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II1. Abréviations

EMS : méthanesulfonate d’éthyle

TR / REE: Terre rare / Rare earth element

Pop EMS 30 : population de S. cerevisiae utilisée aprés 30 min de traitement & ’EMS
Pop La : population finale obtenue suite a I’ingénierie évolutive au lanthane

Pop Yb : population finale obtenue suite a 1’ingénierie évolutive a I’ytterbium

EMS La : clones issus de 1’ingénierie évolutive au lanthane

EMS Yb : clones issus de I’ingénierie évolutive a I’ytterbium



IV. Introduction

IV.1. Description de la structure d’accueil

Le Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements Continentaux (LIEC) est une Unité
Mixte de Recherche (n°7360), dépendante du CNRS et de I’Université de Lorraine. Les activités
de recherche ont pour objectifs généraux de comprendre le fonctionnement des écosystémes
terrestres fortement anthropisés et de proposer des solutions de réhabilitations des sites pollués.
Pour répondre a ces objectifs, la pluridisciplinité est essentielle au LIEC, comptant les enseignants-
chercheurs, les chercheurs, le personnel technique ou encore les doctorants et les post-doctorants
pour un total d’environ 130 personnes, réparties sur 3 sites en Lorraine. Les sites Aiguillettes et
Charmois sont situés a Vandceuvre-Les-Nancy alors que le site Bridoux est localisé a Metz. Au vu
des nombreuses compétences réparties sur I’ensemble du personnel et des infrastructures, 4 poles
ont été créés permettant de couvrir un large champ scientifique et de regrouper les capacités
d’analyses. On y compte le pole chimie, le pole instrumentation-terrain, le pdle physico-chimie
et le pole du vivant. Les cinq équipes en place au sein du LIEC sont les suivantes : les cycles
biogéochimiques dans les systemes perturbées (CyBLE), la physico-chimie et réactivité des
surfaces et interfaces (PhySI), la toxicologie de I‘Environnement (TEv), I’écologie du stress
(ECoSe) et I’écologie microbienne des milieux anthropisés (EMMA). Cette derniere équipe étudie
les compartiments microbiens dans les problématiques de contaminations organiques et
inorganiques, comme les terres rares, et essaye de déterminer les impacts de ces pollutions sur les
diversités spécifique et fonctionnelle des microorganismes mais aussi les réponses de ces derniers
lors de ces interactions. L’étude des impacts des terres rares sur le compartiment microbien fait

partie intégrante des recherches menées au sein de cette équipe.

IV.2. Les Terres rares : généralités

Les terres rares (TR ou Rare Earth Elements (REE) en anglais ; Figure 1) est un groupe de
17 éléments métalliques, regroupant les 15 lanthanides, lanthane (La), cérium (Ce), praséodyme
(Pr), néodyme (Nd), prométhium (Pm), samarium (Sm), europium (Eu), gadolinium (Gd), terbium
(Tb), dysprosium (Dy), holmium (Ho), erbium (Er), thulium (Tm), ytterbium (Yb) et lutécium (Lu),
avec le scandium (Sc) et DIyttrium (Y). Ils partagent des caractéristiques physico-chimiques
similaires grace a une configuration électronique uniforme au sein de ce groupe. Ces TR sont
considérées comme des métaux émergents en lien direct avec I’évolution des technologies. Leur
exploitation et utilisation croissante depuis les années 1960 sont en effet dues a leurs propriétés
physiques nouvelles ou qui surpassent les métaux précédemment utilisés (Zhou et al., 2017; Figure

2). Ils appartiennent ainsi aux métaux dits « stratégiques », du fait de leur réle majeur dans la société,



a la fois au niveau économique et géopolitique, principalement par leur répartition géographique et

les pays exploitants et exportateurs.
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Figure 1 : Les terres rares dans le tableau périodique (modifié). Figure 2 : Production et demande mondiale en REE depuis 1900. (Zhou et al.,
Source : https.://uknow.uky.edu 2017). REO : Rare Earth Oxides

Deux groupes artificiels sont généralement utilisés afin de distinguer les différentes TR ; les TR
légeres d’une part (LREE : Z=57 a 64 ; La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd) et TR lourdes d’autre part
(HREE : Z=65 a 71 ; Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu + Y). L’yttrium est souvent associ¢ aux HREE
de par ses propriétés chimiques similaires (Ramos et al. 2016). Cette classification varie en fonction
de la communauté scientifique, qui se base sur la configuration électronique individuelle de chaque
TR et sur leurs propriétés, mais aussi selon les industries miniéres se basant uniquement sur les
numéros atomiques (LREE : 57 a 62 ; HREE : 63 a 71 + Y) (Simandl 2014). Malgré leur nom
évocateur, les terres rares ne sont pas caractérisées par leur rareté dans la croite terrestre (Figure
3) ; on peut par exemple noter que le cérium ou le lanthane sont plus abondants que le cuivre et le
plomb et que la moins abondante des terres rares, le thulium, est retrouvée en plus grande quantité
que ’or ou I’argent (Zhou et al., 2017). Cependant leur valeur est impactée par les méthodes
d’extraction utilisées, les quotas d’exportation et leur indispensabilité dans les technologies

existantes et émergentes (Massari et Ruberti, 2012; Khan et al., 2017).



10”

rock-forming elements

(major elements in green field and ABUNDANCE OF ELEMENTS

minor elements in light green field)

Q . major industrial metals (global production >3x10" kg/year)
6
10 - precious metals

H K rare earth elements (lanthanides, Sc and ¥)

10*

100 E

Abundance, atoms of element per million atoms of Si

the nine rarest "metals"
(Te is a metalloid)

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 Q0

Atomic number, Z
Figure 3 : Abondance moyenne des éléments dans les sols.
Source : pubs.usgs.gov
Dans les exploitations miniéres, les TR sont en majorité sous forme d’oxydes minéraux (REO : rare
earth oxides) associés aux roches mais en petites quantités (REO < 3% dans les roches), faisant
d’eux des sous-produits issus de différents processus de raffinement et non des matiéres premiéres,
expliquant actuellement en partie cette dénomination de « rare » et associ¢ a leur distribution
hétérogene a travers le globe (Gonzalez et al. 2014; Liang, Li, et Wang 2014). Les roches contenant
ces métaux sont nombreuses et dépendent du type de métal en question avec pour les LREE une
prédominance dans les monazites, bastnaésites, ancylites, lanthanites, stillwellites, allanites,
cerianites, britholites et loparites. Les HREE sont quant a elles majoritairement contenues dans les
xénotines, euxenites, yttrotantalites, samarskites et gadolinites. Parmi ces roches, seulement la
monazite, la xénotine et la bastnaésite sont considérées comme les plus rentables a exploiter
(Chakhmouradian et Wall 2012; Khan et al. 2017). En détail, la monazite est un minéral phosphaté
composé en majorité de Ce, La, Pr et Nd avec 4 a 12% d’éléments radioactifs comme le thorium et
I’uranium. La xénotine est un minéral phosphaté composé a majorité d’yttrium et la bastnaésite est
un minéral fluorocarbonaté composé de La, Ce et Y et (Simandl 2014). Ils sont ensuite extraits avec
des méthodes classiques ou spécifiques et raffinés des éléments indésirables pour les rendre plus
pures, justifiant une partie des colts élevés de production et d’exportation. Concernant ces 2
facteurs, le monopole international est détenu par la Chine avec plus de 80% de la production
mondiale (Figure 2), principalement di a la grande quantité de TR disponibles sur son territoire qui
est estimée a 164 mégatonnes, la plus importante dans le monde, et aux nombreux gisements

exploités (Simandl 2014; Zhou et al., 2017).



IV.3. Utilisation des terres rares

L’augmentation de 1’exploitation des TR de ces 50 dernieéres années s’explique par les
nombreuses applications et I’indispensabilité de ces métaux dans une grande variété de technologies
contemporaines. On les trouve par exemple dans les batteries et aimants, essentiels pour 1’industrie
automobile et audiovisuelle, mais également dans les écrans, le verre, les céramiques et d’autres
matériaux servant dans les industries nucléaires et militaires (Figure 4). Cette dépendance actuelle
aux terres rares est issue de leur configuration électronique conférant des propriétés uniques dans
le domaine du magnétisme avec des aimants puissants et 1égers ; le domaine de 1’optique avec des
fluorescences et émissions de lumicres caractéristiques des lasers actuels ; et d’autres propriétés
physico-chimiques exploitées dans la métallurgie, les technologies vertes ou encore 1’¢lectronique
(Massari et Ruberti, 2012; Zhou et al., 2017). Cet ensemble d’applications justifie leur caractere de
métaux stratégiques en plus des manques d’alternatives viables et économiques pour pallier leur

utilisation (Massari et Ruberti, 2012).
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Figure 4 : Diverses utilisations des terres rares dans les différents domaines technologiques.
Source : Eurare.eu

De plus, si les industries utilisent aussi bien les terres rares 1égeres que lourdes, on observe une
prédominance des LREE comparées aux HREE, représentant 62.5% et 37.5% du marché
respectivement, avec le lanthane et le cérium, les 2 principales terres rares exploitées dans le monde
(Zhou, Li, et Chen 2017). Cette prédominance s’explique évidemment par leurs propriétés mais
¢galement par I’extraction plus aisée des terres rares légeres comparée aux lourdes (Massari et
Ruberti 2012; Zhou et al., 2017). Des métaux comme le lanthane et 1’ytterbium, a la base des
expériences de ce stage, sont de plus en plus exploités avec le temps. En effet, le lanthane, une terre
rare 1égere, est utilisé pour de nombreuses applications. Il est principalement utilis¢ dans une
majorité de batteries plus performantes que les modeles classiques au nickel et cadmium, dans les

caméras ou encore dans les films radiographiques. L’ytterbium, une terre rare lourde, est
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essentiellement présent dans les technologies de fibres optiques, les panneaux solaires, les lasers et

aussi comme source de radiation pour les unités portables de rayons X (Weber et Reisman, 2012).

IV.4. Les pollutions aux terres rares

En contrepartie de I’utilisation exponentielle de ces métaux a travers le globe, des pollutions
aux terres rares apparaissent dans 1’environnement et sont issues de 3 principaux facteurs : les
exploitations minic€res avec les méthodes d’extractions et de raffinements, 1’utilisation directe de

TR comme amendements et I’inefficacité de leur recyclage actuellement.

Pour commencer, plusieurs recherches sur les sites miniers tendent a montrer une forte dispersion
des TR dans I’environnement. Proche de la mine de Baotou en Chine, les pollutions sont telles que
des concentrations en terres rares jusqu’a 27 000 pg/g sont détectées dans les sols, soit 160 fois plus
que la moyenne chinoise de 176 pg/g, avec un constat similaire dans les riviéres a proximité (30 000
pg/L contre 170 pg/L de moyenne) (Liang, Li, et Wang 2014). L’atmosphéere proche n’est pas
épargnée comme a Jiangxi, site minier oi 360 ng/m* de TR sont détectées proche de I’exploitation,
opposé aux 86 ng/m® d’une zone plus éloignée du site (Liang, Li, et Wang 2014). Les végétaux
proches de sites exploités présentent des taux anormalement élevés en TR, parfois trés largement
supérieurs aux limites imposées par les organismes de santé publique chinois sur des especes
comestibles retrouvées a proximité comme la patate douce qui peut présenter des taux avoisinants

les 13 pg/g, soit 26 fois plus que la limite autorisée de 0,5 pg/g (Liang, Li, et Wang 2014).

Ensuite, ’utilisation d’amendements riches en TR dans I’agriculture et les élevages favorise leur
dispersion dans I’environnement. Depuis les années 1980, la Chine utilise annuellement 50 a 100
millions de tonnes de lanthane et cérium dans de nombreux fertilisants, ameéliorant la germination,
les résistances des plantes et la productivité (Ramos et al. 2016; Khan et al. 2017). En parall¢le,
’utilisation de TR comme compléments alimentaires dans les élevages porcins, pour augmenter
plus rapidement la croissance et le poids des animaux, contribuent a leur dispersion via les rejets
engendrés, que ce soit en Chine ou en Suisse qui a également mis en place cette pratique (Gonzalez

et al. 2014; Panichev 2015).

Enfin, ’inefficacité du recyclage des TR, inférieur a 1% en 2011 et donc négligeable comparé aux
métaux plus usuels (fer, nickel...), est une des composantes majeures de ces pollutions avec
I’apparition de décharges incluant de nombreux matériaux riches en TR (Ciacci et al., 2015 ; Figure
5). Cependant, la meilleure compréhension physico-chimique de ces métaux et le potentiel
¢conomique majeur qu’ils représentent tendent a favoriser les recyclages des TR (Binnemans et al.,

2013; Ciacci et al., 2015).
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Figure 5 : Niveau de recyclabilité des élements (Ciacci et al., 2015)
Rouge : Quantité dispersée pendant ['utilisation ; Bleu : potentiellement recyclable ; Jaune : Partie non-recyclée ; Gris : Non spécifié

IV.S. Effets des terres rares a différentes échelles du vivant

Malheureusement, ces pollutions ne sont pas sans conséquences sur les étres vivants qui y sont
confrontés et de nombreuses interactions, bénéfiques comme délétéres, sont observées. A 1’échelle
des microorganismes, chez des bactéries comme Pseudomonas aeruginosa et Myxococcus xanthus,
le lanthane peut s’accumuler jusqu’a 120 mg/g de masse séche et 428 mg/g de masse seche
respectivement (Pagano 2016). En dehors de 1’accumulation au sein des cellules, les TR sont
capables de s’adsorber sur les surfaces bactériennes. Par exemple, P. aeruginosa est capable
d’adsorber jusqu’a 171 mg de La, 124 mg d’Eu et 146 mg d’Y/g de biomasse (Pagano 2016). Les
lanthanides peuvent également étre importants comme facteurs de croissance, démontré avec des
bactéries méthylotrophes comme Burkholderia ambifaria et Cupriavidus necator ou de nouvelles
especes comme Novimethylophilus kurashikiensis, grace a XoxF-MDH, une méthanol
déshydrogénase lanthanide dépendante essentielle pour le développement de certaines souches ne
possédant que cette isoenzyme (Lv, Sahin, et Tani 2018). 4 contrario, des effets inhibiteurs sont
constatés sur la bactérie marine Vibrio fischeri, dont I’étude de sa bioluminescence en présence de
TR permet d’obtenir des EC50 pour 3 a 20 mg TR/L (TR : Gd, Nd, Ce, Pr, La). Ces TR agiraient
sur I’intégrité de la membrane plasmique de cette bactérie, expliquant cet effet toxique (Kurvet et
al. 2017). Toutefois, ces concentrations sont trés inférieures a ce que 1’on peut trouver dans I’océan,
de I’ordre de 1077 a 10" mg/L pour toutes les TR (Piper et Bau, 2013). D’autres organismes ne sont
pas épargnés par une potentielle exposition a ces métaux comme le champignon Trichoderma

atroviride dont la croissance est altérée en présence de 1 mM de lanthane en culture liquide ou
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encore le protozoaire Tetrahymena thermophila, avec des ECS50 correspondants a des

concentrations de 28 a 42 mg TR/L (TR : Gd, Nd, Ce, Pr, La) (Pagano 2016; Kurvet et al. 2017).

Chez les plantes, les TR ont des avantages dans la croissance par une production plus forte de
proline ou encore un meilleur processus de photosynthése mais également des effets déléteres sur
la germination des graines, la structure des chromosomes et la paroi cellulaire via une substitution
du calcium par le lanthane dans cette derniére. Cependant, ces effets sont variables selon les terres

rares utilisées et les especes végétales (Gonzalez et al. 2014; Liang, Li, et Wang 2014; Ramos et al.

2016).

Chez les invertébrés, le lanthane est essentiellement toxique di a son rayon ionique similaire a celui
du calcium, entrainant une compétition au sein de ces organismes. Une étude traitant de sa toxicité
sur 5 invertébrés a démontré un effet toxique plus important sur la reproduction que sur la survie de
I’individu lui-méme a des concentrations allant de 300 mg a 1500 mg La/kg de sol sec selon les
invertébrés. Ces concentrations sont peu élevées comparées aux niveaux moyens des sols non
pollués de 6 a 50 mg La/kg de sol sec, suggérant qu’un apport mineur suffirait a étre toxique pour

ces especes et limiter leur descendance (Li, Verweij, et van Gestel 2018).

Sur des mammiféres comme les rats et souris, les particules de cérium auraient comme propriétés
de s’accumuler et de provoquer des inflammations dans les tissus pulmonaires quand ce dernier est
inhalé (Pagano et al. 2015). L’ingestion de métaux comme le lanthane, le cérium ou le néodyme a
partir de 10 a 20 mg/kg selon la TR, se traduit par une accumulation dans les noyaux hépatocytaires
de fagon dose-dépendante et dans les mitochondries dans une moindre mesure, pouvant entrainer la
génération d’espéces réactives de l'oxygéne et de radicaux provoquant des dommages

hépatocytaires. (Huang et al. 2011).

Chez I’Homme, ’exposition aux terres rares, qu’elle soit environnementale ou dans le cadre
professionnel, n’est pas sans risque sur I’organisme et des effets négatifs sont a noter malgré le
manque d’informations dans la littérature (Tableau 1). Dans des zones ou les individus sont exposés
aux terres rares, des pneumoconioses sont observées avec dans un cas la confirmation de la présence
de particules de cérium et de lanthane dans les tissus pulmonaires. Plus récemment, une
accumulation de terres rares dans les cuirs chevelus a été détectée pour des populations proches de

sites miniers, fortement corrélée avec la distance de la mine (Pagano et al. 2015).

Malgré ces observations, les interactions intracellulaires et les fonctions impliquées dans la
résistance ou la sensibilité a ces métaux sont trés peu connues actuellement. Néanmoins, des
organismes exposé€s survivent généralement a ces contacts prolongés et il est donc intéressant de

pouvoir mettre en évidence les mécanismes derriere les fonctions impliquées. Simples mutations ?
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Ou mécanismes plus conséquents comme des insertions/délétions, duplications... ? Et cela surtout
chez les eucaryotes ou les données manquent encore.

Tableau 1 : Quelques cas répertoriés d'effets des terres rares sur l'étre humain (Pagano et al., 2015)

Job No. cases Disease/other findings
Photoengraver 1 Interstitial pneumoconiosis
1 Pulmonary fibrosis/excess REE levels in lung biopsies
1 Pneumoconiosis/excess REE levels in lungs and in nails
5 Pneumoconiosis/excess REE levels in lungs
Movie projectionist 1 Pneumoconiosis
Movie projectionist 1 Pneumoconiosis
Optical lens polisher 1 Pneumoconiosis/Ce particulate deposits in the lungs
Crystal smelter and 1 Pleural plaque and interstitial lung disease

Movie projectionist
Crystal polisher 1 Dendriform pulmonary ossification

IV.6. Saccharomyces cerevisiae : généralités et interactions avec les métaux

Ainsi, I'utilisation de Saccharomyces cerevisiae comme modele eucaryote est approprié dans
cette conjecture. En détail, il s’agit d’un organisme eucaryote unicellulaire de 6 a 8 pm de diameétre
se présentant sous forme haploide ou diploide, trés utilis€ comme modele d’étude des cellules
eucaryotes par sa simplicité d’utilisation, son faible colit de culture et principalement grace a son
génome enticrement séquencé disposant des données fonctionnelles sur 85% des 5800 genes connus
(Gofteau et al. 1996). De plus, des études sur des mécanismes de résistance de S. cerevisiae sont
mis en évidence pour différents métaux et font intervenir une grande diversité de fonctions, a toutes
les échelles cellulaires. Pour le zinc et le cadmium, la chélation des métaux par des protéines riches
en cystéines, la dégradation protéique, I’homéostasie du fer, I’inactivation de certaines protéines
régulatrices ou encore certaines fonctions inconnues impliquant des déshydrogénases
interviendraient dans ces résistances (Lehembre et al., 2013, Figure 6). D’autres études montrent
¢galement 1’'implication de liaisons a I’ADN des métaux, de nombreuses protéines métal-
dépendantes (métallothionéines), du rdle essentiel de la vacuole dans la séquestration et la
détoxication, du rdle du glutathion et également d’interactions avec le cytosquelette (Mehra et

Winge, 1991; Gharieb et Gadd, 1998; Prévéral et al., 2006; Thorsen et al., 2009).

Unknown targets
Saccharopine dehydogenase
(zre1)/ yap1y)

Alcohol dehydrogenase (yap1.)
Hypothetical protein (yap11)

Protein degradation
Ubiquitins (zre1\ / yap1\)
SKP1 ubiquitin ligase (zrc1 )

Cd (yap1:/ yef1)y)

Metal chelation Fe homeostasis ?

Fungal metallothionein (ycf1\)
CRP, Cystein-rich proteins (ycf1)\))

BolA proteins (2re1\)

Figure 6 : Fonctions et geénes impliqués chez S. cerevisiae en réponse au Zn et le Cd (Lehembre et al., 2013)
Rouge / bleu /violet : phénotypes tolérants suite a la restauration du phénotype sauvage des souches mutantes zrcl (bleu),
yapl (rouge) ou les 2 (violet)
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En parallele, des interactions entre S. cerevisiae avec des terres rares existent déja dans la
littérature, faisant de lui un candidat idéal pour effectuer d’autres tests sur ces métaux. Parmi les
résultats publiés, on observe plusieurs effets des lanthanides envers le calcium : a des concentrations
proches de 1 mM une forte accumulation de TR s’effectue a la surface cellulaire, bloquant I’entrée
du calcium et I’apparition de la toxicité. A plus faibles concentrations, ces lanthanides sont absorbés
par la cellule et entreraient en compétition avec le calcium via I’entrée préférentielle du lanthane
par des canaux calcium spécifiques (Cch1/Mid1l) (Ene et al. 2015). Plus positivement, le lanthane
testé a 0,3 g/L agirait sur la croissance et le contenu lipidique de S. cerevisiae, par un effet supposé
de substitution au calcium ou de blocage de certaines enzymes calcium-dépendantes (Kolouchova
et al. 2016). L’ytterbium serait également capable de s’adsorber et s’accumuler sur les surfaces
cellulaires de S. cerevisiae (Jiang et al. 2012). Mais aucun mécanisme de résistance n’a encore été

mis en évidence pour les terres rares.

IV.7. L’ingénierie évolutive

Généralement, I’étude des mécanismes de résistance se met en place par des techniques de
criblage de banque de mutants, de mutagénése aléatoire ou dirigée ou encore de surexpression /
délétion de génes. Mais une méthode émergente se basant sur le principe de la sélection naturelle
pouvant analyser ces mécanismes de résistance, appelée I’ingénierie évolutive, est de plus en plus
utilisée du fait de nombreux avantages. En détail, elle permet d’exploiter les capacités d’adaptation
des microorganismes pour obtenir ou améliorer directement un phénotype souhaité, contrairement
aux méthodes indirectes plus aléatoires comme la sélection par des mutagenes. Les avantages sont
I’obtention de mutants résistants sans connaissances préalables sur les genes ou fonctions
impliquées et une meilleure compréhension de la dynamique et flexibilité¢ cellulaire par la
détermination des mécanismes moléculaires issus de cette stratégie (Cakar et al. 2009; Adamo et al.
2012). La ou les méthodes classiques comme 1’utilisation de banque de mutants ou de mutations
dirigées ne permettent pas de comprendre 1’incidence d’une pollution métallique a long terme, celle-
ci a I’avantage de « mimer » une interaction sur de longues périodes et de mieux comprendre

I’émergence de mécanismes adaptatifs pour lutter face a ces stress métalliques.

L’ingénierie évolutive est une technique appliquée avec succes dans la littérature sur S. cerevisiae
pour obtenir de nombreux résistants a de multiples métaux comme le nickel, le cuivre ou encore le
cobalt simplement par une augmentation progressive et controlée des concentrations métalliques
avec le temps. Elle a permis d’identifier des mécanismes de résistances allant de la régulation
génique avec des genes surexprimeés correspondant a une multitude de stress et de I’homéostasie du
fer, a ’accumulation (ou I’inverse) de métaux, de mécanismes de résistances communs ou

spécifiques en comparaison des résistants sur d’autres métaux et méme de la diploidisation d’une
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souche haploide (Cakar et al. 2005; Cakar et al. 2009; Adamo et al. 2012; Kiigiikgoze et al. 2013;
Turanli-Yildiz et al. 2017). Cette stratégie peut donc étre transposée dans le cadre de cette étude

pour mettre en évidence les mécanismes de résistance a des terres rares légeres et lourdes.

V. Objectifs du stage

Dans le cadre dans ce stage, 1’axe principal des recherches menées sera 1’étude des

mécanismes de résistance au lanthane et a 1’ytterbium, deux terres rares représentatives des LREE

et HREE respectivement, chez le mod¢le eucaryote S. cerevisiae. Actuellement, ces mécanismes
sont inconnus en ce qui concerne ces métaux malgré la richesse d’études sur les stress métalliques
et ces résultats seront novateurs au sein de ce sujet d’actualité. Ce projet de recherche s’inscrit dans
la problématique plus globale de la thése de GROSJEAN Nicolas, doctorant au LIEC, étudiant
I’impact des TR chez différents organismes modeles et I’étude des mécanismes de résistance par
criblage de banques de mutants, de mutants de transporteurs et de techniques omiques. Ici,

I’ingénierie évolutive sera la stratégie utilisée pour initier les premicres recherches sur le sujet de

par son approche plus directe, son efficacit¢ et sa facilit¢ d’utilisation dans un laboratoire.
Préalablement, un traitement par un mutagéne comme le méthanesulfonate d’éthyle (EMS) sera
appliqué afin d’augmenter la diversité génétique de la souche sauvage et d’améliorer les chances
d’obtention de mutants résistants a ces métaux. Ces souches mutantes obtenues par traitement EMS
seront a la base de I’ingénierie évolutive a la fois pour le lanthane et en parallele avec I’ ytterbium.
Les super-résistants apparus apres de nombreux cycles d’exposition a ces TR seront analysés par

des études génomiques, et des tests phénotypiques avec d’autres métaux seront réalisés pour

observer ou non des mécanismes de résistance communs ou spécifiques. Les résultats obtenus a la
suite de ces expériences introduiront dans le futur d’autres recherches pour mieux cerner I’impact

des exploitations, de I’utilisation et des pollutions induites par les terres rares sur le vivant.

V1. Matériels et méthodes
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Saccharomyces cerevisiae et conditions de culture

La souche haploide BY4741 (MATa his341 leu2A0 met1540 ura3A0) de Saccharomyces cerevisiae
est utilisée comme souche de référence (souche assimilée a une souche sauvage que nous
appellerons désormais Wt : wild type dans les expériences ci-apres). Les milieux de culture utilisés,
liquides ou solides via 1’ajout d’agar (15 g/l), sont le milieu Yeast extract Peptone Dextrose
« YPD » (pour 1L : extrait de levures 10 g, peptone 20 g, glucose 20 g) ; le milieu Yeast Nitrogen
Base « YNB » (pour 1L : YNB sans acides aminés 6,7 g, glucose 20 g, milieu synthétique sans
uracile pour levures 1,92 g, uracile 72 mg, pH 5,8) et le milieu Yeast Nitrogen Base avec [-
Glycerophosphate « YNB Gp » (pour 1L : YNB avec sulfate d’ammonium sans phosphate et sans
NacCl 5,7 g, KCI 548 mg, NaCl 100 mg, milieu synthétique sans uracile pour levures 1,92 g, uracile
76 mg, glucose 20 g, B-glycérophosphate 1 mM, pH 5,8). Les cultures sont incubées a 28°C et a
180 rpm pour les cultures liquides.

Les différents sels de métaux utilisés sont sous forme chlorure ((X)Cl> ou (X)Cl3) et les solutions
stock sont préparées a 1, 10, 100, 500 mM ou 1 M selon la concentration finale a ajouter dans un
milieu donné. Le milieu YNB Gp est le milieu de culture utilisé dans la majorité des expériences,
sauf pour les tests de résistance aux autres stress. Pour les tests phénotypiques sur géloses, des
photos sont prises a 2, 3 et/ou 7 jours d’incubation. Ces temps, permettant de visualiser une
croissance correcte, sont en effet variables selon les conditions et concentrations testées en lanthane

et en ytterbium.

Traitement mutagéne de S. cerevisiae par le méthanesulfonate d’éthyle (EMS)

Le traitement 3 P’EMS s’effectue sur la souche BY4741 de S. cerevisiae. Une culture (2.108
cellules/mL) de cette souche a été réalisée dans du milieu YNB et a été récoltée par centrifugation
24000 rpm pendant 5 min. Le culot a ensuite été lavé 3 fois avec du tampon phosphate 50 mM (pH
7.0) puis resuspendu avec du milieu YNB et séparé en deux afin d’inoculer deux flacons de culture
de 10 mL contenant le méme milieu. Du méthanesulfonate d’éthyle (EMS) (300uL), ou de I’eau
distillée dans le cas du traitement témoin, sont ajoutés avant de réaliser une incubation d’une heure
a 150 rpm. Puis, 3 mL de thiosulfate de sodium a 10% (v/v) sont ajoutés a des prélevements de 3
mL de la culture aprés 20, 30 et 60 min d’exposition. Les échantillons sont alors centrifugés a 4000
rpm pendant 5 min, suivi d’un lavage avec du milieu YNB. Cette étape a été répétée trois fois au
total. Finalement les culots sont resuspendus dans 6 mL de ce méme milieu et stockés a 4°C. Des
étalements de 4 réplicas sur milieu gélos¢é YPD des dilutions 10° (DO initiale = 1) a 10 des
populations traitées et témoins aux 3 temps d’exposition ont permis le calcul des taux de survie des

apres 3 jours d’incubation et dénombrement des UFC.
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Deéetermination des EC50 (concentration efficace médiane) des differentes souches

ou populations

Des cultures en phase exponentielle de croissance de S. cerevisiae traitée et non traitée a I’EMS
(DOe¢oonm 1nitiale = 0,15) ont été réparties en triplicas dans une microplaque 96 puits et mises a
incuber en présence de 10 concentrations de lanthane (37,5 uM a 262,5uM) ou de 10 concentrations
d’ytterbium (2,5 uM a 17,5 uM). La plaque a alors été incubée en lecture continue a DO 630 nm a
28°C pendant 16 a 24 h.

La méme approche a ét¢ menée afin de déterminer ce paramétre EC50 pour les mutants obtenus
apres I’expérience d’ingénierie évolutive. Ces différents échantillons ont été testés avec des
concentrations de 1 a 7 mM de lanthane ou avec 100 a 500 uM d’ytterbium.

Les EC50 (Umaxt¢moin/2) sont calculés a partir des taux de croissance p issus de ces tests.

Protocole d’ingénierie évolutive et obtention de clones résistants au lanthane ou a

Dytterbium

Le protocole d’ingénierie évolutive a été adapté des études menées par Cakar et al. (2005) et
Kiiciikgoze et al. (2013). Au premier cycle de 1’ingénierie, la souche traitée a I’EMS en phase
stationnaire a été utilisée pour ensemencer des cultures (DOsoonm initiale = 0,2) dans du milieu YNB
Gp contenant soit 25 uM de lanthane soit 1,5 uM d’ytterbium puis incubées 24 h. Les concentrations
utilisées correspondent respectivement aux EC10 de S. cerevisiae BY4741 pour le lanthane et
I’ytterbium. Ensuite, les cultures ont été centrifugées a 4000 rpm pendant 5 min et lavées deux fois
avec du milieu YNB Gp. Une partie des cultures est stockée a -80°C dans du glycérol 30% pour
conservation. La deuxiéme partie a été utilisée afin d’ensemencer comme précédemment de
nouvelles cultures contenant des concentrations croissantes en lanthane ou ytterbium. Dans le cas
ou la DO est inférieure a 6 apres 24 h, la culture est alors remise en incubation 24 h supplémentaires.
De nouveaux cycles de culture ont alors été réalisés de la méme fagon. La concentration en lanthane
ou en ytterbium est augmentée a chaque cycle jusqu’a une inhibition compléte de croissance
constatée a 24 h et 48 h. Le détail des différents paliers des concentrations de lanthane et d’ytterbium
est précisé dans la figure 7. Apres avoir atteint une inhibition compléte de croissance des cultures
aprés 48 h, c’est la culture a la concentration précédente qui constituera alors ce que nous
nommerons dans ce mémoire la population finale issue de 1’ingénierie au stress lanthane (Pop La)

et celle issue de ’ingénierie au stress ytterbium (Pop Yb). La stabilité¢ des résistances de ces
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populations finales sera testée par trois passages successifs dans du milieu YNB Gp puis un passage

dans la dernieére concentration en lanthane ou en ytterbium ou une croissance était observée.
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Figure 7 : Evolution des concentrations en lanthane (bleu) et en ytterbium (gris) utilisées lors des ingénieries
évolutives.

Isolement et distinction de clones résistants issus de ’expérience d’ingénierie
évolutive

Afin d’individualiser différents clones issus de chaque population finale résistante, des dilutions de
10° (DO = 1) a 107 des deux populations obtenues précédemment, ainsi que de celles de la souche
sauvage, ont été déposées et étalées sur géloses YNB Gp sans métal ou contenant de 1’ytterbium
(500 uM ou 700 uM) ou du lanthane (800 uM ou 1 mM). Apres 48 h de croissance, des colonies
individuelles ont alors été prélevées et repiquées sur milieu YNB Gp ; pour chaque population finale
(Pop La et Pop Yb), 42 colonies ont €té isolées sur milieu sans métal et 42 colonies sur milieu
amend¢é en métal. Ces 84 colonies ont été réparties dans une microplaque 96 puits, dans laquelle
ont été ajoutés 6 réplicas de la souche sauvage (Wt), 3 de la population initiale et traitée a ’EMS
(EMS 30) et 3 populations finales issues de 1’expérience d’ingénierie (EMS La et EMS Yb). Ainsi,

au total, deux microplaques de 96 clones ont été réalisées et incubées pendant 24 h.

Ces cultures meres (DO saturante) ont alors permis d’ensemencer de nouvelles cultures visant a
déterminer le niveau de résistance individuel de chaque clone au lanthane et a I’ytterbium. Un suivi
continu de la DO a 600 nm pendant 48h a ainsi ét¢ réalisé sur des réplicas (5 réplicas de chaque
microplaque) de ces milieux ensemencés a DO = 0,2. Les clones issus de 1’ingénierie a I’ytterbium
(EMS Yb) ont été testés de 500 a 800 uM d’Yb et les clones issus de 1’ingénierie au lanthane (EMS
La) ont été testés de 6,2 2 9,5 mM de lanthane. A 1’issu de ces tests les 15 clones les plus résistants
de chaque population issue des deux expériences d’ingénierie ont été¢ sélectionnés. Cette sélection

a €teé réalisée en calculant le ratio DO finale/DO initiale, a 500 uM d’Yb et a 7,5 mM de La.
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Les 15 clones les plus résistants au lanthane et les 15 clones les plus résistants a 1’ytterbium ont
ensuite été cultivés en milieu YNB Gp liquide, puis testés sur gélose afin d’affiner leur niveau de
tolérance. Les mémes témoins (Wt, EMS La, EMS Yb et EMS 30) ont également été incubés dans
les mémes conditions (milieu YNB Gp sous agitation). Aprés une croissance en phase saturante,
cing microlitres des dilutions 10° & 107 ont ensuite été déposées sur géloses YNB Gp sans métal,
en présence d’ytterbium (200 a 2000 uM) ou de lanthane (1 a 6 mM). Apres 48 h de croissance, un
niveau de résistance de +2 a +6 est attribué aux clones, en fonction du nombre de dilutions
supplémentaires ayant poussé¢ compar¢ a la souche Wt. Les résultats de cette expérience ont été
analysés et présentés sous forme de heatmaps créées a partir du package pheatmap du logiciel
Rstudio. A la vue des résultats obtenus, cinq clones différents phénotypiquement (niveaux de
résistance variés) issus de chaque expérience d’ingénieriec (EMS La et EMS Yb) ont ensuite été

sélectionnés pour les expériences complémentaires.
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Figure 8 : Schéma simplifié des étapes d'isolement des colonies sur géloses a la distinction des 15 meilleurs résistants pour les 2 expériences
d’ingénierie évolutive.

Tests de resistance des clones a d’autres stress

Afin de tester la résistance croisée a d’autres stress métalliques, les 5 clones EMS La et EMS Yb
ont été exposés a des concentrations toxiques de différents métaux. Des cultures meres de ces
derniers ont été réalisées dans des microplaques 96 puits contenant du milieu YPD jusqu’a
saturation. Cing microlitres des dilutions 10° a 10 de ces microplaques sont ensuite déposées sur
géloses YPD contenant les autres TR (excepté le prométhium), du nickel, cobalt, fer, zinc, cadmium,
gallium, indium ou aluminium. Les concentrations utilisées de ces différents métaux sont indiquées
dans le tableau 1. Un niveau de résistance (+2 a +6) ou de sensibilité (-2 a -6) a ét¢ attribué a chaque
clone en fonction de la croissance des différentes dilutions, en comparaison avec ceux de la souche

Sauvage.
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Tableau 2 : Gamme des concentrations des TR et des autres métaux utilisées dans les tests de résistance métallique.

Métal Concentrations (mM) Mzétal Concentrations (mM)
Sc 3,1-3,6 Er 3,6 —4,65

Y 34-39 Tm 3,25-43

Lu 3,15-4 La 43-6,6

Ce 3,6-5,8 Yb 32-5

Pr 5-17,5 Ni 0,5-5

Nd 3,9-4,65 Co 2,5-17

Sm 39-48 Fe 4-15

Eu 3,8—4 Zn 35-14

Gd 3,8—4,1 Cd 0,1-0,2-0,3
Tb 3,75-4 In 7,5-38,5

Dy 3,6-4 Al 8—-10

Ho 3,75-4,8 Ga 15,75 - 18

Un stress oxydant réalisé avec du peroxyde d’hydrogéne (H20>) a également été réalisé en exposant

les clones a des concentrations croissantes de 0,5 a 10 mM dans du milieu YPD solide.

Les résultats de cette expérience sont regroupés sous forme de deux heatmaps créées a partir du

package pheatmap du logiciel Rstudio.

Dosage du lanthane et de [’ytterbium par ICP-MS

Les 10 clones EMS La et EMS Yb ont tout d’abord été cultivés dans 300 mL de YNB Gp. Lorsque
les cultures ont atteint la phase exponentielle de croissance (DO = 0,8), les souches ont été exposées
pendant une heure a 50 uM de lanthane pour les mutants EMS La et a 6 uM d’ytterbium pour les
mutants EMS Yb. Les cultures ont ensuite été récoltées a 4°C (centrifugation d’une min a 4500
rpm). Les culots obtenus ont été lavés trois fois dans 1 mL d’une solution ’EDTA (20 mM MES,
10 mM EDTA, pH 6) et trois fois dans 1 mL d’eau ultra-pure. Apres centrifugation a 8000 g pendant
30 s, les culots cellulaires ont été séchés a 60°C pendant 24 h. L’analyse de la teneur en lanthane et
en ytterbium par ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, X Series I Model,
Thermo Fischer Scientific, Courtaboeuf, France) a été sous-traitée au laboratoire Chrono-
Environnement de I’Université de Franche-Comté (Besangon). La validité¢ de la méthode d'analyse
a été vérifiée au moyen d'un matériau de référence standard (feuilles de tabac oriental (basma),

INCT-OBTL-5, LGC Promochem, Molsheim, France).

Extraction et dosage des ADNg

Les ADN génomiques des 10 clones sélectionnés, ainsi que de la souche sauvage, ont été extraits

et purifiés a 1’aide du kit DNeasy® Plant Mini (Qiagen®) selon les recommandations du
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fournisseur. Dix millilitres des cultures saturantes ont été récoltés par centrifugation (5 min a 4500
rpm). La pureté¢ des ADNg a été observée sur gel d’agarose a 1% (v/v) et par spectrophotométrie
(ratio A260nm/A280nm). Les ADNg ont également été dosés a 1’aide du kit Quant-iT™
PicoGreen® selon les recommandations du fournisseur. La concentration d’ADNg extraits des
différents clones a été calculé a 1’aide d’'une gamme étalon qui a été effectuée en utilisant des
standards d’ADN dilués (de 1 pg/mL a 1 ng/mL). Aprés ajout de PicoGreen®, la fluorescence des
¢chantillons a été mesurée a 520 nm apres excitation a 480 nm. Les concentrations ont été calculées

comme indiqué ci-dessous :

[ADN]ng/mr = ((((As200m-0,47) /0,44)) * 200) / 1000

Séquencage et analyses des ADNg des clones résistants

Les ADNg extraits ont été séquencés par méthode Illumina par la société Microsynth AG (Balgach,
Suisse). Une librairie Illumina TruSeq a été préparée, puis le séquengage de fragments de 75 bp
(paired-end) a été effectué¢ par Illumina NextSeq 500 v2. Les données de séquencage ont été
organisées et comparées a la souche de référence S. cerevisiae BY4741 par VALOT Benoit,
ingénieur bio-informaticien a I’'UMR 6249 Chrono-Environnement de Besancon. Afin de
déterminer la présence ou 1’absence de geénes, il a été réalisé un sous-échantillonnage aléatoire des
reads issus du séquencgage afin d’obtenir une couverture moyenne de 80x, puis un alignement des
reads a la souche de référence BY4741 par le logiciel Burros Wheeler Aligner (bwa, algorithme
mem). Le comptage des reads couvrant les phases codantes des différents génes (minium de 20 bp
de recouvrement, qualité¢ d’alignement de 20 minimum) a été réalisé avec le script FeatureCounts.
La détection de SNP (single nucleotide polymorphism) et d’ INDEL (insertion/délétion) a été faite
par alignement des reads bruts sur le génome de la souche de référence BY4741 comme
précédemment. Les variants (SNP, INDEL) ont pu étre obtenus par le logiciel Freebayes (qualités
des bases et alignement supérieur a 20, minimum de 10 reads supportant 1’all¢le variant). Enfin, la
phylogénie a été réalisée par la concaténation des variants pour chaque échantillon (alignement
multiple de 670 bp) et une analyse phylogénétique bayésienne avec le logiciel MrBayes utilisant un
modele GTR+G. L’analyse a été réalisée avec 2 chaines sur 1000000 de générations avec obtention

d’un arbre moyen.

Analyses statistiques des résultats

Les tests post hoc ANOV A unidirectionnels et Tuckey HSD ont été utilisés lorsque la normalité des
données et les conditions d'homoscédasticité ont été respectées. Dans les autres cas, des écarts-types

standards par rapport a la moyenne des réplicas ont été réalisés.
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VII. Résultats et discussion

VIIL.1. Mutagénése par traitement a ’EMS

1a. Effet de PEMS sur la viabilité cellulaire

Préalablement a I’expérience d’ingénierie évolutive, la souche sauvage S. cerevisiae BY4741 a
¢été traitée au méthanesulfonate d’éthyle (EMS) dans le but d’augmenter la variabilité génétique de
cette souche. Briecvement, ’EMS est un agent mutagene provoquant des mutations aléatoires et
permettant la substitution de paires G:C en paires A:T (Lawrence 1991). Cette étape permettra
d’optimiser I’effet de I’ingénierie évolutive par 1’obtention d’une population de mutants avec une
variabilité génétique, potentiellement capable d’évoluer plus facilement face a un stress métallique

engendré par les TR.

Afin d’appliquer un traitement optimal a I’EMS, la souche WT a été exposée a cet agent mutagéne
pendant trois temps différents (20, 30 et 60 min). Cette étape avait pour but d’obtenir un pourcentage
de survie adéquat compris entre 10 et 40%, attestant d’un effet optimal de cet agent comme
précédemment décrit dans la littérature (Lawrence 1991; Cakar et al. 2009). Apres dénombrement

des UFC a la suite des différents traitement testés (Figure 9a), les taux de survie ont été calculés

(Figure 9b).
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Figure 9a et b : Croissance de S. cerevisiae sur les 2 traitements (EMS et témoin) (a) et viabilité des cellules apres différents
temps de traitement a l'EMS (b). En bleu la souche traitée a I'EMS, en orange la souche non traitée (n = 4).

On observe sur la figure 7a que 1’augmentation du temps d’exposition & ’EMS diminue le
nombre de cellules viables. En effet, le taux de survie atteint 38% apres 20 min de traitement, pour
diminuer jusqu’a 9% apres 1h. Ces résultats correspondent aux effets attendus de I’exposition a
I’EMS, provoquant une diminution de la viabilité cellulaire par des mutations trop nombreuses et/ou
touchant des fonctions essentielles au développement cellulaire (Lawrence 1991). La population

obtenue apres 30 min d’exposition, avec 23% de survie, satisfait les critéres de survie précédemment
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énoncés. Cette population présente une diversité génétique suffisante et sera ainsi utilisée pour la

suite des expériences. Nous la nommerons S. cerevisiae Pop EMS 30 dans la suite de la discussion.

1b. Comparaison du niveau de résistance des souches

(détermination des EC50)

Premiérement, nous souhaitions estimer si la population Pop EMS 30 n’était pas plus résistante,
ou sensible, que la souche de départ (non traitée), auquel cas nous ne pourrions pas juger de I’effet
réel de I’expérience d’ingénierie évolutive. Ainsi, I’EC50 (concentration efficace médiane), qui
correspond a la concentration d’un agent pour laquelle le taux de croissance p est réduit de 50%, a
¢été calculé pour le lanthane et I’ytterbium (Figures 10a et 10b). Ces tests de tolérance au lanthane
et a ’ytterbium ont également permis de déterminer les EC10 (concentration inhibant 90 % de la
croissance cellulaire) qui ont été utilisées comme concentrations de départ de 1’expérience

d’ingénierie évolutive (Cakar et al. 2009; Kiigiikgoze et al. 2013).
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Figure 10a et b : Détermination des concentrations en ytterbium (a) et lanthane (b) réduisant de 50% le taux de croissance de la population
traitée a I'EMS (Pop EMS) et de S. cerevisiae BY4741 (non traitée).

En orange, S. cerevisiae BY4741 et en bleu S. cerevisiae Pop EMS. Les marqueurs ronds sont associés aux courbes des taux de croissance |
et les triangles aux droites de détermination des EC50 (n = 3).

Les courbes des taux de croissance spécifique (pn) des souches testées en fonction de
concentrations croissantes de terres rares ont ainsi permis de déterminer les EC50 (50% [max
témoin) comme correspondant a 6 uM d’ytterbium et 153 uM de lanthane pour la souche sauvage
et 7,5 uM d’ytterbium et 168 uM de lanthane pour S. cerevisiae Pop EMS (Figure 9 a et b). La
faible différence entre les EC50 des deux populations testées, potentiellement due au traitement
EMS, est considérée comme négligeable. Ainsi, S. cerevisiae Pop EMS 30 a été utilisée comme

population initiale dans I’expérience d’ingénierie évolutive.
VII.2. Ingénieries évolutives

La population Pop EMS a été exposée pendant plusieurs semaines a des concentrations

croissantes de lanthane et d’ytterbium afin d’obtenir des mutants résistants aux terres rares utilisées.
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Ces expositions a long terme, croissantes et sur des populations en phase stationnaire permettent
aux cellules de s’adapter progressivement a la présence de ces métaux par le développement de
mécanismes de résistances qui seront étudiés par la suite. Les concentrations initiales utilisées
¢taient de 25 puM et 1,5 uM de lanthane et d’ytterbium respectivement. Par la suite, les
concentrations ont été progressivement augmentées jusqu’a atteindre une inhibition de croissance

des cultures (DOgoonm < 0,6 aprés 48 h).

2a. Adaptation de la population Pop EMS au lanthane

Apres un total de 29 passages successifs dans du milieu supplémenté en lanthane, la population
a acquis une résistance accrue et a été capable de croitre jusqu’a une concentration de 6,2 mM de
lanthane. A partir du 21°™ cycle (500 uM), le pas de concentration d’exposition a été augmenté
jusqu’a atteindre la concentration finale de 6,2 mM. La figure 10 ci-dessous montre I’évolution de

la croissance de cette population aux différentes concentrations par mesure de la DOgoonm & chaque

cycle.
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Figure 11 : Evolution de la croissance de la population traitée a I'EMS (pop EMS) aux différents cycles d'exposition
au lanthane. En bleu, les DO mesurées a 24h et en orange les DO mesurées a 48h.

D’apres la figure 11, on remarque que la croissance a 24h diminue progressivement avec les
cycles d’exposition jusqu’a atteindre une DO finale de 0,54 a 6,2 mM de lanthane. On observe une
tendance similaire pour les DO a 48h, qui diminuent progressivement jusqu’a atteindre une valeur
finale de 0,58 a 6,2 mM. De plus, on constate une croissance élevée a 24h jusqu’au 14°™ cycle de
I’ingénierie (350 pM) puis une diminution de plus en plus importante jusqu’a la fin, suggérant une
toxicité plus importante a chaque cycle. La méme chose est constatée a 48h jusqu’au 25°™ cycle
(2,2 mM), avec une forte diminution de 2,2 mM a 6,2 mM. La population obtenue a I’avant dernier
cycle, qui continue a se développer a 5,2 mM de lanthane, est la population finale, résistante au La,

que nous nommerons dans la suite de cette étude comme la population « Pop La». Les

24



concentrations aux 14°™ cycle et 25°™ cycle semblent étre des valeurs limites pour une croissance

optimale sur 24h et 48h respectivement.

2b. Adaptation de la population Pop EMS a ’ytterbium

L’ingénierie évolutive effectuée avec de I’ytterbium a nécessité un total de 38 passages successifs
dans du milieu supplémenté en cette terre rare. De facon similaire au lanthane, le pas de
concentration en ytterbium est augmenté lors des 10 derniers cycles de I’ingénierie. Les différentes

mesures de DO a 24h et 48h sont présentées dans la figure 12.
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Figure 12: Evolution de la croissance de la population traitée a I'EMS (Pop EMS) aux différents cycles d'exposition a
I'ytterbium. En bleu les DO mesurées a 24h et en orange les DO mesurées a 48h.

D’apres la figure 12, et comme précédemment pour le lanthane, la DO mesurée diminue
progressivement avec 1’augmentation de la concentration en ytterbium dans le milieu, jusqu’a
atteindre une concentration finale de 700 uM. On observe également une croissance fortement
diminuée dans les cycles d’exposition plus tardifs. Ainsi une tres forte diminution de la croissance
a 24h est observable entre le 32 et 33 cycle (150 — 200 uM), et de fagon similaire a 48h dés le
34°m¢ cycle (300 uM). La population obtenue a I’avant dernier cycle, qui continue a se développer
a 600 uM de d’ytterbium, est la population finale résistante a 1’ytterbium, que nous nommerons
« Pop Yb » dans la suite de cette étude. Les concentrations de 150 uM et 300 uM semblent étre des

valeurs limites pour atteindre une croissance optimale apres 24h et 48h d’incubation.

2c. Stabilité du phénotype de résistance dans les populations Pop
La et Pop Yb

Afin de confirmer la stabilité des résistances de ces populations (Pop La et Pop Yb), leurs
croissances ont été confirmées sur I’avant derniere concentration utilisée lors de leur expérience
d’ingénierie évolutive respective (600 uM d’Yb et 5,2 mM de La), et ceci apreés 3 passages

successifs au préalable dans du milieu de culture YNB Gp sans terre rare. Ces 3 passages avaient
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pour but d’observer si les phénotypes de résistance obtenus étaient maintenus apres des croissances
sans pression de sélection.

Pour les deux expériences d’ingénierie évolutive, on remarque que les populations finales (5,2
mM pour le lanthane et 600 uM pour I’ytterbium) sont capables de croitre sur des concentrations
plus ¢levées que la souche sauvage (Annexe 2). Cette observation suggere 1’apparition de
mécanismes de résistance a ces métaux et le succes de cette stratégie. Ces différences de croissance
avec les populations initiales traitées a ’EMS sont similaires a celles reportées pour d’autres
expériences d’ingénierie évolutive, tel que pour le nickel et le cobalt, avec une population finale
pouvant croitre sur des concentrations beaucoup plus €levées avec des taux de survie de 50 (nickel)

a 9800 (cobalt) fois plus importants que la souche de référence (Cakar et al. 2009; Adamo et al.
2012; Kiigiikgoze et al. 2013).

VII.3. Distinction et isolement des mutants résistants

3a. Séparation des mutants

Des dilutions des populations Pop La, Pop Yb et S. cerevisiae BY4741 WT ont été étalées sur
milieu YNB sans terre rare, avec ytterbium ou avec lanthane dans le but d’obtenir des colonies
individuelles afin d’effectuer un premier tri sur I’ensemble des clones résistants. Cette étape permet
de sélectionner des mutants potentiellement différents qui composent ces populations et

indirectement des mécanismes de résistance sous-jacents différents (Figure 13).

YNB Yb La YNB Yb La
a Gp 500 700 800 1000 Gp 500 700 800 1000 b

ou a l'ytterbium (Pop Yb). Des dilutions de 10° (a) et 1073 (b) ont été étalées en présence de 500 et 700 uM d’ytterbium, 800
et 1000 uM de lanthane, ou sur milieu sans terre rare. Les photographies ont été prises apres 3 jours d’incubation a 28°C.

D’apres la figure 13, on remarque que Pop La est capable de croitre sur 800 et 1000 uM de
lanthane, ainsi que sur 500 uM d’ytterbium a une dilution de 10, Malgré tout, la population Pop
La pousse sur les concentrations des deux terres rares lorsqu’il n’y a pas de dilution (10°%). A la
dilution 102, la Pop Yb est capable de pousser a des concentrations de 500 pM et 700 uM
d’ytterbium, mais pas sur lanthane, excepté lorsqu’il n’y a pas de dilution de la population (a 800
uM). Quant a la souche sauvage, celle-ci ne pousse pas aux concentrations de lanthane et
d’ytterbium testées quelle que soit la dilution. Ces tests phénotypiques sur boites confirment donc

dans un premier temps le caractére résistant des populations issues de I’expérience d’ingénierie
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évolutive. De plus, il est intéressant de constater un phénomeéne de résistances croisées pour Pop La
et Pop Yb sur les 2 TR, suggérant 1’existence de mécanismes de résistances potentiellement
communs, mais également spécifiques puisque les résistances ne sont pas équivalentes.

A partir de ces tests, des colonies (84 pour Pop La et Pop Yb) ont été prélevées aléatoirement sur
milieu avec et sans lanthane pour Pop La (42 de chaque), et avec et sans ytterbium pour Pop Yb (42

de chaque). Ces mutants ont ensuite ét¢ répartis sur 2 microplaques distinctes.

3b. Distinction des mutants isolés

Le deuxiéme tri a été effectué en testant la résistance de ces mutants (isolés sur 7,5 mM de
lanthane pour les mutants issus de Pop La et sur 500 uM d’ytterbium pour les mutants issus de Pop
Yb) afin de sélectionner les mutants les plus résistants a chacune des deux terres rares. Un ratio de
croissance entre la DO finale aprés 24 h de croissance et la DO initiale a t0 a ainsi été calculé a

partir des résultats de croissance de chaque souche (Figure 14).
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Figure 154a et b: Croissance des clones isolés sur boites et testés en présence de 7,5 mM de lanthane pendant 24h pour les clones Pop La (a) et 500 uM
d ytterbium pendant 48h pour les mutants EMS Yb (b). Le suivi de croissance s effectue a DO 600 nm. Certains mutants compris entre H7 et C11 (a) et H2
et G6 (b) ont été enlevés pour gagner de I’espace au vu de leurs ratios identiques (2 pour a. et 3 pour b).
Orange : ratio Pop La (a) et Pop Yb (b) ; Jaune : ratio population Pop EMS 30 ; Violet : ratio souche sauvage BY4741 et Bleu : ratios mutants isolés
D’apres ces 2 graphiques, on remarque dans les 2 cas que les populations finales ont un ratio de
croissance supérieur (Pop La : ratio =7 ; Pop Yb : ratio = 4,5) a la population de départ (EMS 30)
et a la souche sauvage (a. : ratio = 2 ; b. : ratio = 3), confirmant a nouveau la résistance de ces
] 9 9: J4 . , , .

populations finales. Lorsque I’on s’intéresse aux mutants isolés, 3 catégories sont observables.

Premierement, nombre d’entre eux sont aussi résistants que la souche sauvage (a. : ratios =2 ; b. :

ratios = 3). Deuxiémement, certains mutants ont une résistance faible, supérieure a la souche

sauvage, mais inférieure a la population finale (a. : ratios entre 2 et 7 ; b. : ratios entre 3 et 4,5).

Enfin, une faible proportion de ces mutants a un ratio de croissance supérieur a la population finale

(ratios supérieurs a 7 (a) et 4,5 (b)), ceux-ci correspondent ainsi aux mutants les plus résistants

parmi les colonies isolées.

Pour conclure, les populations finales issues des expériences d’ingénierie (Pop La et Pop Yb)

constitueraient un ensemble de mutants avec des résistances trés variables, dont certains d’entre eux
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ne semblent, a priori, pas avoir développé de mécanisme de résistance. On peut ¢galement supposer
que ces mécanismes de résistance sont non visibles a ces concentrations puisque leur croissance est
fortement inhibée, a hauteur des témoins. La présence de ces derniers dans les populations finales
peut s’expliquer par le développement des meilleurs mutants résistants qui les « protégeraient »
d’une exposition directe au métal. Des cellules formeraient une barriére de par leur sédimentation
et/ou par les relargages de composés cellulaires, tel que des acides aminés pendant leur lyse. Ces
parois, membranes et autres composés cellulaires pourraient chélater une partie des métaux et
fournir des nutriments nécessaires au développement des plus sensibles (Machado et al. 2008;
Hosiner et al. 2014). Autres hypothéses, les meilleurs résistants pourraient diminuer la
concentration en terre rare du milieu de culture par une forte bioaccumulation, mécanisme retrouvé
pour le nickel chez un résistant aprés ingénierie évolutive au méme métal, ou une forte adsorption
et/ou absorption des TR aux surfaces et compartiments cellulaires issues d’une croissance plus
rapide, permettant le développement des plus sensibles lorsque la concentration n’est plus critique
(Kiiciikgoze et al. 2013; Ene et al. 2015; Pagano 2016). Ces mémes résultats ont également pu étre
observés avec les expériences d’ingénierie évolutive au cobalt, nickel et bore ou I’hétérogénéité des
populations finales était démontrée par la présence de clones peu résistants a trés résistants (Cakar

et al. 2009; Sen et al. 2011; Kiiclikgdze et al. 2013).

A Tlissu de cette expérience, les 15 mutants les plus résistants de chaque expérience ont été
sélectionnés pour des tests phénotypiques permettant de mieux les distinguer. L’observation de leur
résistance de fagon semi-quantitative avait pour objectif de sélectionner un pool restreint de mutants

qui seront étudiés plus finement par la suite.

3c¢. Distinction phénotypique des clones résistants

Les 30 clones sélectionnés via 1’étape précédente ont ét¢ nommés en fonction de leur
position dans la microplaque (mutants La pour ingénierie au lanthane et Yb pour ingénierie a

I’ytterbium) :

Tableau 3 : Mutants les plus résistants au lanthane ou a | 'ytterbium

Mutants résistants au lanthane Mutants résistants a I’ytterbium
La D5 La A7 Yb H6 Yb F5
La E2 LaBI2 Yb B3 Yb A10
La D7 La B6 Yb D6 Yb A3
La G9 LaEI2 Yb A5 Yb G3
La B7 La H4 Yb BS Yb B10
LaE10 La G10 Yb B4 Yb B11
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La C7 LaCl2 Yb D9 Yb Cl1
La C10 Yb C7

Afin de mieux les différencier, 5 uL des dilutions allant de 10° 2 10~ sont déposés a la fois sur
milieu YNB Gp lanthane et sur YNB Gp ytterbium. Ces tests croisés permettent de distinguer les
mutants en fonction de leur niveau de résistance aux 2 métaux, déterminé par comparaison avec la
croissance de la souche wt. Les niveaux de résistances peuvent ainsi aller de +2 a +6 suivant le
nombre de dilutions ayant poussé en présence de TR (les spots +1 ne sont pas pris en compte)

(Figure 15, annexe 3).
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Figure 15a et b: Heatmaps des mutants résistants au lanthane (a) et a [’ytterbium (b) a 2 jours de croissance. Les concentrations indiquées sont
les plus pertinentes pour distinguer les résistants d 'une expérience d’ingénierie entre eux. 2 a 6 = niveau de résistance. Plus le mutant est
proche de 6, plus le mutant est résistant.
D’apres la heatmap des mutants résistants au lanthane (a), on remarque que les mutants n’ont

pas le méme niveau de résistance au lanthane, et de la méme manicre a I’ytterbium. On peut alors

les catégoriser comme suivant pour les mutants tres résistants au lanthane (+6) et non résistants a

I’ytterbium : G9, B7, C7, A7 ; les mutants tres résistants au lanthane (+5) et faiblement a 1’ytterbium

(+2) : D7, E10 ; résistants au lanthane (+3) et a I’ytterbium (+2) avec B6 et C12 ; moyennement

résistants au lanthane (+3) avec E12, B12, H4, G10, C10 et peu résistants au lanthane (+2) avec D5

et E2. Les clones appartenant a ces deux derniéres catégories ne sont pas résistants a 1’ytterbium.

De la méme maniére, la méme classification peut étre faite avec les mutants issus de la
population Pop Yb (b) ; les mutants trés résistants a 1’ytterbium (+4/5/6) et au lanthane (+4/5/6)
avec D9, F5, C7, A10, B1, moyennement résistant a I’ytterbium (+2/3) et au lanthane (+2/3) avec
H6, B3, D6, G3, B4, AS, BS5, A3 et moyennement résistant a 1’ytterbium (+3) et non résistant au
lanthane avec B11 et C11

Ces tests phénotypiques ont permis de montrer que les différents mutants isolés n’ont pas des
résistances identiques sur les 2 métaux ni entre les 2 expériences d’ingénierie. Ces résultats
suggerent que les mécanismes de résistance pourraient étre différents entre ces catégories. Ils

peuvent tout de méme étre identiques mais avec une intensité variable (par exemple s’il s’agit d’une
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ou plusieurs duplications). De plus, ils sont probablement différents pour les mutants issus des
expériences d’ingénieries au lanthane et a I’ytterbium. Ces tests confirment plus précisément la
résistance croisée déja observée auparavant pour des mutants des populations EMS exposée aux
deux TR (Figure 12). Chaque catégorie phénotypique est ainsi considérée comme différente et les
clones d’une méme catégorie comme possédant probablement des mécanismes d’adaptation aux

terres rares identiques.

Dans I'optique d’avoir une vue plus fine sur les différents mécanismes de résistance qui sont
apparus a I’issue des expériences d’ingénierie, un mutant de chaque catégorie identifiée a été

sélectionné pour les expériences complémentaires (Tableau 6).

Tableau 4 : Mutants sélectionnés suite a la catégorisation des 30 mutants résistants.

Ingénierie au lanthane Ingénierie a I’ytterbium
La G9 Yb B10

La D7 Yb C7

LaE12 Yb Cl1

La E2 Yb D9

La B6 Yb G3

VI1.4. EC50 des mutants résistants

4a. Mutants résistants issus de I’ingénierie au lanthane
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Figure 176 : Détermination de I'EC50 des mutants résistants au lanthane. Les cercles représentent les taux de croissance u et
les triangles les EC50.
Jaune : La E2 ; Vert:LaD7 ; Bleu:LaG9 ; Rouge:LaEl2 ; Orange:LaB6 Violet : Wt

Les EC50 présents sur la figure 16 sont les suivants avec 5,50 mM pour E12, 4,30 mM pour D7,
3,50 mM pour G9, 2,5 mM pour E2 et 2,45 mM pour B6.
Pour rappel, ’EC50 de la souche sauvage est de 153 uM de lanthane. On peut alors établir des

« ratio » de résistance entre cette souche et les mutants résistants.
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Ainsi, la souche E12 est 36 fois plus résistante que la souche sauvage, D7 28 fois, G9 23 fois et E2
et B6 16 fois plus résistantes. Comparé aux tests sur boites réalisés précédemment, on aurait pu
s’attendre a un ordre similaire des résistants mais ce n’est pas le cas. Par exemple, E12 qui est ici
le plus résistant des 5 mutants n’était noté que +3, B6 également. G9 était le clone le plus résistant
(+6), et n’est retrouvé ici qu’en 3°™ position. Evidemment, les conditions des 2 expériences sont
différentes, avec d’un coté I’étude sur milieu solide et de 1’autre en milieu liquide. La phase de
croissance des cellules n’est pas non plus la méme, entre les tests sur boites réalisés sur des cultures
en phase stationnaire et les EC50 sur des cultures liquides en phase exponentielle. Il est donc
intéressant de constater I’importance des conditions de départ sur le phénotype de résistance.
Quoiqu’il en soit, dans les deux cas, les EC50 confirment que les clones sélectionnés sont tres

résistants au lanthane, en comparaison a la souche sauvage.

4b. Mutants résistants issus de I’ingénierie a I’ytterbium
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Figure 17 : Détermination de I’EC50 des mutants résistants a l'ytterbium. Les cercles représentent les taux de croissance |, les
triangles les EC50
Bleu : YbCll Gris : YbB10 ; Vert:YbC7 ; Orange:YbG3 ; Rouge:YbD9 ; Violet: Wt

De maniére similaire aux données issues des analyses des mutants résistants au lanthane, on
remarque différents niveaux de résistance apres détermination des EC50 avec 250 uM pour D9, 245

uM pour B10, 223 uM pour C7, 90 uM pour C11 et 64 uM pour G3.

En comparaison avec la souche sauvage (EC50 = 6 uM), les mutants D9 et B10 sont 40 fois plus
résistants a I’ytterbium par rapport a la souche sauvage et C7 est proche avec un ratio de résistance
de 37. Quant a C11 et G3, ils ont des ratios beaucoup plus faibles avec des valeurs de 15 et 10
respectivement. En comparaison avec les tests phénotypiques sur boites, I’ordre des niveaux de
résistance est cette fois bien respecté, avec Yb D9, B10 et C7 dans la 1° catégorie et Yb C11 et G3

dans les derniéres.

Donc les mutants isolés ont bien des niveaux de résistance différents, confirmés par la disparité
des EC50 observés. En conclusion, les mutants résistants au lanthane sont de 16 a 36 fois plus
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résistants que la souche sauvage, et les mutants résistants a 1’ytterbium le sont de 10 a 40 fois,
impliquant donc dans les deux cas un ensemble de mécanismes de résistance tout autant variés qu’il

reste a identifier.

VIL.S. Dosage du lanthane et de ’ytterbium dans les cellules

Afin d’apporter les premicres données permettant de mieux comprendre les mécanismes sous-
jacents de résistance aux deux métaux, le contenu des cellules en lanthane et en ytterbium ont été
dosés chez les cinqg mutants sélectionnés des deux expériences d’ingénierie évolutive (Figure 18).
En effet, un mécanisme de bioaccumulation ou de diminution de la quantité en métal intracellulaire

pourrait faire partie des mécanismes de résistance a ces terres rares.
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Figure 18a et b : Contenu en lanthane (a) et en ytterbium (b), déterminé par ICP-MS, des mutants résistants et wt exposés pendant une heure a
50 uM de lanthane ou 6 uM d’ytterbium. Apres exposition au métal, les cellules ont été rincées 3 fois dans une solution d’EDTA , puis 3 fois
dans de l’eau.. Les tests statistiques sont des tests ANOVA (p-value < 0,05). Une lettre différente (a a d) indique une différence significative.

Pour le dosage du lanthane, on remarque que la quantit¢ de lanthane intracellulaire est
significativement plus faible pour tous les résistants comparés a la souche sauvage (< 160 ppm).
Trois groupes apparaissent ici avec E12 et G9 (130 ppm), E2 et D7 (70 ppm) et B6 avec 120 ppm.
Plus précisément, E12 et G9 accumuleraient 19% de lanthane en moins, B6 25% et E2 et D7 56%
par rapport au sauvage.

Pour le dosage du contenu en ytterbium, les mutants contiennent également significativement
moins de cet élément par rapport a la souche sauvage (< 90 ppm). Nous pouvons observer 2 groupes
significativement différents avec d’un co6té le clone C7 (55 ppm YD) et les quatre autres clones G3,
C11, D9 et B10 accumulant environ 40 ppm. En détail, C7 accumulerait 40% d’ytterbium en moins
que le sauvage, alors que les autres présentent une bais