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RESUME

La multicellularité — caractérisée par la différenciation des fonctions
physiologiques a travers une population de cellules contigués — est le point évolutif
chez les organismes ayant permis 'apparition d’'une grande complexité ainsi que la
colonisation de la vie et son adaptation dans une multitude de conditions et de lieux.
Tres présent chez les Eucaryotes (omniprésent chez les métazoaires), la
multicellularité est présente chez les procaryotes comme certaines bactéries ayant la
capacité de former des corps complexes pour s’adapter a des conditions
environnementales difficiles. Une bactérie modele concernant la multicellularité
bactérienne est Myxococcus xanthus, bactérie Gram-négatif appartenant a la famille
des 5-proteobactéries. En plus d’un cycle de vie végétatif ot une cellule donne deux
cellules, en condition de carences nutritives, M. xanthus forme une structure
multicellulaire complexe appelée corps fructiferes pour résister a cette carence. Cette
structure est formée de trois populations différenciées issues de la méme population.
Pour que cette multicellularité ait lieu, M. xanthus a besoin de différents
polysaccharides intervenant dans divers processus physiologiques. Ces
polysaccharides sont principalement produits par des voies Wzx/Wzy-dépendantes,
qui sont multiples chez M. xanthus. La premiere produit le polysaccharide formant
le manteau des spores. La seconde produit 'exopolysaccharide indispensable a la
motilité dépendante du pilus de type IV (T4P). Je montre ici qu'une nouvelle et
troisieme voie Wzx/Wzy-dépendantes semble produire un nouveau polysaccharide
de fonction inconnue, mais affectant le développement de M. xanthus différemment
par rapport aux deux polymeéres déja mentionnés. Ce nouveau polysaccharide putatif
affecte 'organisation macroscopique des colonies de M. xanthus, la motilité de type
« gliding », et celle dépendante du T4P. Il possede aussi un effet sur la surface des
cellules. Finalement, ce nouveau polysaccharide putatif posseéde une propriété
émulsifiante. Ces travaux ont permis de caractériser un nouveau polysaccharide
putatif et de comprendre I'implication des divers polysaccharides sécrétés dans

I’avenement de structures complexes chez les bactéries.






ABSTRACT

Multicellularity — characterized by the differentiation of physiological
functions across a contiguous cell population — is an evolutionary phenomenon that
has contributed to the development of biological complexity, allowing for the
establishment of life and its adaptation in a multitude of niches. Common in
eukaryotes (ubiquitous in metazoans), multicellularity is also present in prokaryotes,
such as in certain bacteria that have acquired the ability to form complex structures
in order to adapt to less optimal environmental conditions. The model organism for
studying bacterial multicellularity is Gram-negative Myxococcus xanthus, a member
of the §-proteobacterial family. In addition to a vegetative life cycle where one cell
divides to yield two cells, after starvation, M. xanthus has the ability to form complex
multicellular structures called fruiting bodies to resist this deficiency. This structure
is composed of three differentiated populations originating from the same initial
population. To mediate this multicellularity, M. xanthus produces various
polysaccharides required for its complex physiology. These polysaccharides are
produced by Wzx/Wzy-dependent pathways, of which there are several in M.
xanthus. The first is responsible for synthesizing the spore coat, while the second
produces an exopolysaccharide essential for type IV pilus-dependent motility of M.
xanthus groups. Herein, I provide evidence for a new and third Wzx/Wzy-
dependent pathway in M. xanthus that produces a new putative polysaccharide with
an unknown function. This new putative polysaccharide affects the development of
M. xanthus in a different way than the two sugar polymers already mentioned. This
new putative polysaccharide affects the macroscopic organization of M. xanthus
colonies as well as single-cell gliding and type IV pilus-dependent motilities. It also
has an effect on the M. xanthus cell surface. Finally, this new putative polysaccharide
displays an emulsifying property. This work has allowed me to characterize a new
putative polysaccharide and to understand the involvement of various secreted

polysaccharides in the development of complex structures in bacteria.
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1 INTRODUCTION

1.1 La multicellularité

1.1.1 Généralités

La multicellularité est définie comme la capacité chez un organisme de
posséder plusieurs fonctions physiologiques différentes en ayant diverses
populations cellulaires différenciées (Grosberg and Strathmann, 2007; Shapiro,
1998). Pour que cela ait lieu, les cellules doivent étre capables de proliférer,
communiquer, se mouvoir et se spécialiser (Grosberg and Strathmann, 2007).
Possédant ces caractéristiques, les cellules sont capables de s’amasser et s’organiser
pour former des structures complexes (Grosberg and Strathmann, 2007; Herron et
al., 2019). La matrice extracellulaire, composée de multitudes de molécules
différentes produites par les cellules eucaryotes est aussi treés importante pour
l’avenement de la multicellularité comme le collagene, la laminine, ou les
proteoglycanes (Bosman and Stamenkovic, 2003). Cette matrice permet aux cellules
de communiquer, de se mouvoir en servant pour I’adhésion et aussi de se

différencier (Bosman and Stamenkovic, 2003).

La multicellularité est tres présente et connue chez les plantes, amibes et
métazoaires (Fig. 1.1) (Grosberg and Strathmann, 2007). Elle existe aussi chez les
procaryotes ot son apparition est corrélée a un stimulus environnemental comme
une carence nutritive. Ici aussi, la matrice extracellulaire joue un réle primordial.
Chez les bactéries, des molécules tres importantes au sein de la matrice

extracellulaire sont les polysaccharides.
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Figure 1.1 : Distribution de la multicellularité chez les eucaryotes

Arbre phylogénétique de la distribution de la multicellularité chez les eucaryotes. Cette

répartition est différente chez les différents taxons. Les taxons représentés avec © sont

uniquement composés d’organismes multicellulaires. Les taxons représentés par ® sont

composés d’organismes unicellulaire et multicellulaires. Les taxons représentés par © sont

composés principalement unicellulaire avec de rares formes multicellulaires. Les taxons

représentés par un cercle noir sont totalement unicellulaires. Les taxons en gras possedent

au moins quelques formes multicellulaires (Adapté de Grosberg et al. 2007).
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1.1.2 La multicellularité chez les bactéries

Méme si elle est beaucoup moins connue et casse tous les paradigmes, les
bactéries aussi sont capables de multicellularité. Celle-ci est activée via des stimuli
environnementaux (Grosberg and Strathmann, 2007) et permet aux bactéries de
répondre a diverses problématiques environnementales, accroitre leur capacité de
colonisation des divers milieux et augmenter leurs chances de survie. Il existe de
multiples formations multicellulaires bactériennes permettant de résister a des
conditions difficiles. Pour exemple, nous pouvons citer la formation de biofilm ou de
corps fructiferes chez Myxococcus xanthus (Fig. 1.2A) (Julien et al., 2000), la
formation de cellules avec des fonctions spécialisées comme chez
Cyanobacterium anabaena (Fig. 1.2B) (Herrero et al., 2016), ou encore chez Bacillus
subtilis aussi avec la formation de corps fructiferes (Fig. 1.2C) (Branda et al., 2001).
Cependant, nos connaissances sur la maniere dont les bactéries régulent leur
multicellularité sont limitées. Un élément observé chez beaucoup de bactéries est
I'importance des polysaccharides sécrétés dans la formation de structures ainsi que
des comportements complexes (Whitney and Howell, 2013). Ces polysaccharides
sécrétés forment une matrice extracellulaire (Sutherland, 2001) qui, comme chez les

eucaryotes, permettent I'avenement de structures plus complexes.
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Figure 1.2 : Multicellularité chez les procaryotes

Figure montrant des exemples de différentes structures complexes pouvant étre observées
chez divers procaryotes. (A) Image de corps fructiferes chez M. xanthus (fleche blanche). (B)
Image de Cyanobacterium anabaena avec la présence d’hétérocyste (fleche noir), cellule
végétatif (fleche blanche) (Rezanka et al., 2004) . (C) Corps fructiféres chez Bacillus subtilis
(Branda et al., 2001).
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1.2 La syntheése et I’export des polysaccharides sécrétés

Les polysaccharides sécrétés chez les bactéries sont extrémement divers. Ils
offrent aux bactéries plusieurs avantages comme le maintien de I'intégrité de la
surface de ’enveloppe cellulaire (Whitney and Howell, 2013), une protection chez
certaines bactéries ot ils sont produits pour former une capsule de protection contre
un environnement hostile. Ils sont importants dans la formation de communautés
complexes chez les bactéries par exemple lors de formation de biofilms. Ils sont aussi
impliqués dans la pathogénicité chez ’'humain et les plantes (Sutherland, 1998). Ils
sont composés de plusieurs monosaccharides répétés liés par une liaison osidique.
Ceci forme les homo- ou heteropolysaccharides. Etudier les polysaccharides est trés
important, car ils sont indispensables a la formation des biofilms chez certaines
bactéries capables d’en faire et provoquant des maladies nosocomiales en milieu
hospitalier, dont les cofits sont trés importants (Khatoon et al., 2018). Les
polysaccharides bactériens sont aussi intéressants dans les domaines industriels qui
les utilisent comme gélifiant dans 'agroalimentaire par exemple ou prévoient de les
utiliser comme dans les imprimantes 3D (McCarthy et al., 2019; Santos et al., 2016).
Du fait de la diversité de fonction dans lesquels sont impliqués les polysaccharides,
la composition et la structure de ceci sont trés importantes et complexes. En effet, il
existe trois différents systemes. La voie transporteur ABC-dépendante, la voie

synthase-dépendante et enfin la voie Wzx/Wzy-dépendante (Fig. 1.3).
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Figure 1.3 : Les différentes machineries de production des polysaccharides bactérienne

Représentation de la voie Wzx/Wzy-dépendante ensuite de la voie des transporteurs ABC et
enfin de la voie synthase-dépendante (Whitney and Howell, 2013). Pour la voie Wzx/Wzy-
dépendante, une sous-unité du polysaccharide répété est synthétisée par les
glycosyltransférases sur l'undecaprenyl diphosphate sur la face cytoplasmique de la
membrane interne. Ensuite, la flippase Wzx fait passer cette sous-unité fixée sur la face
périplasmique de la membrane interne. Dans le périplasme, la polymérase Wzy assemble les
sous-unités du polysaccharide a une longueur spécifiée par le polysaccharide co-polymérase
(PCP). Le polymere mature est ensuite exporté par la protéine OPX, qui forme un canal a
travers de la membrane externe. Pour la voie transporteur ABC-dépendante, le
polysaccharide est synthétisé sous sa forme finale au niveau cytoplasmique et ensuite il est
transporté a travers la membrane interne par un transporteur dépendant de I’ATP. Puis, les
protéines PCP et OPX vont exporter le polysaccharide final. Pour la voie synthase-
dépendante, le polysaccharide est polymérisé et exporté en méme temps avec I'addition de

chaque sucre. Adapté de Whitney et Howell, 2013.
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1.2.1 Voie dépendante des transporteurs ABC

Les voies dépendantes des transporteurs ABC dont le schéma est impliqué
dans la production de I’'antigeéne O du lipopolysaccharide (LPS) ou du polysaccharide
composant la capsule du groupe 2 chez Escherichia coli (Whitfield, 2006; Whitney
and Howell, 2013). Le polymere est formé entierement au niveau cytoplasmique sur
un undecaprenyl diphosphate puis il est pris en charge par le transporteur ABC a
travers la membrane interne (Greenfield and Whitfield, 2012). Le transporteur ABC
est composé de deux domaines de fixation nucléotidique (NBD) et de deux domaines
transmembranaires (TMD) (Greenfield and Whitfield, 2012). Les domaines NBD
possedent des motifs tres conservés spécifiques aux transporteurs ABC ainsi que les
motifs Walker A et B permettant I’hydrolyse de 'ATP qui induit un changement de
conformation du transporteur ABC permettant le transport du polymere a travers la
membrane interne (Cuthbertson et al., 2010; Greenfield and Whitfield, 2012).
Ensuite, le polymere est sécrété via un canal composé de deux protéines du
périplasme a I'extérieur, la protéine polysaccharide-copolymérase (PCP) et la
protéine OPX (outer-membrane polysaccharide export) (Dong et al., 2006). Ces
deux protéines sont organisées en homo-oligomere permettant la sécrétion des
polysaccharides du périplasme a travers la membrane externe (Kalynych et al., 2012;

Tocilj et al., 2008).

1.2.2 Voie synthase-dépendante

Pour le systeme synthase-dépendante (Fig. 1.3), la synthese peut se faire avec
ou sans I'undecaprenyl diphosphate (Cartee et al., 2001; Hubbard et al., 2012). Dans
ce systeme, la synthese du polysaccharide et sa sécrétion se font en simultané
(Hubbard et al., 2012). Tout d’abord une glycosyltransférase permet I’extension et le
passage du polymere a travers la membrane interne, ensuite un baril béta associé a
une protéine possédant le motif répétition tétratricopeptide (TPR) permet de
faciliter la sécrétion a travers le baril béta du polysaccharide fini et de stabiliser le

baril béta lui-méme.
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1.2.3 Voie Wzx/Wzy-dépendante

Pour la machinerie Wzx/Wzy-dépendante (Fig. 1.3), tout commence a la partie
cytoplasmique de la membrane interne ot une sous-unité est synthétisée sur un
undecaprenyl-diphosphate par des glycosyltransférases, puis prise en charge par la
flippase Wzx (Islam et al., 2013; Islam et al., 2012; Islam and Lam, 2013 ; Islam et
al., 2010). Cette flippase permet a la sous-unité polysaccharidique fixée sur
I'undecaprenyl-diphosphate d’étre exportée au feuillet périplasmique de la
membrane interne (Islam and Lam, 2014; Liu et al., 1996; Whitfield, 1995). Ensuite,
cette sous-unité est prise en charge par la polymérase Wzy, qui lie une nouvelle sous-
unité a la base d’'une chaine polymérisée (Islam et al., 2011; Islam et al., 2013b; Islam
et al., 2010; Robbins et al., 1967; Woodward et al., 2010). Le nombre de sous-unités
incorporés dans ces polymeres est controlé par la protéine PCP (Islam et al., 2013b;
Islam and Lam, 2014; Reid and Whitfield, 2005; Whitfield and Paiment, 2003).
Apres que le polysaccharide soit formé entieérement, il est pris en charge par le canal
formé par la protéine OPX (Dong et al., 2006; Nickerson et al., 2014; Reid and
Whitfield, 2005). Cette voie synthétisant les polysaccharides de haut poids

moléculaire est majoritaire chez les bactéries (Islam and Lam, 2014).

1.3 Propriétés des polysaccharides bactériens

Les polysaccharides bactériens sont extrémement riches en raison de leur
diversité. Ceci leur procure une multitude de fonctions possibles. Ils sont utilisés
dans diverses industries comme celle de la santé ou ils sont utilisés comme antigenes
dans des vaccins (Weintraub, 2003). Des exemples dans I'industrie agroalimentaire,
ou pharmaceutique existent comme le xanthan qui est un heteropolysaccharide issu
de répétions des unités composées de deux glucoses, deux mannoses et un acide
glucoronique (Garcia-Ochoa et al., 2000). Le xanthan est utilisé pour faire la gomme
xanthan utilisée pour ses propriétés émulsifiantes dans les sauces pour salades ou
comme lubrifiant dans les trous de forage dans I'industrie pétroliere (Garcia-Ochoa

et al., 2000). Ici, nous allons nous concentrer sur deux propriétés intéressantes que

24



nous aborderons chez les polysaccharides. Ce sont les propriétés bioémulsifiante et

tensioactive.

1.3.1 Propriétés bioémulsifiantes des polysaccharides sécrétés

Les bioémulsifiants sont produits par un grand nombre de bactéries (Calvo et
al., 2009). Ils ont la capacité de stabiliser le mélange en deux phases différentes non
miscibles, comme de ’eau et de I'huile. Les bioémulsifiants posseédent un haut poids
moléculaire (Santos et al., 2016; Uzoigwe et al., 2015). Il existe différentes
compositions de bioémulsifiants comme des heteropolysaccharides, mais aussi des
lipopolysaccharides et parfois ceux-ci sont associés avec des protéines. On peut voir
aussi des lipoprotéines possédées des propriétés bioémulsifiantes. Dans le vivant, les
bio-émulsifiants servent a améliorer ’acces a certains substrats peu solubles en
améliorant leur solubilité et favorisant I'acces a certains nutriments pour aider le

développement des bactéries (Uzoigwe et al., 2015).

1.3.2 Propriétés tensioactives des polysaccharides sécrétés

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles — c’est-a-dire possédant une
partie hydrophile et une partie hydrophobe — produites par des organismes vivants.
En plus d’augmenter la solubilit¢ de molécules hydrophobes comme pour les
bioémulsifiants, ils sont capables de réduire la tension de surface entre deux phases
différentes comme entre I’huile et I’eau (Santos et al., 2016). Compte tenu de ces
propriétés, les biosurfactants sont extrémement intéressants d'un point de vue
économique, mais aussi écologique (Calvo et al., 2009). Ils sont utilisés en industrie
agroalimentaire, comme dans la confection des cremes glacées afin de d’augmenter la
conservation des produits ou d’obtenir une consistance souhaitée (Muthusamy et al.,
2008). Contrairement aux surfactants synthétiques qui sont d’habitude dérivés du
pétrole donc peu respectueux de I’environnement, les biosurfactants prennent en
compte la problématique environnementale de plus en plus importante dans nos

sociétés. Ils ont une faible toxicité et sont biodégradables. Ils fonctionnent aussi dans
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un large éventail (pH, température optimale, salinité, faible concentration micellaire
critique). Il existe diverses classes de biosurfactants autres que ceux qui sont
polysaccharidiques. On peut voir des classes glycolipidiques comme les rhamnolipides
tres étudiées avec une importante diversité structurelle (Abdel-Mawgoud et al., 2010;
Sober6n-Chavez et al., 2005). On peut trouver aussi des classes lipopeptidiques
comme la surfactine qui est un des surfactants les plus efficaces (Arima et al., 1968;

Santos et al., 2016).
1.4 Myxococcus xanthus

1.4.1 Généralités

Myxococcus xanthus est une bactérie du sol Gram-négatif appartenant a la
classe des 5-proteobactéries et a 'ordre des Myxococcales. Elle posséde une forme de
bacille avec une longueur moyenne de 5 a 7 um et de diametre de 0,5 um
(Spormann, 1999; Wolgemuth, 2005). Elle possede un cycle de développement
complexe (Fig. 1.4). En conditions environnementales favorables, elle possede un
cycle de vie dit végétatif (Zusman et al., 2007). En condition de carence nutritive, M.
xanthus a la capacité de s’organiser et de former des structures complexes nommeées
corps fructiféres procurant a M. xanthus une résistance a ces conditions
défavorables. A cette étape, trois types cellulaires distincts forment le corps
fructifere. Le premier type cellulaire est formé par les cellules périphériques, situé en
périphérie du corps fructiferes quittant le « swarm » pour chercher de meilleures
conditions nutritives (Fig. 1.4). Le second type cellulaire est composé des cellules
basales en contact avec le substrat qui forment la base des corps fructiféres (Fig. 1.4).
Et enfin le dernier groupe formé est constitué des spores, métaboliquement inactives
pouvant germiner ultérieurement et retourner a un cycle végétatif dans de
meilleures conditions (Fig. 1.4). Chacun de ces types de cellules possedent un profil
transcriptomique distinct, indiquant qu’elles sont bien trois sous-types de cellules
différenciées émergeant initialement du méme groupe cellulaire homogeéne (Mufioz-

Dorado et al., 2019; Zusman et al., 2007) .
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Figure 1.4 : Schéma du cycle développemental chez Myxococcus xanthus

Myxococcus xanthus possede un cycle de vie dit végétatif donnant deux bactéries a partir
d’une seule, commun a toutes les bactéries. En plus de ce cycle, M. xanthus posséde un cycle
de vie complexe en cas de carence nutritive amenant a son agrégation et la formation de
corps fructiferes. Le corps fructifere est composé de trois populations différentes toutes
issues de la méme population initiale. Chaque population a une spécialisation. La population
de cellules périphériques sonde I'environnement afin de trouver des nutriments. Les spores,
cellules rondes permettant a M. xanthus de résister aux carences nutritives étant en état de
guiescence métabolique. Et enfin les cellules basales permettant la fixation au substrat de
cette structure. Une fois de meilleures conditions retrouvées, les myxospores germineront.

(Adapté de Zusman et al., 2007).
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1.4.2 La motilité chez Myxococcus xanthus

Afin que ce cycle cellulaire complexe ait lieu, M. xanthus a besoin de se

déplacer. Il existe deux types de motilité chez M. xanthus.

1.4.2.1 La motilité de type « gliding »

La premiere est la motilité de type « gliding » sur les surfaces dures. Elle ne
dépend d’aucun appendice extracellulaire visuel comme les pili ou les flagelles (Fig.
1.5). Cette motilité concerne les cellules au niveau individuel. Elle dépend d’une
machinerie Agl-Glt permettant la fixation des cellules au substrat avec ’aide d’une
trainée produite par M. xanthus qui est une trainée de polysaccharides qui restent
inconnus (Fig. 1.5) (Ducret et al., 2012; Islam and Mignot, 2015; Spormann and
Kaiser, 1995). La machinerie Agl—Glt est composée d’une partie cytoplasmique
interagissant avec le cytosquelette MreB qui lui sert d’ancrage cytoplasmique
(Blackhart and Zusman, 1985; Islam and Mignot, 2015). Puis une partie a la
membrane interne avec le complexe Agl permettant d’énergiser la machinerie par le
gradient proton-motrice. Ensuite une partie périplasmique et enfin une partie a la
membrane externe qui permet la fixation solide a la surface. Un polysaccharide
inconnu permet 'adhésion a la surface (Ducret et al., 2012; Islam and Mignot, 2015).
Ceci permet la pleine fixation et 'ancrage de la bactérie a la surface pour le
déplacement des cellules individuelles. Ce point d’adhésion s’appelle le point
d’adhésion focale. Une particularité que possedent les cellules chez M. xanthus est la
capacité de reculer (Blackhart and Zusman, 1985). Cette capacité de reculer est
contrélée par le systeme chimiotactisme Frz ainsi quune influence de 'EPS

(Blackhart and Zusman, 1985; Zhou and Nan, 2017).
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Figure 1.5 : Représentation du systeme de type « gliding » chez M. xanthus

A) Modele de la motilité de type « gliding ». Le modele représente schématiquement le
cytosquelette MreB, répartit de maniére hélicoidale et servant d’encrage a la machinerie Agl-
Glt circulant le long de la cellule. Quand la partie a la membrane externe du complexe Glt
rencontre le substrat a la surface cellulaire, ceci forme une adhésion focale médiée par le
« slime » permettant a la cellule de se mouvoir. Une fois le complexe Agl-Glt atteignant
I’avant de la cellule, il se défait et se rassemble a I'arriere de la cellule. B) Schéma de la
machinerie Agl-Glt. MglA, une GTPase connecte la machinerie Agl-Glt au cytosquelette MreB.
La machinerie est énergisée par le complexe AglRQS formant une pompe a proton. Ensuite
vient le corps principal de la machinerie, le complexe Glt (GItA a GlItK), dont la partie a la

membrane externe fait 'adhésion focale. (Adapté d’Islam and Mignot, 2015).
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1.4.2.2 La motilité dépendante du T4P

Le second type de motilité présente chez M. xanthus, intervenant dans la
motilité de groupe est nommé motilité dépendante du T4P. Cette motilité dépend de
deux éléments majeurs, le T4P et 'exopolysaccharide (EPS) qui est un
polysaccharide spécifique produit par M. xanthus (Konovalova et al., 2010). Le T4P
d’une bactérie donnée se forme et interagit avec I’EPS d’une cellule voisine (Fig. 1.7).
Suite a cette adhésion, le T4P se rétracte a sa base (Li et al., 2003), les cellules se
rapprochent coordonnant un mouvement de groupe (Friedrich et al., 2014). Tout
ceci est controlé par un systeme chimiotactique nommé « Defect in fruiting body »
(Dif) controélant la production de I'EPS (Yang et al., 2000) et le systeme
chimiotactique Frz permettant de réguler la localisation du pilus au pole en avant ou

en arriere de la cellule (Sun et al., 2000).

1.4.3 Les polysaccharides sécrétés chez Myxococcus xanthus

Myxococcus xanthus sécréete divers polysaccharides qui, comme définit
précédemment, sont indispensables au bon déroulement du cycle de vie complexe

chez M. xanthus.
1.4.3.1 Antigene O du lipopolysaccharide

Tout d’abord, M. xanthus possede un premier polysaccharide qui est
Pantigene O du LPS (MacLean et al., 2007). Il est produit grace a un groupe de genes
codant une machinerie transporteur ABC (Guo et al., 1996). L’antigene O du LPS
joue un role dans la formation des corps fructiferes et dans la motilité de type
« gliding » et celle dépendante du T4P (Bowden and Kaplan, 1998; Fink and Zissler,
1989; Pérez-Burgos et al., 2019)
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Figure 1.6 : Représentation schématique de la motilité T4P-dépendante

La motilité dépendante du T4P est une motilité de groupe utilisée par M. xanthus. Elle dépend
du pilus de type IV qui va s’assembler et fixer une cellule voisine. Cette fixation engendre une
rétractation a la base du pilus de type IV et provoque un rapprochement des cellules entre

elles (Adapté de Zhang et al., 2012).



1.4.3.2 L'exopolysaccharide

M. xanthus synthétise aussi 'EPS qui est le polysaccharide intervenant dans la
motilité dépendante du T4P. La aussi un cluster de genes code pour une machinerie
Wzx/Wzy-dépendante (Fig. 1.7) (Lu et al., 2005). L’EPS est aussi une composante de
la matrice extracellulaire chez M. xanthus qui une fois sécrété se trouve associé a la
membrane externe (Behmlander and Dworkin, 1994b). La synthese et production de
I’EPS sont gouvernées par le systéme chimiotactique Dif (Yang et al., 1998; Yang et
al., 2000). C’est un systeme de chimiotactisme homologue au systéeme
chimiosenseur Che chez E. coli (Bellenger et al., 2002) (Yang et al., 1998). L’EPS des
cellules végétatives est composé principalement de galactose, glucosamine, glucose,

rhamnose et xylose (Behmlander and Dworkin, 1994a).

1.4.3.3 Le polysaccharide du manteau de la spore

Le troisiéme connu est le polysaccharide formant le manteau de la spore
(MASC). 11 est produit grace a un groupe de genes codant pour une machinerie Wzx/
Wzy-dépendante distincte de celle produisant 'EPS (Fig. 1.7) (Holkenbrink et al.,
2014). Le polysaccharide composant le manteau des spores de M. xanthus est
composé de N-acetyl-galactosamine, de glucose et de glycine (Holkenbrink et al.,

2014).

1.4.3.3 Le polysaccharide de la motilité de type « gliding »

Il existe un dernier polysaccharide impliqué dans I'adhésion des cellules a la
surface lors de la motilité de type « gliding » (Hoiczyk et al., 2002; Yu and Kaiser,
2007). Ce polysaccharide fut étudié et identifié comme étant le substrat sur laquelle
la partie a la membrane externe de la machinerie Agl-Glt se fixe pour former le
point d’adhésion focale permettant aux cellules d’avancer (Fig. 1.5B). La machinerie

qui le produit ou sa composition reste inconnues, seule son observation sous forme
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de trainée derriére la cellule fut observée par microscopie et marquage du

polysaccharide avec la lectine concanavalin A (Fig. 1.5A) (Ducret et al., 2012).

1.5 Problématique

Chez M. xanthus, pour récapituler, il existe deux machineries Wzx/Wzy-
dépendantes connues produisant chacun un polysaccharide affectant ’organisation
communautaire. Cependant, depuis des années il est connu que M. xanthus possede
un gene orphelin codant pour une protéine qui est une Wza ; tout ce qui est connu
est que ce gene n’est pas essentiel pour la présence de motilité de type « gliding »
chez M. xanthus (Ducret et al., 2012). La présence de ce gene orphelin suggéere la
présence d’une troisieme voie Wzx/Wzy-dépendante chez M. xanthus. Dong, il y a la
possibilité qu’il existe un autre polysaccharide inconnu impliqué dans la physiologie
complexe de cette bactérie. Mon objectif durant ma maitrise était d’étudier la
contribution de ce nouveau polymere putatif a la physiologie macroscopique de M.
xanthus. Ensuite, j’ai étudié I'effet de 'absence de ce nouveau polysaccharide au

niveau cellulaire et finalement les propriétés physico-chimiques du polymere.
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Figure 1.7 : Schéma des différentes machineries Wzx/Wzy-dépendante chez M. xanthus

Représentations des deux machineries completes produisant I'EPS intervenant dans la
motilité dépendante du T4P et le polysaccharide du manteau de la spore. Identification
d’une nouvelle machinerie Wzx/Wzy-dépendante produisant un polysaccharide inconnu

dont la fonction est inconnue.
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Les souches bactériennes utilisées

Les souches de M. xanthus utilisées sont listées au sein du Tableau 1.

2.2 Conditions de culture

La composition des différents milieux et tampons utilisés est présente au
Tableau 2.2. M. xanthus croit sur un milieu solide composé de CYE (casitone—yeast
extract) dans un incubateur maintenu a 32 °C. Elle croit aussi sur un milieu liquide
CYE maintenu aussi a 32 °C au sein d’'un incubateur et avec une agitation de 220
rpm. Le CYE contient 1% de casitone, 0.5% d’extraits de levures, 10 mM MOPS a pH
7,5, et 4 mM MgSO,. Le tampon utilisé est du Tris phosphate magnésium (TPM)
composé de 10 mM Tris (pH 7,6), 1 mM KH.PO, et 8 mM MgSO,.

2.3 Tests phénotypiques

On sédimente 15 mL de culture d’intérét ayant poussé en phase exponentielle
dans du CYE liquide a 32 °C durant la nuit avec une agitation de 220 rpm a 6000 x g
pendant 5 min. On suspend le culot dans 10 mL de TPM et on mesure la densité
optique (DO) a 600 nm. On centrifuge 1 mL de cette suspension a 6000 x g pendant
5 min. On remet en suspension dans le volume adéquat de tampon TPM pour avoir
une DO 600 de 5.0. On inocule 5 uL de cette suspension a DOeoo de 5.0 sur une boite
de pétrie soit CYE 0.5% d’agar pour étudier la motilité dépendante du T4P, soit CF
1.5% d’agar pour étudier la formation des corps fructiferes. Des images sont prises

apres 72 h avec un stéréoscope Olympus SZX16 équipé d'une caméra UC90 4K.
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Tableau 2.1 : Souches bactériennes utilisées dans cette étude

Souche bactérienne Code Description Source
DZ2 SI1 Souche sauvage (Campos and
Zusman, 1975)
Amxan_ 7417 TM469.1 Délétion du gene wza (Ducret et al.,

Amxan_1915

Amxan_3225

codant la protéine Wza ne 2012)
produisant plus d’EPS
TM529 Délétion du gene wza (Ducret et al.,
codant la protéine Wza ne 2012)
produisant plus de BPS

TM484.1 Délétion du gene wza (Ducret et al.,
codant la protéine Wza ne 2012)

produisant plus le MASC
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Tableau 2.2 : Composition des milieux et des tampons

Milieu de culture et tampon

Composition

Casitone Yeast Extract (CYE)

CYE agar

Tris phosphate magnésium (TPM)
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1% de casitone

0.5% d’extraits de levures
10 mM MOPS a pH 7,5

4 mM MgSO,

1% de casitone

0.5% d’extraits de levures
10 mM MOPS a pH 7,5

4 mM MgSO,

1,5% agar

10 mM Tris (pH 7,6)
1 mM KH,PO,




2.4 Test d’autoagrégation

Une culture bactérienne d’intérét a poussé durant la nuit dans du CYE liquide.
On mesure la DOgoo de cette culture. On préleve le volume adéquat c’est-a-dire le
volume pour avoir une DOsoo de 1.0. Ensuite on sédimente cette culture a 6000 x g
durant 5 min. On enleve le surnageant et on remet en suspension le culot soit dans 1
mL de CYE liquide. Ensuite on préleve 200 uL de culture dans un des puits de la
plaque 48 puits de marque Costar 3548 qu’on insere dans le néphélometre
(NEPHELOstar-BMG Labtech). Le néphélomeétre mesure les particules en
suspension dans le milieu liquide dans le temps via un laser qui passe a travers la
culture bactérienne liquide qui rencontre des particules et se diffuse. Les faisceaux
lumineux diffractés a 90° sont détectés par un photodétecteur situé sur le coté (Fig.
2.1). Plus une souche s’agrege au fond du puit, plus la valeur mesurée diminue. Une
mesure est prise toutes les 145 s et ceci pendant 200 cycles. Les cultures ne doivent
pas étre remises en suspensions pendant les mesures. Le temps d’attente avant la
mesure est de 0.4 s et le temps de mesure a chaque puit est de 5 s. L’intensité du

laser est de 40% avec un Gain de 90 et la hauteur du faisceau du laser de 2.5 mm.

2.5 Test marquage au Trypan bleu

Le test Trypan bleu permet la mesure de la production de I'EPS chez M.
xanthus car celui-ci a la propriété de se fixer a 'EPS produit par M. xanthus. On
sédimente une culture bactérienne de la veille a 6000 x g pendant 10 min. Le culot
est resuspendu dans le tampon TPM a DOeoo 1.0. Puis, 900 pL de la suspension
cellulaire est transféré dans un tube de 1.5 mL (900 pL de tampon TPM sont ajoutés
dans un autre tube pour le blanc). Dans chaque tube est ajoutée 100 uL. d’'une
solution de Trypan bleu possédant une concentration de 100 ug/mL puis chaque
tube est mélangé via 1 s au vortex. Ensuite, tous les tubes sont placés dans un raque
couvert par de 'aluminium afin de les protéger de la lumiere et incubés 1 h sur un

agitateur. Par la suite, les tubes sont sédimentés a 16 000 x g pendant 5 min afin de
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séparer les cellules du surnageant. Pour ne pas toucher ou resuspendre le culot,
prélever 900 pL du surnageant qu’on transfere dans une cuvette acrylique de
spectrophotometre afin de lire ’absorbance a 585 nm afin de mesurer la
concentration de Trypan bleu encore présente dans le surnageant. Le blanc est donc
fait avec le tube contenant le mélange 900 uL de TPM avec 100 pL de Trypan bleu
correspondant aux tubes ou tout le Trypan bleu est présent dans le surnageant dii a
I’absence de bactéries. Pour chaque surnageant des différentes souches, la

normalisation se fait sur la souche wild type (WT).
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Figure 2.1 : Principe du néphélométre

A gauche, le laser passant a travers une solution avec peu d’agglutination se diffracte peu et
donc passe a peu a travers le photodétecteur. A la suite de Iagrégation, quand le laser passe
a travers la solution, le laser se diffracte plus et donc passe a travers le photodétecteur.

(Figure issue de Carl Peters BMG LABTECH Inc., NC, USA 06/2017)
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2.6 Analyse de la motilité de type « gliding »

2.6.1 Microscopie

Une culture cellulaire de la veille est sédimentée a 6000 x g pendant 5 min et
resuspendue dans le tampon TPM a une D0¢oo de 5.0. Un volume de 5 pL est prélevé
puis mis sur une lamelle avec par-dessus un carré de TPM-agar a 1.5%. Le dispositif
est laissé pendant 10 min a 32 °C pour que les cellules puissent adhérer sur la
surface TPM-agar. Ensuite, une image est prise toutes les 30 s avec un microscope
confocale, LSM780 équipé d’un laser diode a 405 nm et a 30 Mw. Le logiciel utilisé
pour prendre les images est Zen 2011 (Zeiss). L’objectif a huile utilisé est 'EC Plan-

Neofluar avec un grossissement de 40x.

2.6.2 Logiciel Image J

L’analyse des films obtenus est faite en utilisant le module MicrobeJ du
logiciel d'imagerie Image J afin d’obtenir la vitesse des cellules ainsi que le nombre
de réversions. Les parametres appliqués afin d’analyser les vidéos sont listés au sein

du Tableau 2.3 (Ducret et al., 2016).

2.7 Test émulsifiant

Une culture est inoculée a une DOg¢oo de 0.05 et laissé croitre a 32 °C avec une
agitation de 220 rpm, jusqu’a une DOgoo de comprise entre 5.0 et 7.0. Puis la culture
est transférée dans un tube de 50 mL et sédimentée a 7000 x g pendant 25 min a 22
°C (JA-17 rotor). 4 mL du surnageant filtré et transféré dans une cuvette en Quartz.
Est ajouté a ces 4 mL, 300 uL d’hexadécane contenant du colorant soudan noir (0.1 g
de soudan noir dans 50 mL d’hexadécane) et mélangé via un vortex pendant 1 min.
Immeédiatement apres le mélange, nous prenons une vidéo de 1 minute et comparons

la vitesse a laquelle les deux phases se séparent.
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Tableau 2.3 : Parameétres de réglages du module d’extension Microbel

Réglages Minimum Maximum
Région (en pixel) 30 800
Longueur (en pixel) 10 Maximum
Largeur (en pixel) 1.5 Maximum
Durée de vie (en image) 20 Maximum
Seuil de déplacement (en pixel) 20 Maximum
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2.8 Test de tension de surface

Tout d’abord, une nouvelle culture de 50 mL de CYE commencant a une DOsoo
0.05 est laissée croitre a 32 °C et une agitation de 220 rpm, jusqu’a une DO¢oo 5.0 —
7.0. Puis la culture est transférée dans un tube de 50 mL et sédimenté a 7000 x g
pendant 25 min a 22 °C (JA-17 rotor). Le surnageant est ensuite repéré et filtré a
0.22 micron afin d’enlever toutes les cellules. La tension de surface est mesurée avec
un tensiometre de surface manuelle (Fisher surface tensiometer Model 20). L’eau a
I'osmose inversée est utilisée comme controle de calibration ainsi que le CYE sans
bactérie ayant poussé dedans. La tension de surface est mesurée 3 fois pour chaque

échantillon, les contrdles compris.
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3 RESULTATS

3.1 Etude de I'effet de I’'EPS et du nouveau polysaccharide

putatif sur la macro-organisation

Afin de tester ’hypothése qu’il y avait un produit d’'une troisiéme voie
Wzx/Wzy-dépendante qui impact le cycle de vie de M. xanthus, nous avons procédé
a divers tests permettant d’étudier en premier lieu la motilité dépendante du T4P
puis la formation des corps fructiféres chez des mutants défectueux pour chacune
des voies Wzx/Wzy-dépendantes connues (Fig. 3.1). Pour le mutant défectueux dans
la production du MASC (MASC-), j’ai observé encore de la motilité médiée par les
T4P (Fig. 3.1A,B), en accord avec I’activation de cette voie pendant les phases
développementales et pas au cours des phases végétatives (Mufioz-Dorado et al.,
2019). Comme prévu, le mutant ne produisant plus d’EPS (EPS-) a montré une
motilité dépendante du T4P éliminé (Fig. 3.1A) (Lu et al., 2005). Il est intéressant de
noter que le mutant BPS- de la nouvelle voie Wzx/Wzy-dépendante — nommer BPS
(pour « bioemulsifier polysaccharide » , décrit ci-dessous) — présente une
morphologie crépelée distincte du swarm des autres souches et ’expansion du
swarm BPS- est réduit par rapport a celle du WT, mais plus importante que celle de

'EPS- (Fig. 3.1A,B).

En conditions de carences nutritives, toutes les souches montraient une
capacité d’agréger en tas sauf la souche EPS- qui possede un défaut pour son
développement avec une absence de maturation et une impossibilité de former des
corps fructiferes matures (Fig. 3.1A), en accord avec I'importance du T4P en la
formation de ces structures macroscopiques (Shimkets, 1999; Wu and Kaiser, 1995).
Il est notable que le mutant BPS- forme bien les corps fructiferes (Fig. 3.1A).
Ensemble, les différences entre les souches pour la formation des corps fructiferes et
la motilité médiée par les T4P suggerent qu’il y a bien un produit distinct synthétisé

par la voie BPS qui affecte la physiologie de M. xanthus.
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Figure 3.1 : Test phénotypique de la motilité dépendante du T4P et de la formation des

corps fructiféres

(A) Image d’études phénotypiques sur des mutants affectant la production d’EPS
(Amxan_7417), de BPS (Amxan_1915) ou de MASC (Amxan_3225). Image de la motilité
dépendante du T4P aprés 72 h a 32 °C en haut (Echelle : 2 mm) observé sur boite de CYE-agar
3 0.5% d’agar. Etude de la formation des corps fructiféres aprés 72 h a 32 °C en bas (Echelle :
200 um) avec de CF-agar a 1.5% d’agar. 3 réplicas biologiques ont été comparés. (B)
Histogramme du diamétre des colonies des souches WT, BPS™ (Amxan_1915), EPS”
(Amxan_7417), MASC™ (Amxan_3225) de 4 réplicas biologiques (+/- SEM). Le test statistique
de Wilcoxon-Mann-Whitney fait entre la souche WT et BPS™ et entre la souche WT et EPS™ est

statistiquement significatif (%) (p = <0.05).
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3.2 Etude de complémentation de I’EPS et du BPS

Suite a 'observation d’'un défaut dans la motilité dépendante du T4P chez les
mutants ne produisant plus le BPS, j’ai étudié la possibilité de complémenter cette
déficience en mélangeant deux souches soit celle affectée pour la production de 'EPS
et celle affectée pour la production du BPS en les mélangeant a divers pourcentages

respectivement 50%, 10% ou 90%.

Pour un mélange des souches BPS- et EPS- a un ratio de 50% : 50%, j’ai
observé un rétablissement de la motilité dépendante du T4P comparée a celle du WT
(Fig. 3.2). Un ratio de mélange des souches avec 90% BPS-: 10% EPS- a aussi été
testé et j’ai observé qu’en introduisant a peine 10% de cellules capables de produire
du BPS (i.e. EPS-) on rétablit fortement la motilité dépendante du T4P (Fig. 3.2).
Pour le ratio de mélange des souches avec 90% EPS- : 10% BPS-, on voit un
rétablissement faible de la motilité dépendante du T4P, plus faible que pour le ratio
90% BPS-:10% EPS-. Cela suggere que EPS et BPS peuvent étre partagés entre

cellules, mais aux niveaux différents.
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90% EPS- : 10% BPS- 50% EPS- : 50% BPS- 10%0 EPS- : 90% BPS-

Figure 3.2: Complémentation de la motilité dépendante du T4P entre la souche EPS™ et BPS~

Image d’étude phénotypique de la motilité dépendante du T4P suite a un test de
complémentation en mélangeant a divers ratios, une souche ne produisant plus d’EPS (EPS,
Amxan_7417) et une ne produisant plus de BPS (BPS~, Amxan_1915). 3 réplicas biologiques

ont été comparés (Echelle : 2 mm).
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3.3 Etude de la motilité de type « gliding » et de I'effet du

BPS sur celle-ci

Le BPS affecte M. xanthus dans sa capacité a utiliser la motilité des groupes de
cellules dépendante du T4P. Suite a cette observation ma question fut affecte-t-il la
motilité des cellules individuelles ? Pour cela j’ai fait des films par microscopie
optique des cellules individuelles se déplacant sur un bloc d’agar dur (1.5 %) et j’ai
étudié les films obtenus par I'utilisation du module d’extension MicrobeJ du logiciel
ImageJ (Ducret et al., 2016). Les cellules BPS- se déplacent plus rapidement que le
WT alors que les cellules EPS- se déplacent plus lentement (Fig. 3.3A). J’ai aussi
étudié la capacité de réversion des différentes souches (Fig. 3.3B). J’ai observé que les
cellules EPS- reculent plus fréquemment que le WT, en accord avec les données
publiées (Zhou and Nan, 2017). Par contre, les cellules BPS- reversent moins

souvent que le WT.
3.4 Role du BPS sur la surface des cellules bactériennes

3.4.1 Autoagrégation

Suite a nos observations sur I'effet du BPS sur M. xanthus autant sur le plan
macroscopique que celui des cellules individuelles (Figs. 3.1 et 3.3), j’ai étudié la
capacité des cellules des différents mutants d’auto-agréger pour comprendre les
changements a la surface cellulaire. Pour cela, j’ai développé I'utilisation du
néphélometre afin de déterminer le taux de particules présent en suspension dans
un milieu liquide (Fig. 2.1). Ceci détermine la turbidité d’'un milieu en mesurant les
faisceaux diffractés par les particules en suspension a 90° et capturés par le capteur
situé sur le coOté (Fig. 2.1). J’ai mesuré la turbidité de 200 uL de culture bactérienne
normalisée a une DOeoo de 0.5. Plus les cellules auto-agregent plus la présence de

particules en suspension dans le milieu diminue. J’ai observé que la souche BPS-
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forme des particules plus larges plus vite que la souche WT (Fig. 3.4). Alors que la
souche EPS- n’auto-agrege pas dans le temps (Fig. 3.4).
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Figure 3.3 : Analyse de la motilité de type « gliding »

(A) Diagramme en boite de I'analyse de la vitesse moyenne (um/min) des cellules utilisant
le « gliding », avec la barre inférieure représentant le premier quartile et la barre supérieure
représentant le troisieme quartile. La barre du milieu représente la médiane. Le nombre de
cellules analysées est de 109 pour chaque souche. Le test statistique de Wilcoxon-Mann-
Whitney fait entre la souche WT et BPS™ (Amxan_1915) est statistiquement significatif, (% %)
(p =<0.0001) et entre la souche WT et EPS™ (Amxan_7417) est statistiquement significatif (%)
(p = <0.0090). (B) Diagramme en boite de I'analyse du nombre de réversions moyen par
cellules pendant 20 min avec la barre supérieure représentant le troisieme quartile. La barre
inférieure représente le second quartile pour la souche WT, pour la souche BPS
(Amxan_1915) elle représente la médiane, pour la souche EPS (Amxan_7417) le premier
quartile. La barre du milieu de la boite représente la médiane. Le nombre de cellules
analysées est de 109 pour chaque souche. Le test statistique de Wilcoxon-Mann-Whitney fait
entre la souche WT et BPS™ ou WT et EPS™ sont statistiquement significatifs, (*x %) (p =
<0.0001)
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Figure 3.4 : Observation de I'autoagrégation dans le temps via néphélometrie

Observation de la capacité autoagrégative de la souche WT, la souche EPS™ (Amxan_7417) et
BPS™ (Amxan_1915). La mesure fut faite via le néphélometre qui mesure la concentration de
particules en suspension de 200 uL de culture normalisée a une DOg initiale de 0.5 pendant
400 min. Chaque courbe représente la moyenne des triplicatas biologiques (+/- SEM) pour

chaque souche normalisée sur le premier point de mesure du néphélometre.
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3.4.2 Mesure la quantité d’EPS a la surface des cellules de M. xanthus

Afin de comprendre I'impact de 'absence du BPS a la surface des cellules et
I'interaction du BPS et ’EPS a cette méme surface, j’ai fait des tests de fixation du
colorant Trypan bleu. Le taux de Trypan bleu fixé aux cellules est lié a la quantité
d’EPS sur la surface des cellules (Arnold and Shimkets, 1988; Black and Yang,
2004). Ce test consiste a mettre en contact une resuspension cellulaire de M.
xanthus normalisée a DOeoo 1.0 avec une solution aqueuse de Trypan bleu ; plus une
souche produit de ’'EPS, plus le Trypan bleu se fixe aux cellules. On récupere le
surnageant et on observe le taux restant en Trypan bleu dans le surnageant non fixé
aux cellules. Moins une cellule produit de 'EPS plus on trouvera le Trypan bleu au
surnageant. J’ai testé les souches WT, BPS-, EPS-, et MASC- et observé que la
souche BPS- fixe plus de Trypan bleu que la souche WT. Chez la souche EPS- la
fixation de Trypan bleu est tres impactée, pour la souche MASC- le taux est

équivalent au WT (Fig. 3.5).

3.5 Propriété du nouveau BPS

Suite a 'observation que j’ai faites sur les cellules BPS- montrant le défaut de
motilité dépendante du pilus de type IV (Fig. 3.1) et la plus forte autoagrégation de la
souche ne produisant plus le BPS (Fig. 3.4), j’ai émis la possibilité que ce BPS soit une
molécule active de surface avec une activitée émulsifiante ou surfactante. Donc, j’ai
testé la capacité des surnageants aqueux filtrés des cultures de haute densité a
stabiliser une émulsion avec I'hexadécane, un liquide hydrophobe. L’idée de ce test
est que s’il y a la présence d’un polysaccharide sécrété, plus longtemps les cellules
croissent, plus le surnageant sera riche de ce polysaccharide; plus ’émulsion de ce
surnageant avec I’hexadécane deviendra stable (Guellil et al., 1998; Rosenberg et al.,
1980). J’ai pris des vidéos afin d’observer la séparation entre le surnageant et
I'hexadécane dans le temps. Pour la souche BPS- la séparation des deux phases
observée par I’éclaircissement du surnageant mélangé a ’hexadécane est plus rapide

que pour le WT avec une visibilité maximale de la différence a 25 secondes (Fig. 3.6).

52



Mesure Trypan Bleu
ns

* * 3
1 1

180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 +
60 =
40 +
20 -

DOsg5 normalisée en % par rapportau WT

& &

2 G
& 3 9

< ‘x\?'
Souche

Figure 3.5 : Mesure de la production de I’'EPS chez la souche WT, BPS~, EPS™ et MASC™

Histogramme de la mesure de la production de I'EPS chez la souche WT, la souche BPS~
(Amxan_1915) et EPS™ (Amxan_7417) comparé a la souche WT. Plus la mesure du Trypan bleu
est forte, plus une souche produit de I'EPS. La moyenne de 6 répliques biologiques est
représentée ici (+/- SEM). Le test statistique de Wilcoxon-Mann-Whitney fait entre la souche
WT et BPS™ et entre la souche WT et EPS™ est statistiquement significatif (%) (p = 0.0313). Le
test statistique de Wilcoxon-Mann-Whitney fait entre la souche WT et MASC est

statistiquement non-significatif (ns).
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- 20 secondes

- 25 secondes

30 secondes

- 60 secondes

Figure 3.6 : Test de la propriété émulsifiante

Images correspondant a la vidéo du mélange entre le surnageant de la souche WT ou la
souche ne produisant plus de BPS avec I’'hexadécane. Nous observons la vitesse de séparation

au cours du temps.
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Ensuite, la littérature montre que certains polysaccharides possédant des
propriétés bio-émulsifiantes possédent aussi des propriétés tensioactives (Uzoigwe
et al., 2015). Donc afin de mettre en évidence une possible propriété tensioactive, j’ai
utilisé un tensiometre manuel. Celui-ci consiste a submerger dans le liquide qu’on
souhaite tester un anneau en platine et le remonter jusqu’a ce qu’il sorte du milieu
liquide et une aiguille nous indiquant la force utilisée pour le remonter. Pour
étalonner le tensiometre, j’ai utilisé I’eau a osmose inversée. J’ai ensuite mesuré la
tension de surface du CYE comme controle négatif. Ensuite, j’ai mesuré la tension de
surface des surnageants de haute densité venant des souches WT, EPS- et BPS-.
Pour la souche WT, la tension de surface est a 66.37 mN/m (+/- 0.35), pour la
souche EPS- la tension de surface est de 63.47 mN/m (+/- 2.42) et pour la souche
BPS- elle est de 66.35 mN/m (+/- 2.60). A noter que le CYE posséde une tension de

surface a peu pres identique aux trois souches testées de 62.4 mN/m (+/- 0.1).
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Figure 3.7 : Mesure de la tension de surface des souches sauvage, EPS™ et BPS~

Histogramme de la mesure de la tension de surface chez différentes souches en triplicatas.
La tension de surface de I'eau a osmose inversée sert de controle d’étalonnage. Le test du
CYE est un contréle négatif. WT, EPS™ (Amxan_7417) et BPS™ (Amxan_1915) correspondent
au surnageant des souches testées pour la tension de surface avec la moyenne pour chaque
souche d’un triplicata biologique (+/- SEM). Le test statistique de Wilcoxon-Mann-Whitney
fait entre la souche WT et BPS™ (p = 0.7) et entre la souche WT et EPS™ (p = 0.1) est

statistiquement non-significatif (ns).

56



4 Discussion

Mes résultats supportent la sécrétion d’'un nouveau polysaccharide chez M.
xanthus qui impacte plusieurs aspects physiologiques de cette bactérie, en
particulier 'organisation communautaire grace a la modulation de la motilité T4P-
dépendante et la motilité de type « gliding », les deux qui influencent la formation
des corps fructiferes. Comme les voies Wzx/Wzy-dépendantes sont tres spécifiques
avec leurs substrats (i.e. elles ne sont pas modulaires avec multiples Wza
fonctionnant avec une seule paire de Wzx et Wzy), il est tres probable qu’il existe une
voie Wzx/Wzy-dépendante completement distincte pour la production de BPS,
incluant des composants Wzx, Wzy, et Wzc pour fonctionner avec le Wza caractérisé
dans ce mémoire. Mes travaux m’ont permis aussi d’observer que le BPS possede
une propriété bioémulsifiante, d’ou le nom « bioemulsifier polysaccharide » pour le

produit proposé.

4.1 EPS et BPS, effets distincts sur I'organisation d'une

colonie

Lors du test phénotypique visant a étudier la motilité dépendante du T4P on
observe un impact de I'absence de I'EPS déja connu dans la littérature (Lu et al.,
2005) (Fig. 3.1). Par contre, I’absence de BPS impacte aussi la motilité dépendante du
T4P, mais de facon différente. De méme pour la formation des corps fructiféeres ou
I’absence d’EPS empéche la formation de corps fructiferes matures (Lu et al., 2005)
alors qu’en absence de BPS n’empéche pas la formation de ces structures. Ces
résultats nous indiquent clairement une action différente des deux polysaccharides,
I’EPS et le BPS sur I'organisation des cellules. Ces deux polysaccharides produits
chacun par sa propre machinerie Wzx/Wzy-dépendante ajouté au polysaccharide du
manteau de la spore lui aussi produit par le méme type de machinerie montrent le

role essentiel joué par les polysaccharides dans la multicellularité chez M. xanthus.
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4.2 I'Echange des divers polysaccharides au sein d'une

communauteé

En souhaitant tester la complémentation entre une souche ne produisant plus
IEPS et une ne produisant plus le BPS on voit aussi que les polysaccharides produits
par M. xanthus sont un bien commun échangeable au sein d'une colonie. On observe
que le mélange de 50% de souche EPS- et BPS-rétablit la motilité dépendante du
T4P comme chez le WT (Fig. 3.2). Etant donné que pour avoir une motilité
dépendante du T4P optimale M. xanthus a besoin des deux polysaccharides, c’est-a-
dire I'EPS et le BPS, donc la souche EPS- récupere I'EPS produit par la souche BPS-
et le BPS provient lui de la souche EPS-. Cette observation fait naitre la question de
savoir si I'un des deux polysaccharides est plus facilement échangeable entre les
cellules ? Le test de mélange a ratio 90% EPS-: 10% BPS- et 90% BPS-: 10% EPS-
nous donne une piste de réponse. A I'ajout de 10% de cellules EPS- c’est-a-dire
capable de produire du BPS on observe via le test phénotypique un retour de la
motilité dépendante du T4P important. Ceci nous permet de s’orienter vers le fait

que le BPS s’échange plus facilement que ’'EPS.

4.3 Effet du BPS sur la motilité de type « gliding »

Afin de comprendre I'effet du BPS sur les cellules au niveau individuel, nous
avons étudié la vitesse de « gliding ». On voit que la souche BPS- posséde une
vitesse plus élevée et recule moins fréquemment. Pour la souche ne produisant plus
IEPS, l'effet est inverse. C’est-a-dire que ’absence de I'EPS a pour effet une
diminution de la vitesse de « gliding » et une augmentation de la fréquence des
réversions. Les résultats concernant 'absence de 'EPS sont déja observés dans la
littérature (Zhou and Nan, 2017) et confirmés par mes observations. Ce résultat
appuie notre observation selon laquelle les polysaccharides sécrétés sont importants
pour la construction et 'organisation de communauté organisée et complexe ou 'on

observe une différence d’action des divers polysaccharides sur les cellules sur la
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motilité de type « gliding », c’est-a-dire sur les cellules au niveau individuel et sur la

capacité a reverser de celles-ci.

4.4 Role du BPS sur la surface des cellules bactériennes

Dans le but de comprendre I'effet de 'absence du BPS sur la surface des
cellules bactériennes chez M. xanthus, j’ai étudié la capacité des cellules a auto-
agréger. J’ai observé que la souche ne produisant plus I'EPS perdent la capacité
autoagrégative comparée a la souche WT qui auto-agrege (Fig. 3.4) ; ceci correspond a
ce qui a était observé dans la littérature (Lu et al., 2005). Pour la souche ne
produisant plus le BPS, on observe une auto-agrégation plus rapide que la souche

WT (Fig. 3.4). Ceci montre que le BPS affecte la surface cellulaire.

Afin de continuer dans I’étude de la surface cellulaire, on étudie la production
de ’EPS par les cellules via la mesure de fixation de Trypan bleu. La souche affectée
pour la production du BPS montre une fixation du Trypan bleu plus forte que chez le
WT (Fig. 3.5). Ceci confirme un changement a la surface cellulaire et donc un effet du
BPS sur la surface cellulaire. Il y a deux possibilités : (i) le BPS chez la souche WT
interagit a la surface avec 'EPS afin de créer la bonne propriété de surface pour le
bon développement de M. xanthus, ou (ii) dans le mutant BPS-, 'EPS est
surproduite et que ca affecte profondément les propriétés de la surface de M.

xanthus.

4.5 Propriété du BPS

Les résultats de (i) la stabilisation de surnageants aqueux mélangés avec
I'hexadécane (Fig. 3.6), et (ii) 'absence d’une réduction en tension de surface
significative des surnageants (Fig. 3.7) supportent la désignation du polymere BPS
putative comme bioémulsifiant. Ceci est en correspondance avec sa capacité d’agir

au niveau macroscopique jusqu’au niveau cellulaire. Observer cette capacité n’est

59



pas surprenant, car les bioémulsifiants chez les bactéries sont utiles a faciliter

l’accaparement de nutriments utiles au bon développement.

Une autre conclusion naissante du test m’ayant permis d’établir la propriété
bioémulsifiante du BPS émerge : le fait que cette propriété était observée au sein du
surnageant que nous avons récupéré des cultures cellulaires nous permet de penser

que le BPS est une molécule sécrétée par les cellules au sein du surnageant.
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5 Perspectives

La mise en évidence de cette nouvelle machinerie qui produit ce nouveau
polysaccharide étant un bioémulsifiant change toute la vision de comment marche
cette bactérie M. xanthus, mais surtout sur la fonction des polysaccharides dans la

formation des structures complexes.

J’ai réussi a montrer de maniere évidente la fonction de différents
polysaccharides dans certains mécanismes afin de permettre cette complexification.
La littérature montre que la production de 'EPS par la machinerie Wzx/Wzy-
dépendante est controlée par le T4P et le systéme de chimiotactisme Dif (Black et al.,
2006; Yang et al., 2000). Une premiere question qui nait sur le BPS est comment il
est régulé ? Le T4P joue-t-il un réle dans la régulation de la production du BPS ?
Pour ceci nous pouvons tester 'absence du T4P sur la production du BPS en testant
une souche ne possédant plus le T4P et produisant le BPS et tester la capacité

émulsifiante.

Identifier un systeme chimiotactique qui pourrait contréler la production du
BPS peut s’avérer plus compliqué. D’abord, une étape simple est de savoir grace aux
divers tests que j’ai utilisés si un mutant du systéme chimiotactisme Dif agit sur la
production du BPS positivement ou négativement. Une autre idée serait d’observer
les phénotypes des divers mutants des divers systemes de chimiotactismes, travail
fait dans la littérature précédemment (Moine et al., 2014). Ensuite, il sera important
de corréler ses phénotypes avec les phénotypes observés chez la souche ne

produisant plus le BPS et de concentrer notre intérét sur celle-ci.

Il est connu que le systeme CRISPR-Cas est un systéme permettant la défense
contre des organismes insérant des éléments génétiques mobiles comme les
bactériophages (Barrangou et al., 2007; Labrie et al., 2010). CRISPR est un composé
de multiples séquences répétées d’'une trentaine de bases en général espacé par des
séquences non répétées d’environ une soixantaine de pairs de bases. Ces séquences

CRIPSR sont accompagnées de plusieurs genes cas codants pour des protéines CAS
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intervenants avec un CRISPR RNA pour activer la défense des éléments génétiques
transposables (Barrangou et al., 2007; Labrie et al., 2010; Westra et al., 2014). Des
travaux ont permis de mettre en exergue que le systeme CRISPR-Cas intervient aussi
dans la régulation de genes endogenes intervenants dans la régulation comme la
formation des biofilms et la motilité chez Pseudomonas aeruginosa (Zegans et al.,
2009). Chez M. xanthus il existe un niveau de régulation pour la production de I'EPS
chez M. xanthus dépendant du systeme CRISPR-Cas par I’action du CRISP RNA qui
vise un ARN messager évoluant dans la régulation de la production d’EPS (Wallace
et al., 2014). Ceci se ferait potentiellement par la dégradation ou le clivage de
’ARNm visé (Wallace et al., 2014; Westra et al., 2014). Une nouvelle question qui

nait est de savoir s’il existe une régulation similaire pour la production du BPS ?

Pour le T4P, nous savons que la rétractation de celui-ci est induite par 'EPS
(Li et al., 2003). Alors la question est : Quel est I'effet du BPS sur le T4P ? Nous
pourrions observer par Western blot en détectant la piline, sous-unité formant le
pilus (Friedrich et al., 2014; Li et al., 2003), ou par microscopie électronique en

transmission.

Nous devons aussi confirmer le changement a la surface détecté chez les
cellules de M. xanthus (Figs. 3.4 et 3.5). Pour ceci nous devons utiliser les techniques
de microscopie électronique a balayage afin de voir la différence au niveau de la
topographie des cellules individuelles des populations ne produisant plus le BPS

versus la souche WT.

A travers le résultat des tests phénotypiques (Fig. 3.1) je montre que pour le
bon développement, M. xanthus a besoin de la sécrétion des deux polysaccharides
(EPS et BPS). Toujours dans le but de comprendre la régulation, nous devons
comprendre le ratio existant entre les deux polysaccharides qui permet d’avoir le bon
développement. Une étude doit étre faite sur I'inter-régulation entre le BPS et 'EPS

au niveau transcriptionnelle et traductionnelle.

En dehors de la compréhension de comment s’agence le BPS au sein de M.

xanthus, nous devons étudier la propriété bioémulsifiante identifiée chez le BPS de
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par l'utilité des bioémulsifiants et des biosurfactants dans les diverses industries
(Rinaudo, 2008; Santos et al., 2016). Pour ceci nous devons tout d’abord purifier le
BPS présent dans le surnageant et définir la composition et la structure du BPS.
Ensuite nous devons aussi établir une condition de pH et température optimale, et

un milieu qui permet d’augmenter la propriété bioémulsifiante.

Concernant la propriété tensioactive, sous les conditions utilisées pour le test,
BPS n’a pas montré des propriétés tensioactives détectables (Fig. 3.7). Suite a une
future purification, des tests plus approfondis avec équipement plus sensible
permettraient de savoir si oui ou non le BPS possede une propriété tensioactive qui
serait faible, mais potentiellement améliorable via I’élaboration d'un milieu au bon

pH, température, etc.

La découverte du BPS nous permet d’approfondir nos connaissances sur la
multicellularité chez les bactéries et 'impact des polysaccharides bactériens dans
lagencement de cette multicellularité. Nous comprenons plus comment les
polysaccharides affectent la macro-organisation cellulaire, impactent le
comportement au niveau unicellulaire, affectent la propriété des surfaces des

cellules, et jouent un réle primordial sur la multicellularité.
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