détection. Lorsqu'un élément possédait les trois étiquettes (TraB, intégrase
et réplicase), nous I'avons considéré comme étant un AICE putativement fonctionnel. Au total, 43 AICE
et 2 ICE potentiellement autonomes ont été détectés. Huit DAICE (Defective AICE) et 9 IME (integrative
and mobilisable element), respectivement des AICE et IME pour lesquels des fonctions de mobilité
manguaient ont également été identifiés (Figure 10 A). Chaque souche possédait entre 3 et 7 éléments
(5 en moyenne) avec une distribution plus importante dans les régions centrales du chromosome oU se
concentre le core génome des Streptomyces et notamment des génes de tRNA ou ribosomiques qui
représentent des cibles privilégiées des intégrases

Des intégrations de plusieurs éléments a un méme site ont été observées. Ce phénomene est appelé
accrétion (Bellanger et al., 2011) et s'explique principalement par la reconnaissance et |'intégration
successive de différents éléments au niveau de ce site. Comme elle conduit a la création de DR similaires
entre tous les différents éléments intégrés, I'excision d'un élément accrété peut donc également
transférer en cis un autre élément, en fonction de la DR impliquée lors de I'événement de
recombinaison. La comparaison de la distribution des éléments entre souches avec la phylogénie de ces
derniéres n’a pas permis de mettre en évidence un transfert récent d’AICE entre nos 11 souches.
Toutefois, aucun AICE (et ICE) n’est partagé par 'ensemble de la population et 15 d’entre eux sont
méme uniques a une seule souche ce qui suggére une forte dynamique d’acquisition et/ou de perte de
ces éléments lors de la diversification de la population. Afin de les comparer entre eux, les AICE ont été
regroupés en familles sur la base du pourcentage d’identité de TraB (> 95% d’identité en acides aminés).
Cette comparaison au niveau des genes impliqués dans la mobilité de I'élément a montré des
associations de TraB avec des intégrases différentes pouvant changer leur spécificité d’intégration. Elle
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Figure 10 : Localisation et transfert des éléments conjugatifs de la population. A) Localisation des AICE et ICE
dans les différentes souches de la population. Les rectangles schématisent les chromosomes des souches
avec une échelle en Mb. Le nom des souches est indiqué a gauche ainsi que leur relation phylogénétique
sous forme d’un arbre réalisé sur leur core génome. Les plasmides (linéaires ou circulaires) présents dans les
souches sont représentés a droite des chromosomes. Les ovales et losanges représentent la position
approximative des différents AICE et ICE respectivement. Plusieurs symboles a une méme position indiquent
un phénomene d’accrétion. Les éléments défectifs dans leur capacité de mobilité sont respectivement
appelés DAICE (Defective AICE) et IME (Integrative and mobilisable element) et sont représentés par des
symboles vides. Les couleurs représentent des éléments appartenant a différentes familles d’AICE sur la base
de leur protéine TraB. B) lllustration de la diversité des pocks observés entre souches de la population. Les
paires de souches croisées sont indiquées au-dessus, avec en premier le nom de la souche donatrice. C)
Représentation sous forme de Circos de |'observation de pocks entre souches de la population. La premiére
partie du rectangle indique que la souche était utilisée comme donatrice, la seconde partie comme
réceptrice. Un ruban reliant deux souches indique que des pocks ont été observés entre ces couples.

a également mis en évidence des phénomenes de délétion de génes de mobilité, conduisant a la
création de DAICE. Dans les cas les plus extrémes, seuls certains genes flanqués de DR ont été identifiés
comme vestiges de la présence d’un AICE. Ces phénomeénes de dégradation ont également pu étre mis
en évidence au niveau des génes cargos qui sont des genes ne codant pas pour la mobilité de I'élément,
mais qui sont susceptibles de bénéficier a la cellule héte ou au maintien de I'élément (e.g. systemes
d’addiction). Parmi ces génes cargos des phénomeénes importants de pseudogénisation ont pu étre mis
en évidence (42% de pseudogenes contre 7 % pour le génome). Ces résultats indiquent donc que les
éléments, une fois intégrés sont soumis a des fortes pressions de sélection concernant leur intégrité et
leur maintien.

Afin de confirmer le caractére fonctionnel des AICE au sein de la population, des expériences de
conjugaison deux a deux ont été réalisées entre toutes les souches de notre population. Le transfert
d’AICE a été observé par la formation de pocks (Figure 10B). Sur 110 couples testés, 13 en ont formé.
La moitié des souches n’ont pas été impliquées dans la formation de pocks que ce soit en tant que
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donneuses ou receveuses, alors que certaines se sont révélées plus aptes a donner ou recevoir (Figure
10C). Le passage d’un AICE a pu ensuite étre confirmé par PCR dans les souches réceptrices au sein d’un
pock. De maniere intéressante le transfert concomitant de plusieurs AICE d’une souche donneuse a une
réceptrice au cours d’'un événement conjugatif a pu étre observé pour la premiere fois.

L’'ensemble de ces résultats a montré une prévalence importante des AICE dans notre population liée a
une forte dynamique de transferts pouvant notamment reposer sur des transferts multiples lors de la
conjugaison. Ces éléments semblent préférentiellement géolocalisés sur le chromosome avec
notamment certains sites permettant I'accrétion de plusieurs d’entre eux. Au niveau de I'AICE, des
événements de recombinaison ou de délétions importants impliquent également des devenirs
différents, méme pour des éléments acquis verticalement entre souches proches, conduisant en plus
d’une variabilité inter-souches a une variabilité inter-éléments importante, suggérant que les AICE
constituent des éléments génétiques a I'histoire évolutive complexe.

La diversité génomique peut servir de lien cohésif au niveau de la population

La définition de la population implique une coexistence des individus sous des mémes pressions de
sélection avec des conséquences écologiques et génétiques. Au niveau écologique, cela permet
I’émergence d’interactions, voire de comportements sociaux. C'est le cas chez les bactéries et I'étude
des populations a permis de ne plus considérer les bactéries d’'une méme espéce comme des étres
unicellulaires identiques et indépendants, mais comme des organismes en constante interaction avec
leurs congénéres (Cadillo-Quiroz et al., 2012; Shapiro et al., 2012; Kashtan et al., 2014; Chase et al,,
2021). Ces interactions peuvent étre de différents types et impliquer des phénomenes de
communication (Stefanic and Mandic-Mulec, 2009), d’utilisations de biens communs et de partage du
travail (Pande et al., 2020) ou au contraire concerner des phénomeénes antagonistes (Cordero et al,,
2012b, 2012a). Dans ce sens, nous nous sommes intéressés de maniére non exhaustive aux genes et
fonctions présents dans certaines régions génomiques variables de nos souches et plus particulierement
a une situation ou trois cas différents ont été rencontrés (figure 11). Au niveau d’une rupture de synténie
entre leurs chromosomes, certaines souches présentaient 10 kb ne codant pas de fonctions prédictives,
d’autres avaient 90 kb dont des genes potentiellement impliqués dans la production cyclodipetides et
les dernieres possédaient une région de 220 kb avec des genes codant des Non Ribosomal peptide
synthetases (NRPS), les cyclodipetides et les NRPS pouvant avoir des activités antibiotiques. Par des
approches de génétique reverse, nous avons ainsi pu montrer que seules les souches possédant le NRPS
étaient capables d’inhiber la croissance d’un Bacillus isolé du méme sol. En revanche ce NRPS n’était
pas capable d’inhiber la croissance des souches de la population ne possédant par ce cluster de géne.
La production de ce NRPS servait donc de bien commun dans nos conditions expérimentales, montrant
gue des interactions synergiques existaient entre souches, leur permettant de profiter des génes et des
fonctions produites par leurs consceurs. Le flux de géne important permettant la diversification de nos
souches représenterait ici une facon de diversifier le pool de génes de la population est permettre
I"apparition de comportements sociaux.
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Figure 11 : Identification de genes variables dans un point chaud de variabilité génomique. Le schéma
illustre un point chaud de variabilité observé entre trois souches (RLB3-17, RLB1-8, et RLB1-9). Dans deux
d'entre elles, des clusters de génes de biosynthése différents ont été prédits par antiSMASH : I'un incluant
une cyclodipeptide synthase ARNt-dépendante dans RLB1-8 et |'autre incluant un NRPS (Non Ribomosomal
Polyketide Synthase) dans RLB1-9. Les régions en vert clair correspondent aux régions synténiques. La
partie droite représente des tests d’inhibition de croissance réalisés sur une souche de Bacillus sp. inoculée
en masse dans une gélose. Seule la souche RLB1-9, possédant le NRPS, a montré un halo d’inhibition de la
souche de Bacillus. Cette capacité est perdue chez un mutant NRPS (résultat non présenté). D’apres Tidjani
et al. 2019b.

Premieres conclusions sur I'étude d’une population de Streptomyces

Les résultats concernant cette étude d’une population Streptomyces ont été publiés dans 3 articles dans
le cadre de la these de Razak Tidjani (co-dirigée avec Pierre Leblond) et en collaboration avec Olivier
Lespinet de I'I2BC/Université Paris Saclay. Un article est également en préparation dans le cadre de la
thése de Caroline Choufa (co-dirigée avec Pierre Leblond et en collaboration avec Michiel Vos de
I"'Université d’Exeter). En associant des approches de génomique comparative, de génétique et de
microbiologie, I'ensemble de nos résultats a permis de montrer que des souches appartenant a une
méme population de Streptomyces et pouvant étre considérées comme clonales sur des criteres
classiques de taxonomie étaient en fait toutes différentes en termes de présence et absence de génes.
Ces variations pouvant représenter plusieurs pourcents de leur génome sont dues a leur plasticité
génétique importante et a un flux massif de génes s’étant produit en conditions naturelles dans le sol
et sur des temps évolutifs courts. Les éléments génétiques mobiles tels que les AICE semblent associés
a ces mécanismes de transfert de génes et pourraient étre méme multiples entre souches. Ces
différences en contenus en génes permettent une différentiation effective des fonctions de chacune
des souches et éventuellement a une adaptation a de nouvelles conditions, pouvant conduire in fine a
la différenciation de certaines souches en de nouvelles populations. A I'inverse, nos résultats ont
suggéré ici que cette variabilité pourrait servir a I'ensemble de la population en tant que biens communs
et étre impliquée dans la cohésion sociale de la population.
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4.2 Exploitation de la diversité des Streptomyces

4.2.1 Développement de biosenseurs de la dégradation du bois

Le bois est constitué dans sa grande majorité de I'assemblage de trois biopolymeéres : la cellulose, les
hémicelluloses et la lignine qui se retrouvent en proportions variables selon les essences. Le reste du
bois est composé de pectine et de substances de faibles poids moléculaires (extractibles, cendres)
présents en faibles quantités (Folman et al., 2008). Malgré une composition chimique relativement
simple, ce matériau est trés résistant, notamment grace a son imperméabilité et a sa faible présence
d’eau qui empéchent le développement de microorganismes. C'est pourquoi sa dégradation est un
mécanisme relativement complexe résultant le plus souvent de la conjonction de facteurs biotiques et
abiotiques qui agissent en synergie (Martinez et al.,, 2005). Cette biodégradation du bois est un
mécanisme écologique essentiel car elle permet le recyclage de la matiere carbonée et la bonne
réalisation des cycles biogéochimiques au niveau des écosystemes forestiers. Cette dégradation
lorsqu’elle concerne le bois matériaux, représente en revanche un probléme socio-économique majeur.
Ce probléme est d’autant plus prégnant que le bois est de plus en plus utilisé dans les constructions
humaines.

En industrie, la biodégradation par les micro-organismes (champignons et bactéries) est généralement
considérée comme la principale menace pour la préservation a long terme du matériau bois (Raberg et
al., 2005). Pouvoir empécher la dégradation du bois par les microbes a donc d'importants débouchés
industriels et de nombreux procédés sont développés dans ce sens (biocides, autoclavage...). Ces études
sur la préservation du bois impliqguent de pouvoir détecter quand le bois est attaqué. Cependant,
comme ce phénomene commence a I'échelle microscopique, il est difficile a détecter précocement,
notamment avant que le bois ne soit structurellement altéré. Ainsi, les tests standards pour confirmer
une dégradation (par exemple EN 113, EN 252) reposent généralement sur la perte de masse d'une
piece de bois, aprés plusieurs semaines en présence les micro-organismes. Cette échelle de temps est
longue et ralentit les travaux de recherche dans ce domaine. L'objectif de ce travail a été de développer
une méthode alternative aux outils métrologiques actuels dans le domaine de la préservation du bois
et de proposer une méthode biologique de détection de la dégradation précoce du bois matériau avant
toute perte de masse mesurable.

La biodégradation du bois suit généralement un processus séquentiel qui est initié par des champignons
xylophages (Folman et al., 2008). Ces derniers vont en premier lieu dégrader la lignine, composé le plus
résistant du bois, grace a divers arsenaux enzymatiques. Cette primo dégradation donne accés a la
cellulose et aux hémicelluloses composés plus facilement dégradables et riches en carbone (Martinez
et al., 2005). La cellulose est un biopolymere de glucose pouvant étre dégradé par différents systémes
enzymatiques (Bornscheuer et al., 2014). Toutefois, sa dégradation se fait toujours par un
raccourcissement de cette fibre en des formes plus simples: la cellobiose (2 glucoses) ou des
cellodextrines (3 a 6 glucoses) dont la présence représente une signature de I'attaque du bois (Langston
et al., 2011). Ces composés étant facilement assimilables par nombre de microbes, ils participent a la
colonisation du bois dégradé par une communauté microbienne cellulolytique plus diverse, dont font
partie les Streptomyces (Stursova et al., 2012).

Au cours de ce travail, nous avons identifié le régulateur CebR précédemment caractérisé chez quelques
especes de Streptomyces (Schlosser et al., 2000; Takasuka et al., 2013) qui est capable de détecter la
cellobiose ou les cellodextrines et d’activer en leur présence divers genes impliqués dans |'activité
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cellulolytique. CebR a été caractérisé comme un répresseur transcriptionnel se fixant en amont des
genes qu’il régule sur une boite conservée de 22pb (CebR Box) (Marushima et al., 2009). Une analyse
génomique nous a permis de démontrer que ce systeme était largement distribué et conservé chez les
Streptomyces et qu’il était possible de construire un biosenseur canonique utilisable par la plupart des
especes et souches des bactéries de ce genre. La région régulatrice consensus reconnue par CebR a
ainsi été détournée dans des fusions transcriptionnelles avec des genes marqueurs. Ces constructions
ont été introduites par génie moléculaire dans différents Streptomyces modeéles ou environnementaux
de notre premiere collection de bactéries de sol forestier afin d’assurer leur contréle par leur CebR
endogéne (Figure 12).
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Figure 12 : Fonctionnement du systeme CebR et du biosenseur de la dégradation du bois. En A) et B) est représenté
le fonctionnement du systeme CebR pour la détection de cello-oligosaccharides par Streptomyces et en C) et D) le
détournement de ce systeme pour la création du biosenseur. A) En absence de composés de dégradation du bois,
la protéine CebR se fixe sur la boite CebR (séquence TGGGAGCGCTCCCA) située dans la région promotrice des
genes qu’elle régule et en inactive I'expression. B) En présence de cello-oligosaccharides, la protéine CebR change
de conformation, ne se fixe plus sur la boite CebR levant ainsi la répression des génes régulés et permet leur
expression. C) Le biosenseur consiste en une boite cebR clonée entre un promoteur constitutif permettant
I'expression d’un gene rapporteur (géne xylE codant un dioxygenase). En absence de composés de dégradation
du bois, la protéine réprime I'expression du gene rapporteur. D) En présence de cello-oligosaccharides la
répression du gene rapporteur est levée et permet la production de la molécule indicatrice qui métabolise le
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Afin de sélectionner une souche bioindicatrice optimale, plusieurs ont été transformées et testées afin
d’estimer leur sensibilité et leur spécificité de détection de composés de dégradation du bois. Une
souche bioindicatrice a été sélectionnée et a permis de détecter la présence de molécules indicatrices
dans un milieu de culture a une concentration proche de celle mesurée dans du bois en dégradation
(Figure 13). Ce biosenseur a été testé dans des conditions similaires a celles de la norme EN 113 et a
permis une détection 4 fois plus rapide de la dégradation d’une essence du bois par rapport a ce test
de référence.

- cellobiose + cellobiose

Figure 13 : lllustration de la détection de cellobiose par la souche bioindicatrice. A) En absence de
cellobiose, la souche bioindicatrice S4N27 présente une couleur blanche. B) En présence de
cellobiose dans le milieu de culture, la souche devient jaune suite a I'activation du systéme
biosenseur qui métabolise du catéchol en substrat jaune. D’aprés Toussaint et al. 2016

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le LERMAB (Arnaud Besserer, Philippe Gérardin) dans
le cadre de la these de Maxime Toussaint co-dirigée avec Pierre Leblond. Elle a été publiée dans J.
biotech (Toussaint et al. 2016) et a conduit a un brevet international (W0/2016/131665 ; 28/08/16).

4.2.2 Coculture et biomolécules

Les biomolécules représentent une ressource majeure d’antibiotiques, d’antifongiques,
d’anticancéreux ou d’antiparasitaires et ont révolutionné la médecine humaine. Par exemple, les
antibiotiques, depuis leur découverte il y a 80 ans, ont permis a eux seul d’augmenter notre espérance
de vie en soignant des maladies infectieuses autrefois incurables ou en évitant des complications aprés
certains actes chirurgicaux. Toutefois, I'émergence de bactéries pathogénes multi-résistantes aux
antibiotiques constitue des aujourd’hui un réel probléme de santé publique (Cassini et al., 2019). Ce
dernier va en s’accroissant et certaines études prédisent qu’il y aura d’ici 2050 autant de morts par
maladies infectieuses que par les cancers (10 millions de décés par an) (O’'Neill J, 2014). Si limiter
I'’émergence des bactéries multirésistantes est crucial, identifier de nouvelles molécules et activités
antimicrobiennes reste important sur le moyen terme.
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Les métabolites secondaires des bactéries représentent une source importante de molécules bioactives
d’intérét médical. Une grande diversité de ces molécules est produite par les champignons et les
actinomycétes. Chez ces derniers, les Streptomyces a eux seuls représentent la source d’environ la
moitié des antibiotiques utilisés dans la pharmacopée humaine et vétérinaire (Labeda et al., 2017).
Cependant la découverte de nouvelles classes de molécules décroit depuis de nombreuses années et
des structures déja connues sont principalement redécouvertes par les criblages classiques. Ce constat
a entrainé un désintérét des compagnies pharmaceutiques dans la recherche de nouvelles molécules
d’origine bactérienne. Les dernieres découvertes de molécules originales ont effectivement fait appel a
de nouvelles techniques parfois complexes comme des méthodes de culture innovantes (Ling et al.,
2015) ou a l'utilisation d’intelligence artificielle (Stokes et al., 2020).

Le séquencage de génomes de Streptomyces a révélé que la plupart de ces bactéries possédaient un
nombre de clusters de genes potentiellement impliqués dans la synthese de MS beaucoup plus
important que le nombre de molécules produites de maniere effective au laboratoire (van Bergeijk et
al., 2020). De méme des études intensives de S. avermitilis, connue depuis 1978 comme produisant
I'anthelminthique avermectine, ont permis d’isoler 20 MS de cette souche. Or I'analyse de son génome
arévélé 38 BGC (pour Biosynthesis gene cluster) dont seulement 16 ont pu étre associés a la production
des MS isolés jusqu’a présent (lkeda et al., 2014). Ces exemples montrent que la plupart des MS sont
donc cryptiques en conditions de laboratoire conduisant a une sous-estimation du réel potentiel de leur
production par les Streptomyces. Ceci reste d’autant plus vrai que si des genes clés de la production de
métabolites appartenant a des familles déja connues (NRPS, PKS) sont facilement identifiables, de
nouvelles voies ne possédant pas de genes signatures restent non prédictibles in silico.

Afin de lever ces verrous, de nombreuses techniques de culture ont été développées pour permettre
I’'expression de ces BGC que ce soit chez les Streptomyces ou d’autres bactéries. Certaines sont basées
sur une exploration des conditions de culture comme I'approche OSMAC (One Strain Many Compounds)
visant a cultiver la méme souche dans différents milieux de culture utilisant différentes sources
nutritives (carbone, phosphore, azote...) ou en complémentant le milieu de culture avec des éliciteurs
potentiels. La manipulation génétique comme I'échange de promoteurs (Ochi et al., 2004) , la biologie
de synthese ou I'altération de cascades de régulation ont pu étre utilisés (Aigle and Corre, 2012). Par
exemple, les stambomycines de S. ambofaciens a pu étre produite en exprimant de maniére constitutive
un régulateur présent dans son cluster de BGC (Laureti et al., 2011). L'utilisation de cocultures constitue
également une approche prometteuse permettant I'expression de BGC cryptiques en réponse a des
signaux moléculaires mimant des interactions microbiennes ayant lieu dans I'environnement. Les
avantages de cette approche sont nombreux. Elle est peu couteuse, simple a mettre en ceuvre et ne
requiert pas de connaissances préalables quant a la régulation de la synthése des molécules que I'on
cherche a induire. Différents types de coculture ont été utilisés avec les Streptomyces, comme d’autres
actinomycétes (Traxler et al., 2013), des bactéries contenant des acides mycoliques (Hoshino et al.,
2019) comme par exemple Tsukumurella pulmonis. Cette derniére, co-cultivée avec plus de 100 espéces
de streptomycetes, a permis de produire de nouveaux métabolites dans plus d’un tiers des cocultures
et/ou d’augmenter la production de métabolites connus (Onaka, 2017). La coculture entre
champignons, et particulierement avec des Basidiomycetes dégradeurs du bois qui produisent de
nombreux meétabolites et vivent dans des communautés bactériennes complexes est également
prometteuse. Des cocultures entre des Trametes versicolor, Bjerkandera adusta et Hypholoma
fasiculare ont montré des changements importants dans le métabolome, dont des laccases impliquées
dans la dégradation du bois (Eyre et al., 2010; Hiscox et al., 2010). Des cocultures entre Streptomyces
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et Aspergillus nidulans ont également permis de réveiller des métabolites cryptiques chez le
champignon (Schroeckh et al., 2009).

Dans le cadre de la these de Matthieu Nicault (financée par LUE), nous avons exploré le potentiel de
production de MS d’'une communauté de Streptomyces. Pour cela, 8 souches d’'une communauté de
Streptomyces (souches plus ou moins proches taxonomiquement et isolées conjointement a petite
échelle spatiale (mm-cm) ont été choisies. Aprés séquencage (Nicault et al. 2020), les clusters de génes
de biosynthése codant potentiellement des MS de types NRPS, polyketide synthase (PKS), Ribosomal
peptide synthetase (RiPP) ou terpénes ont été recherchés par genome mining (logiciel antiSMASH) (Blin
et al., 2019). Deux cent soixante et un BGC ont été détectés au sein de la communauté (Nicault et al.,
2020a). Une grande partie (n=53) était spécifique a une seule souche quand seulement 5 étaient
communs a toutes, montrant que cette communauté constituait un réservoir important de géenes
d’intérét (Figure 14).
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Figure 14 : Réseau de similarité des BGC prédits. Apres prédiction in silico, les BGC partagés par nos 8 souches
ont été représentés dans des réseaux ou les BGC similaires entre différentes souches sont reliés par une
ligne. Les BGC uniques a une souche sont symbolisés par un singleton. Chaque souche est représentée par
un code couleur. Les BGC numérotés correspondent aux BGC dont le produit final peut étre potentiellement
prédit. 1, desferrioxamin B/E; 2, ectoin; 3, hopene; 4, spore pigment hybrid; 5, geosmin; 6, albaflavenone; 7,
2-methylisoborneol hybrid; 8, alkylresorcinol; 9, lanthipeptide A; 10, pepticinnamicin E; 11, diisonitrile
antibiotic SF2768; 12, melanin; 13, siamycin I; 14, sarpeptine A/B; 15; 2-methylisoborneol; 16, albusnodin;
17, lydicamycin; 18, JBIR-76/77; 19, isorenieratene; 20, deimino-antipain; 21, lanthipeptide hybrids; 22, spore
pigment; 23, lugdunomycin; 24, MS-271 (lassopeptide). D’aprés Nicault et al. 2020b.

Une analyse métabolique a ensuite montré que méme si elles produisaient un socle commun de
métabolites pouvant correspondre a du métabolisme primaire, toutes les souches avaient un profil
spécifique et des capacités de production différentes (Nicault et al., 2021).

Afin de prospecter plus avant la capacité de production des MS par ces souches, nous les avons ensuite
co-cultivées en présence de champignons (figure 15). Une collection de 9 champignons, pour la plupart
dégradeurs du bois, a été fournie par le laboratoire laM. Apres mise en place des conditions de
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croissance, nous avons dirigé notre approche en sélectionnant les cocultures permettant d’éliciter une
inhibition de croissance d’une souche Bacillus subtilis absente chez les contrbles (mono-cultures de
chacun des partenaires). Deux couples ont ainsi été sélectionnés et I'analyse du métabolome de leur
zone d’interaction réalisée. Apres fractionnement une trentaine de composés sont apparus comme
étant des candidats activés par la coculture et potentiellement responsables de I'activité anti-

microbienne.
Streptomyces

——

Inte ractg'ﬂ Figure 15 : lllustration d’une co-culture entre un
. zZone Streptomyces et un champignon apres 14 jours.
Bawh d ‘ La zone d’interaction a été prospectée pour
rechercher des molécules élicitées au cours de
I'interaction.

Fungus

Ces travaux réalisés dans le cadre de la these de Matthieu Nicault ont conduit a 3 publications en
collaboration avec Pierre Lelbond et Eric Gelhaye du laboratoire 1aM (Université de Lorraine, Nancy)
(codirecteurs de la these) et également avec Patrick Chaimbault du laboratoire LCP-A2MC (Université
de Lorraine, Metz) pour les analyses biochimiques.

4.3 Projets connexes

J’ai pu au travers ma these et mes post-doctorats acquérir une certaine expertise dans I'étude de la
diversité des bactéries et notamment en taxonomie, phylogénie, évolution et écologie microbienne. J'ai
pu mettre cette expérience a profit dans mes projets actuels au laboratoire Dynamic, mais aussi
ponctuellement lors de différentes collaborations. Jai ainsi pu collaborer en 2014 avec I'ENSAIA
(Frédéric Borges, LIBIO, Nancy) dans le typage de souches de Carnobacterium maltaromaticum, des
bactéries lactiques présentes dans les fromages (Rahman et al., 2014). En 2018 avec Aurélie Deveau
(INRA, IaM, Nancy) nous avons monté des projets consistant a caractériser des souches présentes dans
les truffes et leurs zones de brilés afin d’identifier d’éventuels composés herbicides. En 2019 avec
I"'Université de Reims (Marius Colin et Sophie Gangloff, laboratoire BIOS, Reims) j'ai participé a une
étude sur I'impact de poignées de portes en cuivre sur la diversité de bactéries en milieu hospitalier
(Colin et al., 2020). Jai également co-encadré avec Philippe Duguenne et Pierre Leblond la thése de
Jodelle Degois (INRS, RPPE, soutenance 08/02/2018) en collaboration avec I'INRS (Nancy). Dans ces
travaux, nous avons exploré via une approche de métagénomique la diversité bactérienne des bio-
aérosols produits dans des centres de triage. Nos résultats ont permis de standardiser les techniques
permettant de telles études (Degois et al., 2019) et de déterminer la composition et I'évolution des
populations bactériennes et fongiques inhalées par le personnel au cours d’'une année (Degois et al.,
2017, 2019).
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1. Projet dans le contexte du laboratoire

Le laboratoire DynAMic est focalisé dans I'évolution des bactéries par transfert de genes et I'équipe
StrAda dans la génétique des Streptomyces. Depuis mon recrutement dans ce laboratoire, mes travaux
de recherche ont visé a explorer la diversité des Streptomyces. |ls ont permis de renforcer un axe de
recherche initié au laboratoire par Pierre Leblond et Bertrand Aigle visant a étudier 'écologie des
Streptomyces, notamment en collaboration a I'origine avec Pascale Frey-Klett (laM-INRA Champenoux).
Cet axe de recherche axé sur I'écologie microbienne a permis de s’inscrire et d’offrir une visibilité dans
le tissu scientifique local, notamment avec le LABEX arbre qui est tourné vers 'écosysteme forestier.
L’exploitation de cette diversité par 'analyse fonctionnelle des Streptomyces dans un cadre écologique,
et notamment a travers leur capacité a produire des métabolites spécialisés permet également un
ancrage dans le projet impact biomolécule (LUE) et plus particulierement dans le WP1 (interactions
biotiques et voies de biosynthése) de I'ancien programme et du futur WP1 (découverte et production
de biomolécules et extraits actifs) en cours de montage et dont je suis un des co-porteurs. Ces axes de
recherche ont permis également de commencer a créer un réseau de collaborations au niveau régional,
national et international.

Je souhaite maintenant, dans une ligne directe a ces thématiques, continuer vers une meilleure
compréhension de |"évolution des Streptomyces, que ce soit au niveau génétique et mécanistique.
Jaimerais également m’intéresser aux causes et conséquences de ces phénomeénes dans un contexte
écologique. Ce projet permettra, je I'espére, de répondre a un niveau fondamental a des questions
d’intérét sur I’évolution non seulement des Streptomyces, mais des bactéries du sol en général.

Au cours de nos précédents travaux, nous avons commencé a créer et étudier les Streptomyces a
I’échelle de la population. Ce cadre écologique comme niveau d’étude constituera un point d’ancrage
et d’originalité dans ces futurs axes de recherche et servira de dénominateur commun entre les
différents aspects de mon projet ou jessayerai de voir en quoi les populations de Streptomyces
constituent des unités écologiques et évolutives. Ainsi, au niveau écologique nous pourrons voir i)
comment les bactéries interagissent au sein d’une population et comment cette derniere évolue en
termes de composition ; ii) si les interactions peuvent nourrir des comportements « sociaux » et étre
moteur pour I'établissement de fonctions ; iii) comment la population permet d’interagir avec d’autres
organismes (par exemple les plantes) et en retour comment ces derniers influent son évolution. Au
niveau évolutif, la proximité taxonomique permettra de
lever certains verrous quant a la compréhension de la o
dynamique des transferts de genes dans I'environnement
et comment ils sont réalisés. Elle nous permettra
également de simuler et de confronter nos différents
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dans une compréhension plus générale des Streptomyces
dans leur environnement.
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2. Le transfert d’AICE est-il un moteur de la diversité des Streptomyces ?

2.1 Contexte

L'analyse par génomique comparée des génomes de souches conspécifiques d’'une population nous a
permis de mettre en évidence de nombreux indels entre des souches pouvant étre considérées comme
guasi-clonales sur la base de marqueurs phylogénétiques. Ces indels allaient d’'une a une centaine de
CDS et certains étaient associés a des éléments génétiques mobiles comme des AICE (pour
Actinomycete Integrative and Conjugative Element). Si le transfert de ces éléments pouvait expliquer le
transfert entre souches de fragments d’ADN de plusieurs kb, un des objectifs de mes futurs travaux sera
de comprendre comment les autres événements de rupture de synténie, pour lesquels aucune trace
d’éléments mobiles n"avait été détectés, ont pu se produire. Une hypothése que nous testerons est le
transfert de marqueurs chromosomiques (TMC) conjointement au passage des AICE. En effet, si la
conjugaison chez la plupart des bactéries ne concerne généralement que le transfert de I'élément
mobile, plusieurs mécanismes de TMC ont été décrits, dont chez les Streptomyces. Le plus célebre est
le systeme Hfr d’E. coli (Wollman et al., 1956) qui permet un TMC en cis et selon un gradient en fonction
de la distance des marqueurs par rapport a l‘oriT de I'élément. Toutefois, des exemples plus récents
commencent a faire émerger de nouveaux mécanismes. C'est le cas chez Yersinia pseudotuberculosis
qui d’une fagon proche du systeme Hfr peut transférer des génes chromosomiques suite a la
cointégration d’un plasmide effectuée par une Is6 (Lesic et al., 2012). Un systéme push-pull d’ADN
impliguant une ATPase (jouant le rdéle putatif de translocase chez une cellule donneuse) associée a la
compétence naturelle de la cellule receveuse a récemment été découvert chez Thermus thermophilus
(Blesa et al., 2017). Chez certains modeles I'ampleur du TMC est tel qu’il permet le transfert distributif
de multiples segments d’ADN de tailles variables allant de quelques pb a plusieurs kb, indépendamment
de leur position sur le chromosome. C'est le cas pour les mycoplasma ou lors d’'un événement conjugatif
entre deux souches, 3 a 30 fragments de 49 pb a 64,7 kb peuvent étre échangés (représentant3a 17%
du génome) (Dordet-Frisoni et al., 2019) et permettrait notamment I'acquisition et la dissémination de
résistances antibiotiques (Faucher et al., 2019). Méme si les mécanismes associés a ce transfert sont
encore mal connus, la présence d’un élément intégratif et conjugatif (ICE) chez au moins un des deux
partenaires semble requise pour permettre un contact entre eux. De maniere intéressante, le TMC
s’effectue dans le sens opposé au transfert de I'ICE, c’est-a-dire de la souche sans ICE vers la souche
possédant I'ICE (Dordet-Frisoni et al., 2014). Cette ampleur de transfert de marqueurs chromosomiques
est encore plus marquée chez les mycobacteria. Lors d’un événement conjugatif un transconjuguant
acquiert ainsi en moyenne 575 kb de la souche donatrice (pour un génome de l'ordre de 7 Mb)
distribués en environ 13 fragments d’ADN (de 59 bp a226 kb). Il peut conduire dans les cas les plus
extrémes a des génomes mosaiques chez les transconjuguants avec jusqu’a un quart du génome de la
donatrice, distribué en une trentaine de fragments (Gray and Derbyshire, 2018). Ces mécanismes de
transfert chez les mycobacteria sont conjugatifs, unidirectionnels et associés a un systeme de sécrétion
de type VIl permettant en moyenne une fréquence de transfert de 10 par donneur.

Chez les Streptomyces le TMC a été découvert lors d’expériences de complémentation de prototrophie
ou des phénotypes recombinants entre les chromosomes des souches donatrices et réceptrices été
observés a des fréquences de 102 & 10°® (Hopwood and Sermonti, 1963; Lee et al., 2011), voire 10?
(Hopwood and Kieser, 1993). Malgré cette mise en évidence relativement ancienne, ce mécanisme
reste mal connu. Récemment, il a été montré qu’il serait lié a I'action des translocases a ADN TraB des
d’éléments génétiques mobiles de Streptomyces. TraB, en agissant comme une pompe a ADN double
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brin, permet la mobilisation des plasmides conjugatifs via la reconnaissance de séquences répétées plus
ou moins conservées nommeées clt pour cis-acting locus of transfer. Néanmoins, la présence de
séquences clt étant dispensable pour le transfert de marqueurs chromosomiques (Pettis and Cohen,
1994), ainsi que 'interaction physique directe des éléments (intégration en cis), il a été suggéré que les
chromosomes possédaient leurs propres loci ¢/t (nommeés clc pour clt like sequence) permettant la
reconnaissance par TraB. Ainsi, des analyses bioinformatiques ont réussi a détecter des séquences clc
putatives dans différents génomes de Streptomyces, proches de la séquence des ¢/t du plamide pSHV1
(Dsouza et al., 1997). Si le réel rble des clc n’a pas encore été entierement démontré, la fixation par des
expériences de gel retard de TraB de pSHV1 sur ces séquences a pu étre montré (Vogelmann et al.,
2011), ainsi que la mobilisation de plasmides non-conjugatifs dans lesquels avaient été clonés des
fragments clc (Thoma and Muth, 2016).

2.2 Evaluation du transfert du transfert de marqueurs chromosomiques par les AICE

L’étendue réelle du phénomeéne de TMC, ainsi que son impact sur la diversification des génomes restent
encore inconnus chez les Streptomyces, et le fait de disposer d’une population constituera un cadre
idéal pour répondre a ces questions. En effet, I'intégration des séquences co-transférées avec un
élément génétique mobile se ferait principalement par recombinaison homologue chez I'hote. Deux
freins majeurs a cette étape clé étant I'absence de séquences homologues ou une trop grande diversité
génétique, ces phénomenes seront minimisés chez nos souches quasi isogéniques et génétiquement
trés proches. Lors d’un transfert d’une portion de génome chez une receveuse, deux cas peuvent étre
distingués lors de son intégration par recombinaison homologue. Dans le premier, si les régions
homologues flanquent des séquences non présentes dans le génome receveur, le phénoméne de
recombinaison permettra I'acquisition de matériel génétique supplémentaire et la création d’indels,
comme observés dans notre population et identifiables par génomique comparative. Dans le second
cas, le transfert va concerner des séquences qui, si elles ne sont pas identiques, différeront uniquement
par du polymorphisme nucléotidique. Dans ce cas, |'origine parentale de la séquence sera définie par
I’analyse de SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Afin de tester ces deux hypotheses, nous avons
entrepris la construction de souches marquées avec des résistances antibiotiques le long du
chromosome de différentes souches donneuses et receveuses. Les souches choisies « pockaient » entre
elles et présentent suffisamment de polymorphisme de séquence pour permettre de reconnaitre leur
origine et de borner approximativement le TMC. Suite a des expériences de conjugaison, des
transconjugants doubles résistants résultant de facto du transfert d’un marqueur physiquement non
associé a I’AICE seront sélectionnés et leurs génomes reséquencés (figure 16).
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Figure 16. Design expérimental pour identifier du TMC entre souches. A) Dans le chromosome (rectangle
bleu) de la cellule donatrice d’un AICE (rectangle brun), une cassette de résistance a un antibiotique
(triangle rouge) a été insérée. La conjugaison est effectuée avec une cellule réceptrice marquée dans son
chromosome (rectangle jaune) par un marqueur antibiotique (triangle vert) différent de la souche
donatrice. Suite au transfert de I'AICE par la protéine Tra (événement 1), les transconjugants ayant acquis
par TMC la résistance a I'antibiotique de la donatrice (événement 2) sont sélectionnés par la double
résistance aux antibiotiques. Le séquencage de ces transconjugants permettra de savoir combien de
marqueurs chromosomiques sont passés en trans, quelle est leur taille et si des positions sur le
chromosome sont plus recombinogenes. B) Schéma de la stratégie d’identification de marqueurs
chromosomiques de la donatrice chez les transconjugants aprés séquencage. La partie gauche représente
les SNP (traits verticaux) dans le chromosome de la cellule donatrice (rectangle bleu) par rapport au
chromosome de la réceptrice. Hormis ces SNP les séquences des deux chromosomes sont identiques. La
partie droite montre le chromosome du transconjugant suite au transfert d’une portion d’ADN de la
donatrice vers la réceptrice. La portion « a » représente la taille réelle de I’ADN transféré et la portion « b »
la taille qui pourra étre détectée par l'identification des SNP propres a I’ADN de la donatrice chez le

L’analyse par génomique comparative permettra par la suite de déterminer si d’autres fragments d’ADN
ont été transférés et ainsi d’estimer I'ampleur réel des flux de génes chez les Streptomyces. Les genes
margueurs ont également été introduits a différents endroits le long du chromosome, ce qui permettra
de tester si différents compartiments du chromosome (région core, bras...) sont plus transférés et/ou
plus recombinogenes. L'analyse de ces transconjugants permettra pour la premiére fois d’estimer la
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réelle ampleur des transferts de génes chez les Streptomyces. Si ces derniers sont déja reconnus comme
étant recombinogénes, ceci ne pourrait étre que le sommet de I'iceberg. En effet, des premiers résultats
ont suggéré que le TMC d’un locus s’opérerait & une fréquence de 10° chez nos souches. Cette
fréquence relativement élevée, si elle s’avere couplée a de multiples transferts et concerne des
fragments d’ADN de grandes tailles pourrait conduire a une dynamigue chromosomique aussi
importante que celle observée chez les mycobacteria et la création de chromosomes chimeres chez les
Streptomyces serait dans ce cas envisageable.

Ce projet, déja initié dans le cadre de la these de Caroline Choufa (co-dirigée avec Pierre Leblond) a
permis de créer une nouvelle collaboration internationale avec Michiel Vos (Université d’Exeter), expert
en génomique des populations et des analyses fonctionnelles sur des populations bactériennes isolées
a petite échelle.

3. Vers une meilleure compréhension des populations par analyse génomique

3.1 Concept de population bactérienne

Conceptuellement, la population peut étre définie comme les membres d’'une méme espece qui
coexistent et qui sont isolés reproductivement des autres membres de I'espéce. Du point de vue
génomique, on peut donc voir I'espéce comme une unité de flux de génes et la population comme une
discontinuité dans ce flux (Arevalo et al., 2019). Cet isolement génétique peut permettre de circonscrire
et de propager des changements adaptatifs chez des individus qui coexistent sous les mémes pressions
de sélection. Ces derniers vont donc présenter également une certaine cohérence au niveau écologique
avec des fonctions communes. Le chevauchement des ces unités écologiques et génétiques vont
constituer in fine les populations (Shapiro et al., 2012). La définition des populations est importante
pour proposer des théories en écologie et en évolution. C'est en effet a cette échelle que se font les
interactions entre individus et leurs environnements biotique et abiotique.

Pour les bactéries, définir des populations est donc important pour identifier leurs réles dans
I'environnement et avec leurs hotes potentiels. En absence de sexualité, c’est également a cette échelle
gue les transferts de génes, moteur important de leur évolution qui requiert la plupart du temps un
contact physique, peuvent s’opérer le plus favorablement. Ce dernier point est important car il a été
montré que les génes adaptatifs permettant I'émergence de populations sont souvent acquis par
transfert horizontaux et généralement depuis un temps court (Arevalo et al., 2019). Une population
bactérienne va ainsi se différentier d’'une autre par la présence de genes ou d’alleles spécifiques
permettant son adaptation aux pressions de sélection de I'environnement (Cordero et al., 2012b;
Hehemann et al., 2016; Vaninsberghe et al., 2020). L’analyse du taux de recombinaison des génomes,
I"’étude de genes évoluant rapidement (transfert ou évolution de fonction) et I'identification de genes
adaptifs apparaissent donc comme des clés pour une meilleure définition de la population bactérienne,
et pour en expliquer la genése et le fonctionnement.

Dans mes recherches futures, j’aimerais donc aller vers une analyse plus fine de notre population au
niveau génomique afin de mieux la caractériser et comprendre les mécanismes évolutifs qui sous-
tendent sa création et son évolution. Une premiére analyse du taux de recombinaison de 5 genes de
ménage réalisée avec ClonalFrame (Didelot and Falush, 2007) a montré que dans notre collection de
souches, celles isolées au contact de la racine avaient un taux de recombinaison 4 fois supérieur a celles
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isolées quelgues cm plus loin, dans un sol potentiellement en dehors de I'influence de la plante. Cette
analyse préliminaire souléve des questions sur notre collection. Sommes-nous en présence d’une ou
plusieurs populations ? Quelles sont les pressions de sélection existantes ? Quelle est I'influence de
cette sélection sur la vitesse d’évolution, les transferts de génes et la différentiation écologique des
souches ? Existe-t-il une sélection de genes et fonctions adaptatives a proximité de la rhizosphére ou
dans le sol ? Dans notre contexte expérimental, si la plante apparait comme un facteur écologique
important a tester, un second facteur intuitivement identifiable est la production de métabolites
spécialisés par les Streptomyces car elle régit un grand nombre d’interactions entre microbes ou avec la
plante. Expérimentalement, le phénotype des MS est mesurable et quantifiable, permettant une
corrélation a des traits écologiques. Les BGC étant prompts a se disperser, divers et évoluant vite
(Fischbach et al., 2008), ils apparaissent donc comme de bons marqueurs des phénomenes écologiques
et évolutifs rapides se déroulant dans une population.

3.2 Analyse génomique des populations sans a priori.

Concernant les populations bactériennes, au contraire des plantes et des animauy, il est souvent difficile
d’établir une correspondance forte entre génétique et écologie. Pour définir une unité écologique, c’est-
a-dire un groupe d’organismes avec des fonctions écologiques communes, le microbiologiste va
généralement définir des critéres jugés importants et quantifiables (assimilation de composés,
résistance antibiotique, interaction avec un héte...). Il va ensuite essayer de les faire correspondre sur
des unités génétiques prédéfinies. Toutefois cette approche par a priori peut présenter des biais en
occultant certaines fonctions ou en mettant trop de poids sur d’autres. Si I'unité génétique peut
apparaitre plus simple a quantifier par des approches d’analyse de séquences (ANI, MLST...) la notion
de seuil pour définir les unités peut également étre soumise a questionnement. Enfin, la notion de
biogéographie, difficile a appréhender pour les bactéries trouble aussi les contours des populations.
Toutefois de plus en plus d’études ont permis de circonscrire des populations, parfois différentiées
depuis trés peu de temps par génomique comparative (Cadillo-Quiroz et al., 2012; Shapiro et al., 2012;
Kashtan et al., 2014). Pour ce faire, les échantillonnages sont réalisés a petite échelle afin de minimiser
les effets biogéographiques et les divergences allopatriques, permettant d’identifier plus formellement
les effets de la sélection et de la recombinaison. Les populations étant constituées de souches plus
apparentées que certains seuils traditionnels (comme la proximité en séquence du géne codant I’ARNr
16S), les relations phylogénétiques sont établies aprés séquencage sur I'ensemble du core génome
entre des souches taxonomiquement tres proches. Si les groupements génétiques ainsi définis peuvent
étre comparées avec des fonctions écologiques déja connues, ceci suggerera que des unités cohérentes
au niveau génétiques et écologiques (populations) se sont formées. S’il n'y a en revanche pas de
regroupement, cela suggéra que [|'échantillonnage est constitué d'une seule population
phénotypiquement hétérogéne. Dans le cas ol aucune fonction écologique n’est présupposée au
départ, des approches sans a priori peuvent étre réalisés. Des regroupements phylogénétiques forts et
distincts, suggérant une différentiation stable, pourront ainsi étre testés pour voir s’ils présentent des
fonctions ou des niches particulieres et constituent différentes populations.

Jusqu’a présent des analyses préliminaires de nos 11 souches ne suggérent pas une différentiation
particuliere entre les souches isolées de la rhizosphére ou du sol, avec notamment un mélange de ces
dernieres dans les phylogénies obtenues sur leur core génome (données non montrées). Si ces premiers
résultats suggerent que nous sommes en présence d’'une seule population non différentiée par la
présence de la plante, il reste une certaine incertitude au niveau phylogénétique ou certaines branches
de l'arbre sont statistiguement mal supportées. Une nouvelle méthode développée récemment :
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PopCOGenet permettrait d’affiner ces résultats (Arevalo et al., 2019). PopCOGenT mesure les flux de
genes récents entre des génomes étroitement apparentés et propose sur cette base une définition des
populations. Brievement, un événement de transfert a pour conséquence la présence d’une portion de
génome partagée dont la séquence est identique chez les deux souches ayant échangé. Plus les
transferts sont fréquents et importants (en termes de longueur des fragments d’ADN), plus la quantité
d’ADN de séquence identique partagée sera importante. En revanche, suite au transfert, I'accumulation
de mutations dans le temps va contrer I'impact du transfert horizontal en érodant progressivement ces
régions synténigues au cours du temps. Dans PopCOGenT, une simulation du phénomeéne
d’accumulation de mutation est effectuée dans le cas d’une reproduction clonale stricte de la
population, c’est-a-dire ne faisant pas intervenir du transfert de gene. La distribution des SNP des
souches comparées deux a deux est ensuite comparée a ce modele prédictif pour identifier géenes
échangés récemment et caractérisés par un nombre moindre de SNP. Cette approche permet in fine de
créer des clusters de souches cohérents. Elle a également I'avantage d’identifier les génes adaptatifs au
sein d’une population. Du fait de leur transfert entre souches et de leur fixation dans la population, ces
derniers seront caractérisés par une diversité de séquence moindre entre eux que celle observée au
niveau de la population (figure 17).
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Figure 17 : Identification par génomique comparative de génes a valeur adaptative entre deux populations.
Les populations représentent des unités fondamentales a travers lesquelles des traits adaptatifs et se
propagent. Lorsqu'une population acquiert des alléles (soit par mutation de novo, soit par acquisition
horizontale), ces alléles peuvent étre transférés a d'autres membres de la méme population par
recombinaison homologue. Si ces traits apportent un avantage spécifique a une niche, ils pourront se fixer
dans la population par sélection. Par conséquent, I'une des caractéristiques de ces régions, lorsqu'on
compare les génomes, est la diminution locale de la diversité nucléotidique au niveau des loci transférés.
L'observation de ces régions qui ont subi des sweep sélectifs récents est une confirmation que la structure
de population prédite est biologiquement significative. Adapté de Valnsberghe et al. 2020
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Le développement de ces pipelines bio-informatiques pourrait donc nous permettre de caractériser
sans a priori nos populations et identifier potentiellement des génes adaptatifs en rapport avec leur
contexte écologique. Si notre échantillonnage actuel se révele effectivement non différentié, ces
approches pourront étre étendues a plus de souches, voire a d’autre collections existantes au
laboratoire, qui ont été construites dans |'idée d’avoir des échantillonnages plus représentatifs de la
diversité de différents compartiments rhizosphériques. L'expérience acquise dans la création, le
séquencage et I'analyse de populations naturelles nous permettra également de créer de nouvelles
collections en rapport avec des questions biologiques nouvelles. La maitrise des outils bio-informatiques
va en revanche requérir une montée en compétence ou au travers de collaborations. Dans ce sens, une
collaboration vient d’étre initiée récemment avec Olivier Lespinet de I'I2BC a Paris Saclay pour
commencer a s’approprier ces pipelines.

3.3 Analyse de BGC comme points chauds de recombinaison.

Dans l'environnement, les caractéristiques des métabolites secondaires font d’eux des acteurs
importants lors d’interactions que ce soit comme molécules signal, de communication ou comme
inhibiteurs de croissance de compétiteurs. En revanche, I'absence d’une conservation forte des génes
les codant dans les génomes au niveau de I'espece indique qu’ils n"apportent pas au final un avantage
sélectif fort a cette échelle et que les MS participent plutét une adaptation spécifique a différentes
niches (Jensen, 2016). Or, si un MS apporte un avantage sélectif nouveau a certaines souches
(colonisation d’une nouvelle niche, inhibition des autres membres de la population...), il pourra leur
permettre de diverger des autres membres de la population. Les MS peuvent donc représenter des
fonctions écologiques clés qui permettraient de définir des écotypes (Jensen, 2016). Par extension, la
diversification des BGC (par acquisition ou par modification) les codant serviraient de moteur a la
diversification des bactéries. Pour I'acquisition, le fait que les BGC sont regroupés en flots génomiques
de plusieurs dizaines de génes et sont souvent associés a des éléments génétiques mobiles indique qu’ils
sont fréquemment transférés horizontalement (Fischbach et al., 2008). Leur présence a des positions
similaires dans les régions variables du chromosome (comme observé chez Salinispora (Ziemert et al.,
2014) ou chez nos souches (Tidjani et al.,, 2019b) permettrait de plus d’atténuer le colt de leur
acquisition (Jensen, 2016). Ainsi, lors des theses de R. Tidjani et M. Nicault, nous avons pu voir que les
souches d’'une méme population possédaient a la fois un corpus de BGC communs, mais également des
BGC variables entre souches sceurs. Cette observation a également été faite dans d’autres populations
d’actinomycetes comme Salinispora (Ziemert et al., 2014). Corrélée avec un temps évolutif plus long,
I'ampleur de ce phénomeéne est logiguement plus importante dans des niveaux taxonomiques
supérieurs comme |'espéce ou le genre. Ainsi, seuls quelques rares MS tels que |'ectoine, des pigments
de spores, certains sidérophores et la molécule volatile géosmine semblent largement partagés au sein
du genre Streptomyces (Vicente et al., 2018). Dans cette perspective, les BGC peuvent étre vus comme
des « kits génétiques », préts a I'emploi et prompts a étre transférés entre souches proches pour
permettre leur adaptation rapide a des conditions variables de I'environnement. Concernant |'évolution
des BGC, elle peut se faire par mutation, recombinaison, perte ou gain de genes ou fusion de clusters
((Fischbach et al., 2008; Jenke-Kodama and Dittmann, 2009). Leur structure modulaire permettrait une
évolution rapide par modifications génétiques, notamment exploitée en biologie synthétique pour créer
de nouvelles molécules.
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Des analyses de génomique comparative vont également dans le sens d’un dynamisme génétique fort
des BGC de nos souches, car nous avons pu observer que les voies de biosynthése communes différaient
par divers événements de réarrangements (figure 18). Les BGC apparaissent donc comme de tres bons
marqgueurs dans notre contexte d’étude en étant a la fois des régions génomiques promptes a évoluer
et permettant d’avoir une réponse adaptative directe, donc de faire un lien entre population, écologie
et évolution sur des temps courts.

L’objectif sera donc dans un premier temps de caractériser de facon exhaustive les événements de
recombinaison entre voies de biosynthese présentes dans toute (conservées) ou partie (variables) de la
population. En comparant leur taux d’évolution, que ce soit en terme d’indels ou de séquence (SNP,
mesure dN/dS) avec d’autres catégories de genes (ex. génes du core génome) nous tenterons de savoir
si les BGC sont des points de chauds de recombinaison, évoluant plus vite que le reste du génome. Si
ces mécanismes favorisent I'émergence de métabolites nouveaux ils pourraient étre a l'origine
d’adaptations rapides aux changements environnementaux (compétition biotique ou changements
abiotiques). Cette meilleure compréhension de I'évolution des BGC permettra de comprendre leur réle
écologique, et potentiellement apporter des questions concernant leur diversification. A quelle vitesse
les BGC sont créés ou perdus ? A quelle fréquence de nouvelles molécules apparaissent ? Les BGC
nouvellement créés produisent-ils des molécules fonctionnelles ? Comment sont sélectionnés les
clusters de génes nouvellement créés ?
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Figure 18: Evolution des clusters de synthése de métabolites secondaires suite a des évenements de
recombinaison. Les différentes fleches représentent les CDS (en gris foncé les CDS de fonction inconnues, en bleu
les CDS participant au transport de la molécule synthétisée, en vert les genes de régulation, en rouge les genes
cceur de synthese du métabolite et en rose les genes additionnels de synthese de métabolites. Les régions en gris
claire correspondent a la conservation de la synténie et en blanc la rupture de la synténie. A. Absence de
prédiction d’un des genes cceurs de synthése d’un lassopeptide dans la souche RLB1-8 suite a une recombinaison
ayant fait disparaitre le codon stop dudit géne. B. Le géne cceur de synthese du butyrolactone a été tronqué suite
a une recombinaison ayant introduit un stop prématuré dans la séquence dudit gene dans la souche RLB1-9. C.
Délétion complete du géne cceur du butyrolactone suite a une recombinaison ayant entrainé le remplacement de
ce gene par d’autres chez S1D4-23. D. remplacement du cluster de synthese de la bactériocine suite a une
recombinaison ayant entrainé la disparition de ce cluster de la souche RLB3-6.

49



4, Population et écologie : interconnexion entre population bactérienne et plante

Les résultats obtenus lors de la these de R. Tidjani ont suggéré que la diversité génétique observée a
I"échelle d’une population de Streptomyces pouvait étre le support d’une diversité fonctionnelle entre
souches. Quel est toutefois I'impact de cette variabilité sur le fonctionnement de la population ? De
maniére simplifiée, dans le cas ou la fonction variable n’est pas neutre dans I'environnement considéré,
deux conséquences peuvent étre anticipées pour les souches possédant cette fonction. La premiére est
la sélection positive des variants si la fonction est bénéfique. La seconde est a l'inverse leur contre-
sélection si la fonction est délétere. Cette réflexion au niveau de la souche peut étre toutefois pondérée
a I"échelle de la population car ces fonctions variables peuvent servir de biens communs, c’est-a-dire
également profiter aux souches non productrices. Par extension a nos résultats, j'aimerais cerner le réle
synergigue des populations bactériennes en tant qu’unité écologique et, notre population étant isolée
de la rhizosphere d’un hétre, prendre comme contexte les relations plante-microbiote.

En effet, a I'instar du microbiote qui colonise le systeme digestif animal, la microflore du sol est de plus
en plus considérée comme 'un des acteurs majeurs de la santé et de la résilience de I'écosysteme
forestier (Singh et al., 2015). A ce titre, les Streptomyces constituent un genre modele du microbiote
rhizosphérique. Elles sont ubiquistes dans les rhizospheres et leur role y est potentiellement important,
notamment en y produisant des activités antibiotiques, antifongiques et insecticides, contribuant a
établir des sols suppressifs (Chater, 2006; Nimaichand et al., 2015), c’est-a-dire un sol dans lequel une
maladie d'origine fongique ou bactérienne est inhibée ou limitée dans son incidence. Les Streptomyces
sont également capables de promouvoir directement la croissance des plantes (Lehr et al., 2007, 2008;
Schrey and Tarkka, 2008) par la production d’auxine, de cytokines ou la dégradation de précurseurs de
I"éthyléne (Joshi and Loria, 2007; Palaniyandi et al., 2013, 2014). Des promotions indirectes de la
croissance peuvent également se produire via la solubilisation de phosphate, I'acquisition de fer et
I'oxydation de sulfure (Grayston and J. Germida, 2011; Marschner et al.,, 2011; Uroz et al., 2011;
Bulgarelli et al., 2012). Toutefois ces fonctions sont vues par le prisme de souches uniques. Nous
poserons donc la question de savoir si grace a des interactions synergiques, une population peut mieux
performer pour I'établissement d’une fonction biologique que les individus pris séparément. Il est par
exemple possible que des enzymes ou biomolécules cryptiques puissent étre régulées et exprimées
différemment en population. Des effets doses de production sont également envisageables.

Un des premiers objectifs sera donc de voir quels sont les avantages de la mixité d’une population
bactérienne pour son interaction avec les plantes. Afin de répondre a cette question, nous pourrons tirer
profit de notre collection de souches et simuler dans une approche ascendante (bottom-up) des
situations plus ou moins complexes de mélanges de souches. Ces mélanges seront ensuite comparés
aux souches seules pour les fonctions envisagées en termes d’induction et/ou d’intensité. Une grande
partie de ces tests (solubilisation de minéraux, production de sidérophores, linhibition de
phytopathogénes) ont I'avantage de pouvoir étre réalisés sur boite dans des conditions contrdlables et
semi-quantifiables (figure 19). Afin d’avoir une vision plus intégrée du fonctionnement global des
bactéries avec un hoéte, I'influence de la plante sur la diversité de son microbiote pourra étre étudiée.
Cela permettra de voir par exemple si la rhizosphere constitue un micro-environnement stimulant
I’évolution du microbiote racinaire et I'émergence de populations fonctionnellement plus diverses et
potentiellement plus efficaces pour interagir avec la plante et les autres partenaires de la rhizospheére.
Ainsi, il a déja été démontré que la rhizosphere permettait d’augmenter la fréquence de transfert de
plasmides conjugatifs (Aminov, 2011a), mais jamais sur des populations naturelles. Afin de répondre a
cette question, nous utiliserons une nouvelle fois notre population de Streptomyces afin notamment de
voir si la plante peut promouvoir le transfert d’éléments génétiques mobiles. Pratiquement, la présence
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d’une plante pourra étre simulée en inoculant des boites de Pétri avec des exsudats ou des composés
caractéristiques de la rhizosphére (sucres, flavonoides...). Afin d’estimer le flux de génes, nous pourrons
notamment tirer avantage de la capacité des Streptomyces a former des pocks lors de certains transferts
conjugatifs.

Solubilisation phosphate inhibition phytopathogénes

)

;

COMPARAISON

Population Souche seule

Effet sur la plante %
, NSITTEN

L

Figure 19 : Schématisation des expériences d’interconnexion entre plante et populations bactériennes.
Dans ces expériences des mélanges de souches plus ou moins complexes seront comparés aux souches
seules prises indépendamment (cadre supérieur droit) pour des tests PGPR indirects sur boite ou
directement en interaction avec la plante (solubilisation de composés, inhibition de pathogénes,
croissance racinaire...). L'effet de la plante sera en retour testé (directement ou indirectement par
I'adjonction d’exsudats racinaires) sur les populations bactériennes comme notamment pour le
transfert de genes visualisé par la formation de pocks (cadre inférieur droit). Crédits photos
www.biofertilisants.fr ; Zamiodis et al. ; Thoma et al ; Gabrielle Bontemps.

L’ensemble de ce projet nous permettra de répondre a plusieurs questions en front de science sur le
fonctionnement de la rhizosphere. Premierement, quel est le rbéle de la diversité intra-
populationnelle et quels en sont les avantages pour la population, la communauté microbienne et au
final pour la plante ? Deuxiemement, est-ce que la rhizosphére stimule les transferts de genes et permet
de maintenir un degré de variabilité fonctionnelle au niveau de la population ? Pour ce projet, des
contacts pour des collaborations avec Claire Fourrey de I'INRA, la société PAT pour la production
d’exsudats ont été initiés.
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5. Evolution expérimentale de populations de Streptomyces

Différents aspects de ce projet de recherche, notamment sur la vitesse, I'ampleur de la diversification
génétique d’une population et sur ses conséquences fonctionnelles pourront étre confrontés et affinés
au travers d’expériences d’évolution expérimentale. Ce type d’approche a été initié pour la premiere
fois dans les années 1990, par Richard Lenski (Université du Michigan, Etats-Unis) en repiquant
guotidiennement des cultures d’E. coli. Cette expérience fondatrice d'évolution a long terme, qui se
poursuit encore aujourd'hui (73 500 générations en 2020) a ouvert la voie a de nombreuses autres
expériences de ce type en microbiologie (Van den Bergh et al., 2018). En effet, les bactéries sont
d’excellentes candidates pour ces approches grace a des temps de générations courts, des effectifs de
populations importants autorisant la coexistence de plusieurs génotypes et une relative simplicité de
manipulation permettant leur reconnaissance, typage et conservation par congélation. L'apport de la
génomique pour comparer les souches évoluées entre elles ou avec les souches ancestrales permet
également de révéler les mécanismes génétiques intervenant dans les processus adaptatifs.

Les premieres expériences d’évolution expérimentales possédaient un degré de complexité
relativement simple (une souche cultivée dans un milieu synthétique constant) et ont permis de tester
des théories en évolution, comme par exemple comprendre les processus d’évolution par la sélection
naturelle (Baym et al., 2016), I'émergence de variants généralistes ou spécialisés (Kram et al., 2017) et
comment la diversité peut se créer et se maintenir (Tenaillon et al., 2016; Couce et al., 2017; McDonald,
2019). Actuellement, de plus en plus d’études tendent a complexifier les conditions de culture pour
mieux rendre compte des réalités et contraintes écologiques que rencontrent les bactéries dans leurs
environnements naturels (Manriquez et al., 2021). Par exemple, des expériences ont été réalisées en
utilisant des milieux complexes ou fluctuants (Barrett et al., 2005), des communautés bactériennes
naturelles ou reconstruites (Cairns et al., 2018; Scheuerl et al., 2020), en interaction avec une plante
(Marchetti et al., 2010; Guidot et al., 2014). Ces travaux ont permis d’éclaircir le fonctionnement
écologique des communautés bactériennes quant a leur adaptation a des conditions
environnementales changeantes ou sur leurs interactions avec un hote ou entre elles.

Si un nombre croissant d’expériences évolution expérimentale ont été réalisées (plus de 600 sont
recensées sur la base de données CAMEL (https://cameldatabase.com/#!/experiments) (Van den Bergh

et al., 2018), peu d’études utilisent encore des communautés ou des populations naturelles évoluant
avec ou sans pression de sélection. De méme peu d’études ont pris en compte les transferts de génes
qui restent des mécanismes évolutifs clés de |'évolution bactérienne (Chu et al., 2018; Maddamsetti and
Lenski, 2018; Slomka et al., 2020; Power et al., 2021). C'est pourquoi nous aimerions développer ici la
premiére expérience d’évolution expérimentale basée sur une population naturelle de Streptomyces
évoluant ou non sous pression (e.g. d'une plante) afin d’estimer le flux de transfert de gene y existant
ainsi que leurs conséquences.

Le dispositif expérimental sera relativement simple techniguement (méme s’il peut s’avérer
contraignant pratiquement) et consistera a co-cultiver ensemble différentes souches de notre
population sur boite durant un cycle de sporulation (environ une vingtaine de générations) et a les
repiquer toutes les semaines (figure 20).
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Figure 20 : Exemple de design d’une expérience d’évolution expérimentale pour monitorer I'effet de
sélection d’une plante sur une population de Streptomyces. Plusieurs répliques individuelles seront
faites pour les expériences avec des populations et pour chaque souche seule. Chaque semaine, les
spores de chaque boite seront collectées, diluées en série et ré-étalées. Les stocks de spores seront
conservés dans du glycérol a -80°C chaque semaine pour un accées ultérieur. A plusieurs moments
sur une période de 34 semaines (représentés sur la barre grise comme une séquence de Fibonacci),
des tests PGP, une analyse de la composition des populations et des comparaisons métabolomiques

Ce type d’approche permettra de voir dans un premier temps comment une population évolue en
termes de composition au fil des repiquages. Des souches prennent-elles le pas sur les autres ou un
équilibre existe-il toujours au fil des générations ? La réponse a ce type de question pourra notamment
étre apportée pas des approches de quantification des différentes souches par gPCR au cours du temps.
Nos souches étant capables d’échanger des AICE, mais également des marqueurs chromosomiques, les
génomes seront ensuite reséquencés a différents pas de temps pour visualiser les modifications
génomiques ayant eu lieu, ce qui permettra de quantifier le flux réel de génes se produisant entre ces
souches.

Ce type de questionnement pourra étre étendu a la présence d’une plante comme pression de
sélection, dont la présence pourra étre simulée par I'adjonction d’exsudats racinaires dans le milieu de
culture. Nous pourrons ainsi voir si la plante peut sélectionner des individus plus adaptés au sein de la
population. Cette échelle de sélection sera novatrice car s'il est établi que la plante sélectionne et
favorise certains groupes de micro-organismes du sol au niveau de la communauté (Hassani et al,,
2018), cette question n'a jamais été abordée au niveau de la population - les approches couramment
utilisées (par exemple la métagénomique) ne donnant pas de résultats a ce niveau taxonomique. En
comparant les souches des populations de départ et celles évoluées, nous pourrons également voir si
la réponse physiologique (tests PGP pour Plant Growth Promotion) a pu étre modifiée sous pression de
la plante.
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Au niveau des flux de genes, si la rhizosphére peut influencer le transfert de plasmides (Aminov, 2011b),
nous pourrons ici voir son influence sur le transfert d’AICE et le TMC en comparant les populations ayant
évolué ou non en sous influence de la plante. La forte évolvabilité de nos souches et leur proximité
taxonomique n’étant pas un frein a la recombinaison, il devrait également permettre un mélange de
génes important permettant probablement d'obtenir des résultats sur des temps relativement courts
(par ex. quelgues mois) et potentiellement de voir quels génes pourraient étre sous la pression de
sélection de la plante. L’'ensemble de ces résultats permettra de mieux comprendre le fonctionnement
de la rhizospheére, les influences réciproques entre la plante et son microbiote et si |'évolution
génomique est compatible avec une adaptation rapide aux changements environnementaux.

6. Conclusion du projet

L’évolution est souvent vue et étudiée sur des temps longs, voire géologiques. Toutefois, les
phénomenes observés a ces échelles sont la résultante de I'ensemble des événements se produisant a
petite échelle et sur des temps courts. L'intégration de différentes échelles de temps est donc
importante pour mieux comprendre I'ensemble des phénomeénes évolutifs. C'est pourquoi I'étude des
populations est primordiale car elle permet de voir les phénomeénes évolutifs dans ses premieres
occurrences. Si nos premieres études sur une population de Streptomyces ont permis de montrer que
les phénomenes évolutifs étaient déja massifs et rapides a cette échelle, il se pose maintenant la
guestion de savoir comment cette diversité se crée, comment elle est sélectionnée et comment elle
sert et prend parti intégrante au fonctionnement de la population. Comme exposé précédemment, afin
de répondre a ces questions, ce projet de recherche s’appuiera sur l'intégration d’approches en
génomique, écologie et génétique. Toutefois, chaque partie visera a répondre a ses propres questions
et pourra se réaliser indépendamment a différents pas de temps. A court terme certaines parties sont
déja initiées comme le TMC dans le cadre de la thése de Caroline Choufa et d’autres sont en cours
d’élaboration.

Ce projet a donc une vocation principalement fondamentale, mais des apports appliqués pourront en
découler comme la découverte de biomolécules ou la création de cocktails de souches avec des effets
PGP. Certaines parties pourront nécessiter de la recherche de compétences supplémentaires dans le
cadre de collaborations nouvelles ou déja établies. Cela aura pour intérét de créer et de renforcer des
réseaux scientifiques a la fois au niveau local, national et international. Au niveau local, il permettra
notamment un rapprochement avec I'INRAE de Champenoux (spécialiste des interaction plantes-
microorganismes) et une insertion plus forte dans le cadre du LABEX ARBRE
https://mycor.nancy.inra.fr/ARBRE/). Un rapprochement avec le laboratoire LCP-A2MC de |'Université

de Lorraine a Metz (Patrick Chaimbault, spécialiste en biochimie) a également été entrepris sur des
guestions métabolomiques dans le cadre du projet biomolécule 4.0 du LUE. Au niveau national, un
rapprochement avec Dominique Schneider (Université Grenoble Alpes) spécialiste d’évolution dirigée
et d’équipes de I'12BC Paris Saclay qui travaillent sur évolution génomique des Streptomyces (Jean-luc
Pernodet et Stéphanie Bury Monet) ou en bio-informatique (Olivier Lespinet) sont initiées ou pourront
I’étre. Au niveau international, une collaboration avec Michiel Vos (Université d’Exeter, GB) est déja
initiée, mais une recherche d’autres partenaires spécialistes de I’évolution des BGC des actinomycétes
(par exemple Paul Jensen, San Diego, USA) ou des interactions écologiques entre Streptomyces (Daniel
Rozen, Leiden, Pays-Bas) pourront étre envisagées.
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