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ACP : Analyse par composantes principales

ADN : Acide désoxyribonucléique
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sRNA: Small ribonucléique acids

BGC : Biosynthetic Gene Cluster

antiSMASH : antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell
DAD : Diode Array Detector

Derep : Dereplication

DO : Densité optique

JGI : Joint Genome Institute

GC-MS : Gaz chromatography coupled with mass spectrometry
GNPS : Global Natural Product Social Molecular Networking
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LC-DAD : Liquid chromatography coupled with UV-visble DAD
LC-MS : Liquid chromatography coupled with mass spectrometry
Mb : Mégabase

ml : millilitre

MLST : MultiLocus Sequence Typing

NCBI : National Center for Biotechnology Information

nm : nanometres

MS : Métabolites Spécialisés



NRP : Non-Ribosomal Peptide

NRPS : Non ribosomal Protein Synthase

nt : Nucléotide

ORF : Open Reading Frame

PGPR : Plant growth-promoting rhizobacteria

pH : Potentiel hydrogéne

PKS : Polyketide Synthase

PLS-DA : Partial Least square discriminant analysis

QS : Quorum sensing

RAST : Rapid Annotation using Subsystem Technology
RIPP : RlIbosomally synthetized and Post-translationally modified Peptide
RPM : Rotations Par Minutes

SMs: Specialized Metabolites
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INTRODUCTION GENERALE : « DE L’ANTIBIO-RESISTANCE AU BESOIN URGENT DE NOUVELLES
MOLECULES BIOLOGIQUES DANS DIFFERENTS SECTEURS »

L'accroissement de la résistance aux antibiotiques a été l'une des premieres
conséquences de leur utilisation répandue et incontrolée. Pour comprendre
I'antibiorésistance et le besoin de nouvelles molécules, il est important de présenter son

historique.

L’ére des antibiotiques a été inaugurée par le travail de nombreux scientifiques. En
1929, Alexander Flemming publie ses travaux de recherches sur I'isolement de la pénicilline a
partir du champignon Penicillium (Fernandes, 2006). En 1935, |'efficacité antibactérienne in
vivo de cette molécule a été démontrée puis sa production a grande échelle a été
industrialisée dans les années 1940 (Fernandes, 2006). Cette industrialisation a été suivie par
I'isolation et le développement d’'un nombre important d’antibiotiques tels que les
tétracyclines, les macrolides ou encore les rifamycines (Fernandes, 2006). Durant cette
période appelée I'age d’or des antibiotiques, le nombre de morts causé par des infections
bactériennes a grandement diminué (Fernandes, 2006). Entre les années 60 et 70, des souches
bactériennes multi-résistantes ont commencé a émerger et, de nouveau, un effort sur la
recherche d’antibiotique a été effectué. Pour cela, de nouvelles approches ont été utilisées
comme celle de I’hémi-synthése mise en place par les chimistes (Fernandes, 2006). Autour des
années 80, les compagnies pharmaceutiques ont eu des difficultés a identifier d’autres dérivés
issus de procédés chimiques pour contrer |’évolution (acquisition de résistances aux
antibiotiques) des bactéries sous la pression de I'utilisation abusive des antibiotiques dans les
domaines cliniques et agricoles. Les mécanismes évolutifs conférant la résistance sont
principalement liés aux transferts de génes sous la pression de sélection (MacLean and San
Millan, 2019). De nouvelles recherches ont été effectuées afin de découvrir de nouveaux
antibiotiques mais a chaque fois qu’un antibiotique est découvert une nouvelle forme de
résistance y est associée. Par exemple, lors de la découverte de la Pénicilline en 1929, une
souche de Staphylocoque résistante a la Pénicilline apparait en 1948 ou alors la souche de

Staphylocoque résistante a la Méthyciline apparait en 1960 soit un an aprés sa découverte.
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La diminution de la recherche de composés antimicrobiens est un probleme majeur.
En effet, entre 1980 et 2003, un nombre important d’études réalisées par les compagnies
pharmaceutiques ont eu pour résultat une diminution des profits causée par un colt de
recherche élevé. Ce fut le début du déclin de la recherche de composés antibiotiques
notamment produits par les micro-organismes. Pour expliquer cette décroissance, hormis les
problemes économiques, d’autres facteurs se sont ajoutés comme les actions de 'lhomme
(utilisation et sous-estimation de la faculté évolutive des micro-organismes) et les limitations

technologiques (techniques, cout) (Bérdy, 2012).

Le phénomene d’antibioresistance est un probléme majeur en santé humaine. En effet,
actuellement, le nombre de morts du a des bactéries multirésistantes est de 33 000 morts par
an en Europe et 700 000 a travers le monde (Cassini et al., 2019). En 2050, ce nombre est
estimé a 10 000 000 de morts annuellement avec un cout de I'ordre de 10 000 milliards de

dollars. Il est donc important et urgent de trouver un moyen de résoudre ce probleme.

Dans d’autres domaines tels que I'agriculture, certaines molécules pesticides dont le
controversé Glyphosate pose de nombreux problémes sur la santé humaine et sur
I’environnement. En effet, des études ont montré son effet potentiellement cancérigéne sur
I'Homme (Van Bruggen et al., 2018). Dans cette méme étude, les auteurs ont établi une
possible corrélation entre |'utilisation du glyphosate et I’évolution de la résistance aux
antibiotiques. Il est donc essentiel de trouver des alternatives « vertes » a son utilisation et

qui n’engendrera pas de pertes économiques.
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Pour cela, il s’agit d’abord de stopper le déclin de la recherche de molécules issues du
vivant notamment des micro-organismes et augmenter I'efficacité de leur recherche. Pour

répondre a ces deux attentes, les points suivants doivent étre complétés (Bérdy, 2012) :

1) Trouver de nouvelles sources de molécules

2) Découvrir de nouvelles méthodes de prospections, plus sélectifs et plus efficaces pour
accéder a I'ensemble de la diversité cryptique (non accessible dans des conditions
classiques) présent dans la nature.

3) Utiliser des méthodes plus simples et moins couteuses

Au cours de cette introduction, il sera présenté les principales sources de molécules
biologiques, leur role (principalement les métabolites microbiens), leur potentiel de
production ainsi que des méthodes permettant I'induction de composés cryptiques et

comment les identifier.
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LES MOLECULES BIOLOGIQUES : SOURCES, FONCTIONS ET BIOSYNTHESES

SOURCES DES MOLECULES BIOLOGIQUES

GENERALITES

Les molécules biologiques peuvent étre isolées a partir du métabolisme de tous les
organismes vivants. lls peuvent étre issus de différents environnements, y compris le

microbiote de macroorganismes.

Une revue bibliographique de 2012 s’est intéressée au nombre de molécules
biologiques connues et issues de trois régnes du vivant : les animaux, les plantes et les micro-
organismes (Bérdy, 2012). Il a été estimé que ces trois regnes produisent prés de 500 000
composés connus. La répartition de ces composés selon leur source et leur bio-activité est
résumée dans la figure suivante (figure 11). Les principaux producteurs sont les plantes (70%
soit 350 000 composés) suivis des animaux (20% soit 100 000 composés) et des micro-
organismes (10% soit 70 000 composés). En termes de bio-activités, les micro-organismes sont
la source de molécules biologiques la plus intéressante (47% des composés microbiens
détectés ont une activité contre 2% et 3% pour les animaux et les plantes). Bien qu’elle soit
relativement faible, les micro-organismes produisent la plus forte quantité de composés actifs
qui seront utilisés comme médicaments. En effet, sur les 33 000 composés actifs microbiens
seuls 0,6% soit environ 400 composés seront utilisés par la suite. Néanmoins, les micro-
organismes restent la source la plus intéressante en termes de ratio nombre de molécules
actives sur nombres de molécules trouvées. En effet, il existe prés d’'une chance sur deux de

tomber sur une molécule active en étudiant les micro-organismes.
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FIGURE 11 : SOURCES, NOMBRES DE MOLECULES CONNUES ET NOMBRE DE MOLECULES ACTIVES DE TROIS REGNES DU
VIVANTS (TIRE DE BERDY, 2012)

Les molécules bioactives issues du métabolisme des micro-organismes et notamment
celui des bactéries du genre Streptomyces et des champignons de la division des

Basidiomycéetes seront particulierement étudiés dans le cadre de ce travail de thése.

LES BACTERIES DU GENRE STREPTOMYCES

Les bactéries du genre Streptomyces sont des bactéries filamenteuses Gram positives
ubiquistes du sol. Elles ont un mode de vie saprophyte c’est-a-dire qu’elles sont capables de
dégrader les matieres organiques du sol. Leur role dans le sol est essentiel ou elles participent
au cycle du carbone (Bontemps et al., 2013; Song et al., 2001; Uroz et al., 2012). Elles sont
caractérisées par un cycle de vie complexe dirigée par une programmation génétique en

cascade (figure 12) (Champness, 2000; Elliot et al., 2008; Seipke et al., 2011).
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FIGURE 12 : CYCLE DE VIE DE LA BACTERIE DU GENRE STREPTOMYCES (SEIPKE ET AL., 2011)

Ce cycle de vie commence par la formation d’hyphes a partir de spores. Ces hyphes
vont croitre de facon radiale pour former le mycélium végétatif. Lorsque le milieu s’appauvrit,
le mycélium végétatif se différencie pour former le mycélium aérien. C'est lors de la formation
des hyphes aériens que des métabolites spécialisés pourront étre produits. Cette capacité a
été exploitée de longues dates pour la formulation de composés majeurs d’importance en

médecine ou en agriculture, quelques exemples étant présentés tableau I1.

Souche Molécules Activité Application notable
S. griseus Streptomycine Antibiotique Traitement de la tuberculose
S. ambofaciens Spiramycine Antibiotique Spectre étendu de bactéries
S. verticillus Bléomycine Anticancereux /
S. hygroscopicus Hygromycine B Antibiotique Antihelminthique
S. viridochromogenes | Phosphinotricine Herbicide /
S. avermitilis Avermectines Insecticide, antiparasitaire /
S. noursei Nystatine Antifongique Traitement de la candidose

TABLEAU I1 : MOLECULES ACTIVES CONNUES ISSUES DES STREPTOMYCES, ACTIVITES ET APPLICATIONS.
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LES CHAMPIGNONS DE LA DIVISION DES BASIDIOMYCETES

Les champignons basidiomycétes appartiennent a la deuxiéme division de champignons
la plus représentée derriére celle des ascomycetes avec plus de 30.000 especes différentes
(Kirk et al., 2001). lls sont également présents dans les sols forestiers et peuvent étre
pathogénes pour 'lhomme (ex. pneumonies qui sont par exemple causées par deux souches
de Cryptoccocus) et les plantes (ex. maladie du rond pour les pins) (Heitman et al., 2017; Lehr
et al., 2009). Ces champignons sont utilisés dans le domaine de la santé et de la nutrition
humaine (S. Chen et al., 2012; de Mattos-Shipley et al., 2016). lls peuvent participer a la
dégradation de la matiere organique et sont fonctionnellement classifiés selon le type de
pourriture engendré (Baldrian, 2008; Ghobad-Nejhad, 2011; Riley et al., 2014a). Les
basidiomycétes sont connus comme producteurs de métabolites spécialisés de structures
variées présentant des activités antimicrobiennes et antifongiques. Une analyse portant sur
317 basidiomycetes issus de 17 ordres a étudié leurs bio-activités (Suay et al., 2000). Sur ces
317 champignons, 45% soit 143 isolats ont montré une activité biologique. Parmi les isolats
actifs, 125 (87%) possédaient une activité antibactérienne et 62 (43%) une activité

antifongique.

Les structures de ces composés sont diverses. Des exemples de molécules ou de classes

de composés bioactifs sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 12).

Souches Molécules Activité Références

Ganoderma lucidum Terpenoids, polysaccharides Antibiotique, antitumeur, (Cor et al., 2018)
antioxydante

Cyathus cf. Striatus Pyridocyanathes Antibiotique (Richter et al., 2016)

Ganoderma pfeiffei Ganomycin A et B Antibiotique (Mothana et al., 2000)
(Hydroquinones)

Jahnoporus hiritus, Lanostate-type triterpenoids, Antibiotique (Liu et al., 2010)
albtetrellus flettii prenylphenol
Trametes versicolor Tramesan (polysaccharide) Anti-oxydant (Scarpari et al., 2017)
Schizophyllum commune Schizostatin (Diterpenoids) Squaléne synthase inhibitor (Tanaka et al., 2001)

TABLEAU 12 : EXEMPLES DE MOLECULES ACTIVES VENANT DE CHAMPIGNONS BASIDIOMYCETES
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FONCTIONS DES MOLECULES BIOLOGIQUES

METABOLISME PRIMAIRE

Le métabolisme primaire comprend les enzymes et leurs produits, les métabolites
primaires, nécessaires a la croissance, au développement et a la reproduction des micro-
organismes. Les classes de métabolites primaires sont les glucides, les lipides, les acides
aminés et les acides nucléiques. Les molécules issues du métabolisme primaire sont souvent
les précurseurs d’autres voies métaboliques qui sont celles des métabolites spécialisés. La
majeure partie de ces précurseurs issus de voies du catabolisme (exemple : Glycolyse ou Cycle
de Krebs) pourront étre utilisées lors du métabolisme spécialisé comme par exemple I'acétyl-
CoA produit lors de la glycolyse qui va ensuite étre utilisé lors de la biosynthese de métabolites
spécialisés de type polycétides. Certains nutriments comme le phosphate ou des molécules
biologiques telles que les RNAs peuvent contrbler a la fois le métabolisme primaire et
intervenir dans le métabolisme spécialisé qui sera développé par la suite (Bobrovskyy et al.,

2015; Sola-Landa et al., 2003).

METABOLISME SPECIALISE

Les métabolites spécialisés ne sont pas nécessaires pour la croissance végétative, ni
pour le développement incluant la reproduction des organismes considérés. En effet, ils sont
majoritairement produits lors de la phase d’arrét de croissance des micro-organismes. Les
molécules qui interviennent dans des contextes de réponse a des stimuli ou a des stress seront
principalement évoquées. Leurs activités qui pourraient étre exploitables en applications

biotechnologiques seront présentées.

Chez les micro-organismes du sol, une étude a montré qu’il existe différentes
catégories de molécules (classées, par exemple, par type d’enzymes de synthése) qui sont
présentées dans la figure suivante (figure 13) (Tyc, et al., 2017). Bien que classes de composés
et types de structures soient mélangées, les principales catégories de métabolites spécialisés
sont les polycétides, les peptides non ribosomiques et les bactériocines. Les sidérophores sont
également importants pour les micro-organismes car ils piegent le fer qui est un nutriment

important pour leur développement.
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FIGURE I3 : DIFFERENTES CATEGORIES DE METABOLITES SPECIALISES PRODUITS PAR LES BACTERIES DU SOL (ADAPTE DE TYC ET AL.,
2017)

30 séquences génomiques de bactéries issues du sol ont été analysés par Antismash. Les classes de métabolites
spécialisés les plus fréquentes ont été représentées. Une molécule représentative de chacune des classes est
mentionnée.

27



Les peptides non ribosomiques sont des peptides qui ne sont pas synthétisés par

I'intermédiaire des ribosomes mais par des enzymes dédiées (Les Peptides synthases non

ribosomiques). La plupart de ces composés possédent une bio-activité (antibactérien,

antifongique ou anticancéreux) (Tyc et al., 2017) (Tableau I3).

Composé Famille moléculaire Source Activité Références
Pristinamycine Depsipeptide Streptomyces Antibiotique (de Crécy-
pristinaespiralis Lagard et al.,
1997)
Capreomycine peptide cyclique Streptomyces capreolus Antibiotique (Stark and
Boeck, 1965)
Teicoplanine Glycopeptide Actinoplanes Antibiotique (Somma et al.,
teichomyceticus 1984)
Vancomycine Glycopeptide Amycolatopsis orientalis Antibiotique (van
Wageningen
et al., 1998)
Bleomycine Peptide hybride Streptomyces verticillus Antibiotique (Galm et al.,
2005)
Anti-tumorale
Daptomycine Lipopeptide Streptomyces roseosporus Antibiotique (Li et al.,
2013)
Actinomycine D Polypeptide Streptomyces sp. Anti-tumorale  (Williams and

Romidepsine

Depsipeptide

Chromobacterium

violaceum

Anti-tumorale

TABLEAU I3 : EXEMPLES DE METABOLITES SPECIALISES DE TYPE NRP PRODUITS PAR DES BACTERIES

Katz, 1977)

(Grant et al.,
2010)

Les polycétides sont des molécules issues de la condensation de dérivés acétyles ou

malonyles (Weissman and Leadlay, 2005). Les polycétides sont de structures variées et

rassemblent notamment des analogues de peptides, des polyénes ou des macrolides (figure

14). Ces composés présentent différentes actions comme des propriétés antibiotiques ou

antifongiques (Weissman and Leadlay, 2005).
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D’autres composés sont des hybrides entre peptides nonribosomiques et polycétides.
C’est le cas de la rhizoxine, une molécule méthyle-oxazole possédant une activité anti-
tumorale. Ce composé est issu de voies de biosynthése hybrides combinant les activités
enzymatiques des modules de deux enzymes de synthése de type polycétide et de peptides
non ribosomiques (Suroto et al., 2018). La rhizoxine a été isolée de la bactérie Burkholderia
rhizoxinica, endosymbionte du champignon Rhizopus microsporus (Scherlach et al., 2006).

Cette molécule est une toxine qui détruit le systéme racinaire des plantes.

Les terpénes sont issus de la condensation d’unités de base appelées isopréene (5
carbones). Chez les bactéries notamment, les terpénes sont issus de I'assemblage de deux
unités de base: isopentenyl pyrophosphate (IPP) et son isomeére le diméthylallyl
pyrophosphate (DMAPP). Ces molécules sont sous-classées en fonction du nombre d’unités

isopréene auxquelles peuvent s’ajouter d’autres groupements (tableau 14).

Nombre Formule de Sous-classe Exemple
d’unité C5 base
2 C10H16 Monoterpénes 1 composé antimicrobien isolé de Trichoderma
reesei
3 C15H24 Sesquiterpénes 3 composés isolés de Trichoderma reesei 1

composé avec une activité antimicrobienne

4 C20H32 Diterpenes Geniculol avec une activité anti-algues isolé du
champignon endophyte Geniculosporium

5 C25H40 Sesterterpénes Merochlorine A avec une activité
antimicrobienne isolé de la souche actinomycete
CNH189
6 C30H48 Triterpenes Dérivés du Squaléne avec des roles dans la

synthése et la stabilité de la membrane
bactérienne

8 C40H64 Tétraterpénes Lycopene avec différentes bioactivités produit
par E. coli
>8 Polyterpénes Roles dans la synthése et la stabilité de la
membrane

TABLEAU 14 : DIFFERENTES SOUS CLASSES DE TERPENES AVEC DES EXEMPLES DE COMPOSES MICROBIENS AINSI QUE LEUR ACTIVITE
ASSOCIEE (KONIG ET AL., 1999; OURISSON ET AL., 1987; RUKACHAISIRIKUL ET AL., 2019; SAKOULAS ET AL., 2012; TAYLOR, 1984; ZHU ET
AL., 2015)
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Une autre classe de métabolites spécialisés sont les bactériocines. Ce sont des peptides
antimicrobiens synthétisés par le ribosome. Le spectre d’activité antimicrobienne de ces
composés va de micro-organismes de la méme espéce a des micro-organismes d’autres genres
(Cotter et al., 2005). La production de ces composés est utilisée lors de compétitions pour
I'accés aux nutriments ou a I'espace dans la niche écologique ou alors dans le cadre de la
protection de la plante. Par exemple, une souche de la famille phylogénétique des
Pseudomonas putida, isolée de racine de bananier produit la putidacine qui inhibe une

bactérie phytopathogéne du méme genre (Parret et al., 2003).

Parmi les autres familles de molécules produites par les micro-organismes, on peut
citer les sidérophores qui permettent de chélater le fer, élément essentiel au développement
cellulaire. Ce sont principalement des composés de la classe des chatécols, des hydroxamates
et des carboxylates. Ces composés sont produits par 2 types de synthése : soit par des
enzymes de type NRPS ou des sidérophores synthétases NRPS (Barry and Challis, 2009). Les
sidérophores peuvent avoir une activité antimicrobienne dans le cadre d’'une compétition
pour capter le fer (Holinsworth and Martin, 2009). C’est le cas par exemple de la Fradiamine

Aisolée de Streptomyces fradiae présent dans les océans (Takehana et al., 2017).

D’une maniere générale, ces molécules possedent des bio-activités qui peuvent étre
utiles dans différents domaines comme celui de la santé humaine ou de I'agriculture. Ces
molécules résultent d’une chaine de réactions enzymatiques qui forment une voie de
biosynthese. La partie suivante va essentiellement s’intéresser aux voies de biosyntheses

microbiennes.
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LES VOIES DE BIOSYNTHESES DES MOLECULES BIOLOGIQUES

Les voies de biosynthése de métabolites spécialisés des micro-organismes sont
organisées sous forme de « clusters », c’est-a-dire de regroupements des génes impliqués
dans la synthése et la modification de la molécule (décoration), la régulation, le transport, et
la résistance (Medema et al.,, 2015). Les deux principales activités enzymatiques sont les
Polycétide synthase (PKS) et Peptide synthetase non ribosomique (NRPS) (Weber and Kim,
2016). D’autres enzymes sont responsables de la synthese d’autres molécules comme les

terpénes, certains dérivés d’acides gras ou les aminoglycosides.

LES VOIES NRPS ET PKS

LES VOIES NRPS
Les peptides non ribosomiques sont produits par des méga-enzymes nommées

peptide non ribosomique synthétases (« Non Ribosomal Peptide synthase » ou NRPS).
L’enzyme possede différents modules eux-mémes classés en fonction de leur activité
enzymatique spécifique. Le premier module qui est un module d’initiation va permettre la
sélection de l'acide aminé de départ de facon spécifiqgue au niveau du domaine A
(Adénylation) et I’activation des acides aminés par leur conversion en aminoacyl-AMP. Ce
peptide initial va se fixer sur le domaine PCP (« Peptidyl Carrier Protein ») par le biais d’une
liaison thioester et le relargage de ’AMP. Ensuite, le module d’élongation va permettre
I’addition itérative d’acides aminés par la formation de liaisons amides. Une fois le squelette
de la molécule NRP terminé, le module de terminaison va permettre |I’hydrolyse de la liaison

thioester formée et permettre la libération de la molécule finale (figure I15) (Weissman, 2015).
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FIGURE I5 : MECANISME DE SYNTHESE PAR LES NRPS (WEISSMAN, 2015)
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LES VOIES PKS
Les polycétides sont produits par des polycétides synthases (« Polyketide synthase » -

PKS). Les polycétides sont synthétisés a partir de petits acides carboxyliques assemblés de
facon modulaire (type 1) ou itérative (type 2 et 3). Les substrats de départ peuvent étre variés
d’ou des produits finaux riches en structure et complexité. Ces enzymes comprennent
plusieurs domaines fonctionnels. Le domaine AT (Acyl transferase) initie la réaction en
enlevant le groupement CoA de I'acyle-CoA de départ. Une liaison thioester se forme ensuite
via le domaine ACP ( « acyl carrier protein ») et le chainon suivant se fixe par le méme type de
liaison sur le module KS (B-Ketoacyl synthase). Lors de I"étape d’élongation, la cassure de la
liaison thioester sur le module KS et la décarboxylation va entrainer la formation de la liaison
carbone-carbone entre les deux chainons et former un premier polycétide intermédiaire. La
réaction de terminaison repose aussi sur la rupture de la liaison thioester et libére le

polycétide final (figure 16) (Weissman, 2015).
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FIGURE 16 : MECANISME DE SYNTHESE PAR LES PKS (WEISSMAN, 2005)

Il existe trois classes de PKS. Les PKS de type | ont un fonctionnement proche de celui
des NRPS. Elles sont organisées en modules dont chacun catalyse I'ajout d’'un groupement
acyle dans le polycétide. En effet, le substrat est sélectionné par le domaine AT et fixé sur le
domaine ACP. Ensuite, un ensemble de réactions de condensation va permettre I’élongation
de la molécule a travers des réactions de décarboxylation. Les PKS de type Il, quant-a-elles,
possedent un fonctionnement itératif. Chacune des enzymes posséde un seul domaine
fonctionnel et sont utilisées plusieurs fois pour arriver au produit final. Les PKS de type Il
different des deux précédentes par I'absence du domaine ACP et I'ajout des groupements
supplémentaires se fait directement sur le substrat de départ par le seul module KS (Austin

and Noel, 2003).
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LES VOIES HYBRIDES NRPS-PKS
Comme décrit précédemment, il existe des voies impliquant des modules des deux

grands types d’enzyme décrit précédemment : les PKS et les NRPS. Ces voies dites hybrides
sont caractérisées par la présence de relations inter-modulaires entre ces deux types
d’enzyme autrement dit que la similitude de ces deux types d’enzymes peut permettre la
recombinaison des modules de I'un dans l'autre. Ces assemblages sont présents de deux
facons. La premiére consiste en un assemblage linéaire d’'un module NRPS et d’'un module
PKS. La seconde, présente majoritairement chez les champignons, résulte de I'assemblage
d’un seul module itératif PKS et d’un seul module NRPS (permettant la fusion de la chaine

polycétides a un acide aminé) (Fisch, 2013).

LES AUTRES VOIES DE BIOSYNTHESE

LES TERPENES
Les terpénes sont synthétisés par des terpéne synthétases. Les précurseurs des

terpénes sont lisopententenyle pyrophosphate (IPP) ou son isomere le diméthylallyl
pyrophosphate. L'addition d’IPP entraine une polymérisation et I’élongation de la chaine
jusqu’a 25 carbones. Ces chaines peuvent ensuite étre couplées sous forme de dimeres
dimérisées pour obtenir des structures plus longues. La cyclisation des chaines aliphatiques

linéaires par des cyclase permettent d’obtenir une variété de composés complexes.

LES VOIES DE BIOSYNTHESE DES ACIDES GRAS
Les micro-organismes, comme la majorité des organismes, sont capables de produire

des acides gras qui appartiennent au métabolisme lipidique. Ces composés peuvent parfois
posséder des bio-activités (Yoon et al., 2018). Les voies de biosynthéses associées font
intervenir deux types d’enzymes : les synthases d’acides gras de type 1 (FAS1) et celles de type
2 (FAS2) dont le substrat de départ est I'acétyle-CoA transformé ou non dans le cadre de
synthése de type 1 en malonyle-CoA par une acétyle-CoA Carboxylase (ACCase). La différence
entre ces deux types d’enzyme est que I'une est un groupement d’enzymes codées par
plusieurs génes séparés (FAS2) tandis que la seconde repose sur une seule chaine peptidique
qui posséde toutes les activités enzymatiques (FAS1). Les principales voies de biosynthese
chez les micro-organismes sont les synthases d’acides gras de type 2 hormis chez les

Mycobacteries qui possedent les deux (Gago et al., 2011). La synthése de certains acides gras,
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chez les procaryotes et les eucaryotes, peut étre assurée par des voies de biosynthése de type

PKS (Metz, 2001).

La modification des enzymes impliquées dans leur voie de biosynthése entraine la production

d’une large gamme de molécules produites (Gokhale et al., 2007; Hertweck, 2009).

LES AMINOGLYCOSIDES

Ce sont des molécules, principalement avec une action antimicrobienne, constituées d’un
motif aminocyclitol relié a des sucres par des liaisons glycosidiques. Les aminocyclitols sont
des dérivés amino des cyclitols qui sont des composés cycliques avec des fonctions alcools.
Elles sont synthétisées par une voie de biosynthese linéaire faisant intervenir des
glycosyltransférases. Il existe deux classes de composés aminoglycolsilés qui se différencient
selon la position de I'aminocyclitol : les Streptidines comme par exemple la Streptomycine et

les 2-Déoxystreptamine comme la Kanamycine (Figure 17) (Yu et al., 2017).
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FIGURE 17 : EXEMPLE D’AMINOGLYCOSIDES DE TYPE A) STREPTIDINE ET B) 2-DEOXYSTREPTATINE

LA REGULATION DE LA BIOSYNTHESE DES METABOLITES SPECIALISES

Les métabolites spécialisés ne sont pas toujours produits dans des conditions de
culture au laboratoire. Ces molécules sont principalement produites en réponse a un stress.
En effet, la majorité des micro-organismes se trouvent dans des environnements compétitifs
et/ou pauvres en nutriments ce qui conduit a des carences énergétiques. lls doivent
perpétuellement s’adapter et pour ce faire ils peuvent, par exemple, produire des métabolites

spécialisés (par exemple, les sidérophore lors de carence en fer ou en réponse a des stress
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oxydants). La clé pour s’adapter est de produire de facon concordante et coordonnée ces
composés (Hoskisson and Fernandez-Martinez, 2018). Pour cela, des mécanismes de
régulation existent et agissent a tous les niveaux d’expression qu’ils soient au niveau de la

transcription ou de la traduction (Chandra and Chater, 2008).

LES SYSTEMES DE REGULATIONS DES BACTERIES DU GENRE STREPTOMYCES

Chez les bactéries du genre Streptomyces, il existe une variété de systémes de
régulation. La régulation chez cette bactérie est complexe et peut se faire via des régulateurs
globaux qui activent ou répriment les génes biosynthétiques ou le font via des répresseurs ou
activateurs situés dans les clusters a la suite de cascades de signalisation (van der Heul et al.,
2018). Les nutriments jouent des roles importants dans la régulation des voies du
métabolisme spécialisé. En effet, la concentration en carbone, phosphate ou encore azote par
exemple, provoque l'activation d’une cascade transcriptionnelle et la formation de
métabolites spécialisés (figure 18). D’autres composés, comme les métaux et plus
particulierement le fer, présents dans I’environnement peuvent entrainer une réponse par la
production de métabolites spécialisés. Par exemple, une déficience en fer entraine la
production de sidérophores chez Streptomyces. Ces différents exemples correspondent a des

régulations de type CSR pour « cluster situated regulators »
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FIGURE 18 : IMPACT DU CARBONE ET DU PHOSPHATE SUR LA REGULATION DU METABOLISME DE STREPTOMYCES (TIREE DE LA THESE DE
DRAGO HAAS)

Il existe aussi d’autres systémes de régulation plus spécifiques des voies de
biosynthéses comme les protéines appelées SARP pour « Streptomyces Antibiotics Regulated

Proteins » ou des LAL pour « Large ATP-binding regulators of the LuxR family ».

Hormis, la disponibilité des nutriments avec I’accumulation de guanosine
tétraphosphate (ppGpp), de di-Guanosine mono phosphate (di-GMP) ou les métauy, il existe
différents types de molécules de signalisation tels que les y-butyrolactones, les furanes, le
facteur Pi (Phosphate inorganique) qui permettent la production de métabolites spécialisés

(Hoskisson and Fernandez-Martinez, 2018; van der Heul et al., 2018).

LES SYSTEMES DE REGULATIONS DES CHAMPIGNONS

Les systémes de régulation chez les champignons sont régis par les mémes signaux que
chez les bactéries du genre Streptomyces. D’autres facteurs peuvent néanmoins intervenir tels
gue la luminosité ou le statut rédox (Brakhage, 2013). Contrairement aux bactéries, les
champignons peuvent posséder plusieurs voies de biosynthése sur plusieurs chromosomes et

peuvent entrainer un phénomene de « cross-talk » (figure 19).
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En effet, I'activation d’un cluster d’une voie de biosynthése présent sur le chromosome A peut
entrainer la production d’un facteur de transcription qui va venir se fixer sur une autre voie
de biosynthése présent sur le chromosome B et ainsi entrainer la production de ce nouveau
métabolite. Ce systeme de régulation peut conduire a une diversité importante de molécules

produites par un champignon dans une condition spécifique.

: Chromosome B

FIGURE 19 : "CROSSTALK" ENTRE DES VOIES DE BIOSYNTHESE CHEZ LES CHAMPIGNONS (TIREE DE BRAKHAGE,2013)

LES METHODES POUR ACCEDER A LA DIVERSITE CHIMIQUE DES MICRO-ORGANISMES

LA FOUILLES DES DONNEES GENOMIQUES LA PREUVE D’UN POTENTIEL SOUS EXPLOITE

Les progres techniques en termes de séquencage de génomes ont également permis
d’étudier plus en détails les génomes bactériens. Les analyses des séquences génomiques ont
permis de mettre en évidence que le potentiel des micro-organismes, longtemps exploités
pour la production d’une molécule, est important. C'est par exemple le cas pour les bactéries
du genre Streptomyces et de Streptomyces griseus exploité pendant longtemps pour la
production de la Streptomycine. L'apport d’outils de prédiction des voies de biosynthese chez
les micro-organismes comme Antismash a permis de mettre en évidence que les bactéries du
genre Streptomyces possedent en réalité entre 20 et 50 voies de biosyntheéses soit entre 15 et
20% de leur génome (Baltz, 2017). D’autres bactéries, par exemple, du genre Rhodococcus ou
Myxobacteria, possedent également une importante diversité de voies du métabolisme

spécialisé (Amiri Moghaddam et al., 2018; Ceniceros et al., 2017).
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Les bactéries du genre Streptomyces ainsi que les champignons basidiomycétes
possedent des voies du métabolisme spécialisé conservées et d’autres qui sont spécifiques.
Par exemple, chez les Streptomyces, les voies de biosynthése de la desferrioxamine et de la
géosmine sont trés conservées au sein du genre. De par leur role important dans la vie de la
bactérie, elles sont maintenues au sein des génomes, et héritées le plus souvent de facon
verticale. En revanche, d’autres voies de biosynthéses sont spécifiques des souches et
pourraient jouer un role dans l'adaptation des populations bactériennes, c’est-a-dire de
bactéries fortement apparentées, a leur environnement. Ainsi, il a été montré dans plusieurs
études que des souches trés proches phylogénétiguement possédaient un potentiel de
production important ainsi que des métabolomes distincts (Antony-Babu et al., 2017; Nicault
et al., 2020; Vicente et al., 2018). La diversité au sein de groupes de bactéries apparentées

pourrait servir la population entiére a occuper la niche.

En effet, les métabolites produits par une partie seulement de la population pourraient
servir a 'ensemble de cette derniere, et la diversité permettrait ainsi d’augmenter le potentiel
de synthése de métabolites spécialisés bien au-dela du potentiel d’un seul génome. Cette
diversité de production de métabolites spécialisés est également présente chez les

champignons (Han et al., 2020; Keller, 2019; Keller et al., 2005).

Comme démontré dans la partie précédente, ces genes ne sont pas toujours exprimés
au laboratoire. Il estimportant de trouver des systéemes permettant d’exploiter cette diversité.
Il existe différentes méthodes permettant d’exprimer cette diversité métabolique et qui

peuvent étre dépendantes ou indépendantes de la disponibilité de I'information génétique.

LES METHODES DEPENDANTES DU GENOME

L’ACCES ET LA MODIFICATION DES GENES

En plus de permettre la prédiction de voies de biosynthése, 'accés au séquences
génomiques permet de mettre en place des systemes permettant I'activation des voies de
biosynthéese. Il s’agit de I'ingénierie génétique. Les méthodes utilisées pour ce propos incluent
de nombreuses techniques tels que le knockout de génes, I'’échange de promoteurs et la
surexpression des facteurs de transcription (Bertrand et al., 2014). Dans ce dernier cas, par

exemple, la délétion ou la surexpression du régulateur transcriptionnel LaeA chez Aspergillus
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nidulans a permis de mettre en évidence I'expression de voies de biosynthése chez ce
champignon (Bok and Keller, 2004). Les molécules obtenues par de telles approches résultent
bien souvent de méthodes d’expression hétérologue (insertion du géne dans une souche
I’exprimant) ou d’expression homologue (réinsertion du géne dans la souche initiale). Il existe
aussi des méthodes d’altération du génome initial via des mutagéneses par exemple
nécessitant une annotation des génes initialement. Ces méthodes peuvent aussi étre
aléatoires comme I'utilisation des ultraviolets (Bode and Zeeck, 2000; Leonard et al., 2013).
Une derniére approche est 'utilisation de données métagénomiques comme par exemple
I'utilisation d’une banque d’ADN créée a partir de I'extraction d’ADN de communautés
microbiennes du sol puis fractionnée pour I'exprimer dans un hote (Lefevre et al., 2008; Piel,

2011).

L’ INTERFERENCE AVEC LA TRANSCRIPTION

Dans les cellules eucaryotes, I’ADN génomique est présent sous forme de chromatine
ce qui permet le controle de la transcription (Felsenfeld and Groudine, 2003). La modulation
de la structure des chromatines a un impact sur I’expression des génes comme ceux codant le
métabolisme spécialisé. Par exemple, la modification des histones en lien avec la structure des
chromatines chez Aspergillus nidulans a entrainé la production de métabolites spécialisés (Bok
etal., 2009). Une autre approche serait d’utiliser des modifications épigénétiques pour induire
la transcription d’autres clusters de génes silencieux (Cichewicz, 2010). Ces modifications
comprennent la production de produits acétylés ou méthylés, des lysines ubiquitinées,

arginines méthylées et des sérines phosphorylées.

Globalement, la variation de I'expression de facteur de transcription permet
I’expression de génes silencieux et la production de métabolites spécialisés. C’'est le cas, par
exemple, lors de la sur-expression du facteur laeA chez Aspergillus nidulans qui entraine la

production de métabolites spécialisés (Bok et Keller, 2004).
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LES MODIFICATIONS DE LA BIOSYNTHESE

L’addition d’inhibiteurs de biosynthése peut entrainer |’activation d’une autre voie de
biosynthése. C’'est par exemple le cas lors de I'ajout de tricyclazole qui inhibe la production du
1,8-dihydroxynaphtaléne chez Sphaeropsidales sp. et qui simultanément induit la production
de sphaerolone et dihydrosphaerolone (Bode et al., 2000). Une autre cible possible pour
I'induction de métabolites spécialisés est la « SUMOylation » des protéines c’est-a-dire I'ajout
d’analogues de l'ubiquitine (petite protéine) qui va agir au niveau de la régulation
transcriptionnelle par une modification post-traductionnelle des protéines (Szewczyk et al.,

2008).

Une autre fagon de faire est d’inclure dans le milieu de culture des micro-organismes
des substrats synthétiques, sous réserve qu’ils soient reconnus par I’enzyme impliquée, qui
permettront la synthése de composés nouveaux. Cette approche est appelée BIO-CHEM (Goss
et al., 2012). Pour résumer, un produit chimique est ajouté dans le milieu de culture et il est
transformé par un micro-organisme. C'est sur ce principe que des analogues de la

Jandomycine ont été produits.

LES METHODES INDEPENDANTES DU GENOME

LES STRESS ABIOTIQUES

Dans le paragraphe sur les systemes de régulation, il a été montré que les sources de
carbone, phosphate ou encore la présence de métaux tel que le fer avaient un role sur la
biosynthése de métabolites spécialisés. Une approche a donc été mise au point consistant a
faire varier les conditions de cultures pour induire la synthése de molécules. Cette méthode
est appelée OSMAC pour « One Strains MAny Compounds ». D’autres parameétres que les
nutriments peuvent influer sur la synthése de métabolites spécialisés. Il s’agit du pH, de la
température et de la quantité d’oxygéne (Pour revue par Pan et al., 2019). D’autres sources
de stress abiotiques peuvent étre I'ajout de solvants organiques dans le milieu de culture tels

que I'éthanol et le DMSO (« DiMéthyle SulfOxide ») (Pettit, 2011).
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LES STRESS BIOTIQUES

Une autre facon d’induire la production de métabolites spécialisés est d’exploiter des
stress biotiques comme les interactions entre micro-organismes. Cette méthode consiste a
exploiter les interactions naturelles (voir partie suivante sur les interactions microbiennes

dans le sol) des micro-organismes au laboratoire.

Ces approches peuvent étre utilisées pour (i) la compréhension des communautés
microbiennes dans un contexte agricole (Rhizosphére ou mycorrhizosphére), (ii) comprendre
les interactions h6te-micro-organismes, (iii) comprendre les phénomeénes symbiotiques, (iv)
augmenter la production de produits de fermentation spécifiques (par exemple la synthese
de Vitamine C lors de l'interaction entre Etogulonicigenium vulgare et Bacillus megaterium)
et (v) 'induction de métabolites d’intérét pharmaceutique (Bertrand et al., 2013; Bonfante
and Anca, 2009; Du et al., 2012; Moree et al., 2013; Park et al., 2009; Ridaura et al., 2013;
Turnbaugh et al., 2006). Cette derniére approche sera développée dans le paragraphe « Des

interactions microbiennes a la découverte de nouvelles molécules biologiques ».
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LES INTERACTIONS MICROBIENNES DU SOL

L’ECOSYSTEME SOL

Le sol est la couche la plus externe de la cro(te terrestre dont la formation découle de
la dégradation de la roche meére et de I'apport de matiére organique par des processus de
pédogéneése. Selon, la profondeur considérée le sol possede différentes structures qui lui
confere différentes propriétés physico-chimiques lui permettant ainsi d’assurer différentes
fonctions (Henry, 2013 ; Greiner et al., 2017). |l existe 6 fonctions principales : habitat, source
de matiere premiére, régulation du climat et des cycles biogéochimiques, production, support
et archivage. Le sol joue un rbéle majeur dans I'équilibre de la planéte car il participe a
différents cycles biogéochimiques comme celui du Carbone et d’autres nutriments ou la
purification de I'eau. Pour I’'Homme, le sol fournit un grand nombre de services incluant les
ressources liées a I'agriculture ou la conservation de traces historiques. Le sol est aussi un
habitat pour de nombreux organismes pouvant étre la source de molécules actives mais aussi
un réservoir important de diversité génétique. Comme décrit précédemment, le sol fournit un
habitat a de nombreux organismes comme des micro-organismes, en passant par les insectes
et les mammiféres. Ensemble, ils forment un écosysteme complexe et en résilience. Par
exemple, les facteurs environnementaux tels que la température ainsi que I’activité des micro-

organismes contribuent a I'équilibre du carbone organique dans le sol.

Les organismes du sol contribuent au cycle du carbone et/ou a la dégradation de la
matiere organique. Lors de la photosynthése, la plante capte le CO; et produit de I'énergie
mais aussi des molécules diverses, incluant les carbohydrates. Ces molécules synthétisées par
la plante peuvent également étre utilisées par les autres organismes du sol. La mort de la
plante s’accompagne de la dégradation et du recyclage de ses structures par un cortége de

micro-organismes.

Ces micro-organismes vont pouvoir aussi directement interagir avec la plante de facon
positive, c’est le cas des PGPR (« Plant Growth-Promoting Rhizobacteria ») (Cassan et al.,
2014). Par exemple, I'auxine est une phytohormone produite par les rhizobactéries lors
d’interactions mychoriziennes, et va stimuler la croissance de la plante (Spaepen and

Vanderleyden, 2011).
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Le sol est un écosysteme hétérogéne qui possede une importante diversité de micro-
organismes. Cette diversité est en partie gouvernée par des facteurs clés comme le type de
sol, le pH, la disponibilité des nutriments (Berg and Smalla, 2009; Koyama et al., 2014; Lauber
etal., 2009). Les micro-organismes tels que les bactéries et les champignons représentent plus
des deux tiers des organismes vivants dans le sol (Gobat et al., 2010). Ils représentent la plus
importante diversité génétique et fonctionnelle, et assument de nombreux réles dans le

fonctionnement du sol (Gobat et al., 2010).

Ces micro-organismes sont principalement situés dans des micro-habitats c’est-a-dire
dans des micro-agrégats de 100 um (Bach et al., 2018; Cordero and Datta, 2016; Nannipieri et
al., 2003; Smith et al., 2014). Dans un gramme de sol, il existe prés d’un milliard de bactéries
et prés d’un million de champignons, cette importante densité de population conduit a

différents types d’interactions (Traxler and Kolter, 2015).

COMMUNAUTES BACTERIENNES

Comme décrit dans le paragraphe précédent, le sol est un environnement dont Ila
densité microbienne est importante et conduit a des interactions. Les principaux types
d’interaction dans le sol sont ceux établis entre bactéries qui peuvent étre présentes au sein
de la méme colonie, en intra-genres et inter-genres. Par exemple, il existe des interactions au
sein méme de la colonie et qui permettent une meilleure adaptation et la colonisation de la
niche écologique ainsi que la dégradation de polluants ou encore des effets sur la
pathogénicité des bactéries (Brackman et al., 2011; G et al., 1995; Huang et al., 2016; Jenal et
al., 2017). Dans ce dernier cas, Staphylococcus aureus est capable, par des mécanismes de
Quorum Sensing induit par la production d’Octapeptide, de réguler I'expression de sa

virulence.
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Dans le cas des interactions intra-genres, des phénomeénes d’antagonisme intra- ou
inter-espéces peuvent conduire a une modification de la structuration de la communauté
bactérienne et altérer son fonctionnement (figure 110) (Becker et al., 2012). Par exemple, dans
le systéme racinaire d’une plante, un accroissement du nombre de partenaires bactériens du
genre Pseudomonas peut conduire a une augmentation des relations antagonistes au sein de
la communauté de Pseudomonas et conduire a une perte de la densité bactérienne et a I'effet

protecteur pour une plante.

FIGURE 110 : INTERACTIONS ENTRE SOUCHES DE PSEUDOMONAS ISSUES D'UN MEME ENVIRONNEMENT (BECKER ET AL., 2012)

Les auteurs ont étudié les différentes relations d’antagonismes pouvant exister entre 8 souches de bactéries du
genre Pseudomonas présents dans le sol. lls ont mesuré I'inhibition des souches entre elles par des tests overlay.
Chaque fleche représente I'inhibition de la souche indiquée par la fleche. La taille de la fleche est proportionnelle
a I'intensité d’inhibition.

Enfin, des interactions inter-genres peuvent aussi avoir lieu entre par exemple des
actinomycetes et des bactéries du genre Bacillus. Ces interactions font intervenir des
mécanismes de formation de biofilms grace notamment a la production de molécules
biologiques tels que les surfactines produites par Bacillus subtilis en présence de Streptomyces
MG1. Les mécanismes d’interaction font aussi appel a [l'utilisation de molécules de
signalisation. C’est le cas par exemple entre Bacillus subtilis et Streptomyces griseus. En effet,
Bacillus subtilis produit la molécule de signalisation de la classe des gamma-butyrolactone « A-
Factor » qui va induire la production de streptomycine chez Streptomyces griseus (Traxler et

kolter, 2015).
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COMMUNAUTES FONGIQUES

Le regne des champignons contient prés de 1,5 millions d’espéces qui se retrouvent
parfois dans un méme environnement notamment le sol ou encore le microbiote d’animaux

ou les océans (Zeilinger-Migsich and Mukherjee, 2014).

Les interactions entre champignons comme les interactions entre bactéries peuvent
étre inter ou intra spécifiques. Les champignons sont capables de reconnaitre un partenaire
de la méme espéce ainsi qu’un partenaire d’'une autre espéce par des mécanismes d’attraction
chimigue ou encore de chemotaxis c’est-a-dire la mobilité du champignon en réponse a des

stimuli chimiques (Lichius and Lord, 2014).

Dans certains cas, cela peut conduire a des interactions antagonistes entre deux
champignons. C’est le cas notamment du champignon du genre Trichoderma qui possede la
faculté d’empécher I'action d’autres champignons phytopathogenes par la mise en place de
relations antagonistes (Sawant, 2014) et la production de métabolites spécialisés (Vinale et
al., 2014). Toutes les interactions entre champignons ne conduisent pas a des mécanismes
d’inhibition. Dans le cas des mycorhizes, certaines interactions sont mutualistes et conduisent
a des échanges de nutriments, une protection contre les stress biotiques et abiotiques entre

les champignons et la plante (Khare et al., 2018; Perotto et al., 2013).

46



COMMUNAUTES MIXTES BACTERIES/CHAMPIGNONS

De nombreuses interactions bactérie-champignon ont également été décrites. Ces
interactions peuvent aller du mutualisme a I’'antagonisme. Elles structurent les communautés
microbiennes et impactent le fonctionnement de I’écosysteme (Deveau et al., 2018; Hassani

et al., 2018).

L’exemple du Lichen illustre I’établissement d’une symbiose entre des algues et/ou des
cyanobactéries (appelé photobionte) avec des champignons pouvant étre de la division des
basidiomycetes (Rikkinen, 2003). Cette formation résulte de la rencontre entre les deux
partenaires dont le mécanisme de reconnaissance fait intervenir des lectines (Singh and Walia,
2014). Le champignon fourni alors I'abri, les sels minéraux et ’humidité a son partenaire
bactérien qui quant-a-lui fourni des nutriments issus de la photosynthése comme le glucose.
Une étude a montré qu’il existe également une importante diversité de cyanobactéries
associées a la formation de lichens (Rikkinen, 2013). Les lichens peuvent aussi abriter d’autres
bactéries de différents phylla comme des alphaproteobactéries ou des actinobactéries (Bates

et al., 2011) ou des champignons parasites.

Les interactions bactérie-champignons s’établissent dans tous les compartiments de la
plante, aussi bien les parties aériennes (ex. feuille) qu’au niveau racinaire (ex. rhizosphere,

endosphére) (figure 111) et ne sont pas toutes symbiotiques (Hassani et al., 2018).
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FIGURE 111 : RESEAUX DES DIFFERENTES INTERACTIONS MICROBIENNES PRESENTES DANS LE SOL (ADAPTEE DE HASSANI ET AL., 2018)

Dans cette figure, il est représenté les différentes interactions entre des bactéries, des champignons et des
protistes. La présence d’un trait entre deux cercles de couleur traduit d’une relation antagoniste entre les deux
organismes impliqués. Les cercles verts, jaunes et rouges indiquent respectivement les bactéries, les protistes et
les champignons.
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Par exemple dans le systeme racinaire de Pinus sylvestris , lorsque la bactérie
Streptomyces Ach 505 est présente, celle-ci empéche sa colonisation par le champignon
phytopathogéne Heterobasidion (Lehr et al., 2008; Tarkka et al., 2008). Cette interaction entre
bactérie et champignon conduit a une relation antagoniste ayant un effet bénéfique sur la

santé de I'hote.

Dans certains cas, la bactérie va agir au sein méme de champignon (bactéries
endophytes). Par exemple, la présence de bactéries endophytes du champignon Fusarium
oxysporum diminuent I'expression de génes impliqués dans la virulence du champignon

(Minerdi et al., 2008).

L'ensemble de ces interactions reposent, par exemple, sur la production de
métabolites spécialisés, notamment des antibiotiques qui pourront ensuite étre exploités au

laboratoire (Molloy and Hertweck, 2017; Netzker et al., 2018a)
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DES INTERACTIONS MICROBIENNES A LA DECOUVERTE DE NOUVELLES MOLECULES
BIOLOGIQUES

LA CO-CULTURE : MIMER LA NATURE AU LABORATOIRE

Comme décrit précédemment (paragraphe sur les stress biotiques) I'une des approches
visant a induire la production de métabolites spécialisés repose sur I'utilisation de stress
biotiques comme notamment la mise en ceuvre de co-cultures de micro-organismes. Les
résultats obtenus lors d’interactions inter-espéces, inter-genres et inter-réegnes démontrent
gue mimer les interactions microbiennes au laboratoire permet d’induire la production de

métabolites spécialisés (Bertrand et al., 2014).

Par exemple, les Streptomyces peuvent interagir entre eux et avec d’autres genres
bactériens tels que les Bacilles et conduire a la production d’une diversité importante de
métabolites spécialisés (Traxler et al., 2013a). Chez les champignons, l'interaction entre
Gloeophyllum abietinum et Heterobasidion annosum et entre Alternaria tenuissima et
Nigrospora sphaerica conduisent respectivement a la formation de composés de type
polycétides et sesquiterpénes antibactériens et polycétides antifongiques (Chagas et al., 2013;

Sonnenbichler et al., 1994).

Au niveau inter-régne, des interactions ont été décrites entre champignons et des
bactéries de genres et d’espéces divers (Bacillus subtilis, Sphingomonas sp., Escherichia coli
Serratia sp., Achromobacter sp., Streptomyces) (Bertrand et al., 2014). Le champignon
Schizophyllum commune instaure des interactions importantes avec des bactéries du sol qui
aboutissent a la production d’une diversité importante de composés chimiques (Krause et al.,

2020).

Parmi les interactions Streptomyces/champignon, celles entre Aspergillus nidulans et
Streptomyces hygroscopicus, par exemple, permet I'induction de la production de dérivés de
polycétides aromatiques (figure 112) (Schroeckh et al., 2009). Au cours de cette étude, il a été
montré que l'interaction (figure 112-A) était corrélée a I'augmentation de I'expression de

genes présents dans une voie de biosynthese de PKS (figure 112-B).
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Quatre composés spécifiques sont induits lors de I'interaction (figure 112-C). Il s’agit de dérivés
de l'acide orsenillique pour lequel une voie de biosynthése candidate a également été

proposée.
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FIGURE 112 : ETUDE DE L'INTERACTION ENTRE ASPERGILLUS NIDULANS ET STREPTOMYCES HYGROSCOPICUS (ADAPTEE DE SCHROECK ET
AL., 2009)

A) Observation par microscopie du contact cellulaire entre les deux organismes analysés. B) Mesure de
I'expression de 7 genes d’'une voie de biosyntheses activée lors de I'interaction. C) Chromatogrammes et
structures des 4 composés induits par l'interaction.
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D’autres exemples de composés induits, principalement, lors d’interactions entre

bactéries du genre Streptomyces et des champignons sont présentés ci-dessous (Tableau I5).

Streptomyces

Champignon

Composés

Activité

Références

Streptomyces peucetius

Aspergillus fumigatus

Alcaloides

Cytotoxique

Zuck et al., 2011

Streptomyces Aspergillus fumigatus ~ Mero terpénes Antimicrobienne Konig et al., 2013
rapamycinus
Streptomyces bullii Aspergillus fumigatus ~ Lactames ; Trypanocide et Ratebetal., 2013
Dicétopiperazines, leishmanicide et
alcaloides toxicité
Streptomyces AcH505 Heterobasidion Dérivé de [I'acide Antifongique Lehr et al., 2009
abietinum salicylique
Streptomyces Phomopsis sp. FLe6 Furanes, alcaloides, Antifongique Chagas and Pupo,

albospinus Rle7

mono-méthyle éther

2018

TABLEAU I5 : EXEMPLES DE MOLECULES INDUITES PAR DES INTERACTION ENTRE STREPTOMYCES ET CHAMPIGNONS

LA METABOLOMIQUE : DETECTER L’ INDUCTION DE NOUVEAUX COMPOSES

Comme l'a illustré I'exemple précédent, les progrés de la chimie analytique tels que les

méthodes chromatographiques (en phase liquide ou en phase gazeuse) couplées a des

détecteurs comme la spectrométrie de masse permettent de mettre en évidence la

production de nouveaux composés lors des interactions microbiennes (. Ces méthodes visant

a étudier 'ensemble des métabolites cellulaires quels que soient les composants biologiques

et les organismes ont été développées dans les années 1940 par Roger Williams : c’est la

naissance de la métabolomique (Vinayavekhin and Saghatelian, 2010). La définition la plus

simple de la métabolomique est I'étude des métabolites cellulaires par la chimie analytique.

Elle regroupe de nombreux domaines allant de la biochimie, la chimie analytique, les bio-

statistiques et la bio-informatique.
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Le métabolome d’organismes soumis a des stress abiotiques ou biotiques est étudié
dans le but de mettre en évidence des molécules d’intérét pour I'humain et/ou la
compréhension des mécanismes sous-jacents. Ces molécules constituent des biomarqueurs
de certaines maladies pour I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques, des produits de
transformation de molécules afin d’évaluer leur toxicité a des nouvelles biomolécules
d’intéréts pharmaceutique par exemple (Azzollini et al., 2018; Baidoo and Teixeira Benites,
2019; Wu et al., 2015). Cette approche peut étre ciblée si les molécules impliquées sont déja
connues et/ou caractérisées ou non ciblées lorsque les marqueurs ne sont pas prédéfinis ou
les molécules non identifiées (Jacob et al., 2018; Lanfear et al., 2017). Cette méthode repose
sur un workflow bien déterminé notamment pour la recherche de nouvelles biomolécules par

une approche non ciblée (figure 113) (Nalini Kanta et al., 2020).

Untargeted metabolomics workflow

ﬁ ? 6 Sample
preparation
Experimental dad , \
L

design
Sample analysis
by MS and NMR

.

Pre-processing
data analysis

oo N

Metabolite

identification

[ Databne search |
Experimental _ Hypothesis «— —
validation =

FIGURE 113 : DEMARCHE GENERALE POUR LA METABOLOMIQUE NON CIBLEE (NALINI KANTA ET AL., 2020)
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Apres la préparation des échantillons, leur analyse par des techniques de chimie
analytique et le prétraitement des données, les résultats obtenus peuvent étre analysés par
des méthodes statistiques multivariées pour mettre en évidence des « features » d’intérét.
Ces analyses vont de la simple représentation des données par une analyse par composante
principale a des analyses discriminantes comme la « Partial Least Square — Discriminant

analysis ».

Ces analyses peuvent étre utilisées pour mettre en évidence des molécules pertinentes
en lien avec un phénomene biologique comme la différence d’expression du métabolome
entre biofilms et bactéries planctoniques ou la variation d’expression du Quorum Sensing
(Favre et al., 2018 ;Tourneroche et al., 2019). Dans le cas d’une variation de I'expression du
Quorum Sensing (Figure 114) , les auteurs ont observé une différence d’expression du Quorum
Sensing grace au suivi de fluorescence de Vibrio (traduit la présence de molécules induisant le
QS) en présence d’extraits ou d’isolats bactériens en absence et lors de co-cultures entre
bactéries et champignons marins (figure 114-A). Grace a un outil statistique, les profils
métaboliques des souches en interaction ont été corrélés avec la modification d’expression
du Quorum Sensing (Figure 114-B). Les profils métaboliques ont été représentés sous forme
de heat-map et ont mis en évidence la pertinence de 10 features (figure 114-C). L'analyse de
la production de ces ions a montré des différences dans I'expression du métabolome entre les

cultures simples et les co-cultures (figure 114-D).
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FIGURE 114 LA METABOLOMIQUE
PERMET DE FAIRE UN LIEN ENTRE UN
PHENOMENE BIOLOGIQUE ET LES
PROFILS METABOLIQUES POUR
L'IDENTIFICATION DE MOLECULES/IONS
IMPORTANTS (ADAPTEE DE
TOURNEROCHE ET AL., 2019)

A) Mesure de la viabilité et
de I'expression du QS par Vibrio
en présence d’extraits bactériens
et fongique et de leur co-culture.
B) Analyse statistique permettant
le lien entre I'expression du QS et
le métabolome. C) Heat-map
représentant les métabolomes
des différentes conditions. D) 10
features permettant d’expliquer
les différences d’expression du QS
observée.
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La détection de la production des composés induits lors d’interactions peut étre
directement détectée in situ grace a I'imagerie par spectrométrie de masse (Bertrand et al.,
2014). l'identification formelle des composés est difficile a réaliser. En effet, I'identification
nécessite des techniques supplémentaires (Isolation du ou des composés, RMN, analyses des
spectres de masse) et demande beaucoup de temps (Wu et al., 2015). Il existe donc des

méthodes pour accélérer et éviter la redondance de la découverte de molécules déja connues.
LA DEREPLICATION : ACCELERER LE PROCESSUS D’IDENTIFICATION DE CES COMPOSES

La déréplication est une démarche utilisée pour éviter la redécouverte de molécules
déja connues ou accélérer la recherche de nouveaux composés. Il existe plusieurs méthodes

de déréplication dont les démarches sont résumées dans la figure suivante (Figure 115)

(Hubert et al., 2017).

Extraits naturels

Analyses ) \ Derep5
1 Fractionnement I Analyses directes l Génomes
Biotests Derep3 Derep5

y

Comparaison entre eux et a des

R bases de données

Analyses non ciblées I l Analyses ciblées I
Derep5
h 4
Derep3 / Sources de nouveaux produits
. Derep3 N
- - naturels
Metabolomique } -‘ Metabolite database ‘
Derep3
pe . A
Composés connus ciblés | | Composés connus non ciblés | | Composés inconnus I I Empreintes chimiques

FIGURE 115 : DIFFERENTS MODES DE DEREPLICATION DE MOLECULES

Les études de métabolomique suivent généralement le méme schéma stratégique
(workflow) avec comme point de départ les analyses chimiques d’extraits naturels et une
phase d’acquisition des données (chimie analytique) puis une fouille des bases de données ad
hoc qui peut permettre I'identification de molécules connue ou confirmer I'originalité du(des)
composé(s) obtenu(s). Ce processus peut différer selon les méthodes de déréplication

utilisées, et ce en 4 catégories.
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Certaines de ces méthodes sont « ciblées » c’est-a-dire que les molécules recherchées
sont connues (Derep4). C'est le cas dans les recherches de molécule de type pyrolles amides
chez Streptomyces ou de surfactines chez Bacillus (Hao et al., 2014; Juola et al., 2014). Parfois,
le but est de caractériser une collection d’extraits naturels par une approche métabolomique
pour I'obtention d’empreintes chimiques (derep3). Cette approche est utilisée pour obtenir
des souches pertinentes pour de futures analyses ou d’identifier des conditions de culture

optimales pour I'expression de métabolites (Abdelmohsen et al., 2014; Macintyre et al., 2014).

Des méthodes existent également en couplant le fractionnement guidé (ou non) par la bio-
activité. Elles ont pour objectif d’identifier le composant majoritaire d’une fraction et savoir si
les molécules sont originales ou non (derep 1 et 2). Le tableau suivant résume des exemples

de molécules obtenues par ces approches (Tableau 16).

Methode Molecules (source) Activité Référence

Derepl 4 macrotétrolides et 3 dérivés / (Crevelin et al., 2014)

linéaires de Streptomyces sp.

Derepl 3 Naphtocoumarines (2 / (Jainetal., 2013)

connues et 1 inconnue) de

Streptomyces
sporoverrucosus
Derep2 Dérivés de I'acide benzoique Antimicrobiens (Rakshith et al., 2013)
de Xyloria sp. champignon contre des
endophyte de Ficus pumila pathogenes
humains et
phytopathogenes
Derep2 Ophiobolines extraits les plus  Activités contre les (Bladt et al., 2013)
actifs de 7 champignons de la cellules
division des ascomyceétes sur leucémiques

289 analysés

TABLEAU 16 : MOLECULES DETECTEES PAR DES METHODES DE DEREPLICATION DE TYPE DEREP1 ET DEREP2
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Les bases de données utilisées comprennent 903 141 composés connus réparties dans
9 bases de données différentes (Wang et al., 2016). Le nombre molécules décrites dans les
bases de données est en constante évolution et fait appel a la participation de la communauté
scientifique pour les compléter. Parmi elles, une base de données intéressante qui contenait
prés de 200.000 composés a sa sortie est la base de données GNPS qui peut également étre
utilisée pour faire des réseaux métaboliques qui organisent les molécules en clusters et
permettent ainsi l'identification de composés déja connus ou encore collectent des

informations sur la structure de molécules nouveaux (Wang et al., 2016).
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OBJECTIFS DE LA THESE

L'objectif de la thése est d’induire la production de molécules actives par I'utilisation des
interactions bactéries/champignons puis de les identifier par une approche métabolomique.
L’hypothese de travail est que les interactions biotiques établies dans la nature et mimées au

laboratoire conduisent a I'induction de nouvelles molécules bioactives.

Les communautés microbiennes forment des réseaux d’interaction complexes et il est
difficile de les étudier au laboratoire. Un autre point verrou est que seul environ 1% des micro-
organismes du sol sont cultivables au laboratoire. Il est donc difficile d’avoir une vision globale
des interactions, et donc de la diversité fonctionnelle des métabolites spécialisés produits par
les micro-organismes du sol ainsi que des signaux qui permettent/induisent leur production.
Pour comprendre, a minima, les mécanismes des interactions microbiennes notamment entre
micro-organismes appartenant a des regnes différents, nous nous sommes focalisés sur des

interactions bi-partites entre bactéries du genre Streptomyces et des champignons.

Dans un premier temps, les souches bactériennes sélectionnées ont été étudiées par une
approche génomique couplée a une analyse métabolomique par chromatographie en phase
gaz couplée a la spectrométrie de masse. Les génomes de référence (présents sur les bases de
données NCBI ou JGI) des basidiomycétes sélectionnés ont également été analysés pour leur

capacité a produire de métabolites spécialisés.

Au laboratoire, ces deux types de micro-organismes, bactéries du genre Streptomyces et
champignons de la division des basidiomycetes requierent des conditions de culture
différentes. L'extraction des métabolites potentiellement induits par [linteraction
microbienne est fortement influencée par le choix du solvant et la méthode d’extraction. La
seconde étape de ce travail a été d’étudier les co-cultures entre micro-organismes par
I"utilisation d’un criblage selon I'activité antimicrobienne des molécules extraites élicitées par

I'interaction.
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Les activités potentielles des métabolites produits lors des interactions seront ensuite
recherchées. L’activité antibiotique sera recherchée par un criblage basé sur I'inhibition de la
croissance de Bacilli (souches de collection ou environnementales) ou d’autres espéces
bactériennes. Afin d’identifier le ou les composés responsables de I'activité, une approche
métabolomique couplée a des outils de déréplication sera mise en place. Des tests destinés a
identifier des activités anti-inflammatoires et antioxydants seront également mis en ceuvre

pour exploiter au mieux la diversité des composés induits par les interactions microbiennes.

Ce projet de recherche a été financé par le projet Impact Biomolécule porté par Lorraine
Université Excellence. Ce programme vise a valoriser de nouvelles molécules, leur
vectorisation et leurs activités. Mes travaux de thése se sont inscrits dans le workpackage dont
I’objectif est d’exploiter les interactions microbiennes pour découvrir de nouvelles molécules

bioactives.
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PARTIE 2 : RESULTATS ET DISCUSSIONS
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CHAPITRE R1 : STRATEGIE D’ECHANTILLONNAGE, DE SELECTION ET
SEQUENCAGE GENOMIQUE DE 8 SOUCHES DE STREPTOMYCES A UNE
MICRO-ECHELLE
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Genome Sequences of Five Streptomyces isolated from a
community at microscale

Matthieu Nicault, Abdoul Razak Tidjani, Eric Gelhaye, Cyril Bontemps, and Pierre Leblond

Article 1 : Publié dans Microbiology Ressources Annoucements le 04/06/2020

RESUME DES RESULTATS EN FRANGAIS :

Dans ce premier chapitre, I'approche, la stratégie et les techniques utilisées pour le
séquencage de 5 souches de Streptomyces sont décrites. Ces souches sont issues d’une
collection de 129 souches présente au sein du laboratoire Dynamic. L’isolement de ces
souches a été décrit dans les théses de Maxime Toussaint et d’Abdoul-Razak Tidjani (figure

R16).

4 s2

FIGURE R16 : STRATEGIE D'ECHANTILLONNAGE DES SOUCHES DE LA COLLECTION (TIREE DE LA THESE D'ABDOUL-RAZAK TIDJANI, 2019)

Les souches de Streptomyces de la collection ont été prélevés a 9 endroits différents auprés du systéme racinaire
d’un jeune plant de Hétre dans la forét de Montier-sur-Sault. lls ont été prélevés au sein de 2 endroits de la racine
principale (RP1 et RP2), aux 4 racines latérales (RLA, RLB, RLC et RLD) et dans 3 sols nus plus ou moins éloignés
du systéme racinaire de la plante (S1, S2 et S3).
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Pour la réalisation de ces travaux, 8 souches ont été sélectionnées dont 3 ont vu leur
génome séquencé (Tidjani et al., 2019a). Les travaux de thése de Maxime Toussaint ont révélé
gue ces 8 souches appartiennent a 4 groupes phylogénétiques distincts dont le pourcentage

d’identité nucléotidique varie de 97,1% a 99,5%.

Pour notre étude, ces souches ont été sélectionnées sur la base de leur activité
antimicrobienne. Deux types d’activités avaient été étudiées lors de la these de Maxime
Toussaint, (i) contre des souches indicatrices classiques couramment utilisées au laboratoire
(E. coli, B. subtilis, M. luteus) et (ii) contre d’autres souches issues de la méme collection et du
méme genre. Cette derniére activité refléte la capacité « super-killer » des souches qui a été
décrite comme la capacité a inhiber la majeure partie des souches indicatrices utilisées
(Schlatter and Kinkel, 2015). Cette activité « super-killer » permet de comprendre les
interactions, notamment antagonistes, au sein d’'une communauté et de comprendre
comment elle se structure. Les résultats obtenus pour les tests d’inhibition contre les souches

indicatrices et en interactions inter-espéces sont résumés Table R7 et figure R17.

B.s E.c M.l
RLB1-8 + - +
RLB1-9 + - +
RLA2-12 - - -
RLB1-33 - - -
RPA4-2 - - -
RPA4-5 + - -
S1D4-11 + - +
S1D4-23 + - +

TABLEAU R7 : INHIBITION DE 3 SOUCHES INDICATRICES PAR LES 8 SOUCHES DE STREPTOMYCES (TIRES DE LA THESE DE MAXIME
TOUSSAINT, 2018)

Lors de la thése de Maxime Toussaint, des test biologiques antimicrobiens ont été réalisés pour les 8
souches de Streptomyces contre trois souches indicatrices : Bacillus subtilis (B.s), Escherichia coli (E.c) et
Micrococcus luetus (M.l). Les + indiquent une zone d’inhibition de croissance de la souche indicatrice, les
moins indiquent aucune zone d’inhibition.
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Nombre de Streptomyces qui
inhibent la souche

»”

Streptomyces “super-killer

RPA4-2 « N

6 [ ]
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FIGURE R17 : CAPACITE D'INHIBITION DES SOUCHES ISSUES DE LA MEME COLLECTION PAR LES BACTERIES DU GENRE STREPTOMYCES
(TIREETIREE DE LA THESE DE MAXIME TOUSSAINT)

Au cours de ce méme travail de thése, les interactions inter-especes entre les différentes souches de la collection
ont été étudiées. La capacité d’'inhibition de la croissance et/ou de la sporulation de ces souches est représentée.

Ces résultats démontrent une diversité fonctionnelle de ces 8 souches. Certaines
souches ne présentent aucune activité contre des souches indicatrices (RPA4-2) alors que
d’autres présentent une activité de « super killer ». De plus, des souches proches
génétiquement peuvent présenter des profils antimicrobiens différents. Cette diversité

pourrait étre reliée au métabolisme spécialisé ainsi qu’aux voies de biosynthése associées.

Les génomes des 5 souches de Streptomyces manquantes ont donc été séquencées en
utilisant deux techniques : Nanopore et lllumina. Les séquences finales ont été obtenues en
alignant les séquences obtenues en illumina aux contigs obtenus en Nanopore. Tous les
génomes sont en un seul contig sauf RPA4-5 obtenus en deux contigs et qui a été assemblé

pour la suite.

Ces résultats sont présentés dans l'article suivant publié dans Microbial Ressources

Annoucement
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ABSTRACT The genomes of five Streptomyces strains belonging to the same soil com-
munity were sequenced and assembled. The strains, which were isolated at microscale,
belonged to different Streptomyces species. This sample provides access to understand
the functioning of a Streptomyces community in an ecological context.

treptomyces organisms are soil-dwelling bacteria that play a central role in soil

homeostasis (biogeochemical cycle and biotic interactions) (1). Their large linear
chromosomes code for a wide variety of specialized metabolites (e.g., antibiotics and
antifungals) and enzymes of high biotechnological and medical interest (2, 3). Here, we
report the genome sequences of five Streptomyces strains isolated from four grains of
soil. These grains had a size on the order of cubic millimeters and were collected at a
distance of a few centimeters from each other in a French forest soil. Each grain was
diluted in sterile water and serially diluted on Streptomyces isolation medium (4). The
five selected strains had mycelial and sporulating phenotypes. After isolation and
purification, spores were inoculated in Hickey-Tresner broth medium (30°C for 30 h),
from which genomic DNA was extracted and purified (5). This procedure included a
proteinase K treatment and a chloroform extraction step in order to remove the
covalently bound terminal protein (6). An assembly was generated from Oxford Nano-
pore single reads using Canu (v1.7.1). Sequencing was carried out using the sequencing
kits SQK-LSK109 and EXP-NBD104, the flow cell FLO-MIN106 (R9.4.1 revD) on the
GridION system (v3.1.8), and the base-calling program Guppy (v2.0.8). When strains
were multiplexed, Porechop (v0.2.4) was used for demultiplexing (and adaptor trim-
ming). The coverage ranged from 73X to 322X, One large contig covering the whole
genome of each strain was obtained (except for RPA4-5, for which two contigs were
obtained). A circular extrachromosomal element of about 67 kb was predicted for strain
RLA2-12. lllumina paired-end libraries (35 to 51 bp) were created from genomic DNA
fragments using the NextSeq 500/550 high-output kit v2 (75 cycles) with the Westburg
next-generation sequencing (NGS) DNA library preparation kit (lllumina TruSeq LT
primers) (Table 1). Paired-end reads were generated using an Illumina NextSeq instru-
ment (vNB552053). The minimum read size was set to 10 bp, and adaptor trimming was
performed using Cutadapt (v1.15). The coverage of the paired-end reads varied be-
tween 50X and 90X, The final genome sequences were obtained by aligning the
Illumina sequences to the Nanopore reference contigs using Pilon (v1.22) (7). Default
parameters were used for all software. The total genome sizes, including extrachromo-
somal DNA when present, ranged from 9.04 Mb to 12.27 Mb, positioning the latter
among the largest bacterial sequenced genomes (8) (Table 1). Although public anno-
tation was performed using the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (9), we
performed an annotation step using the RAST tool kit (RASTtk) (10, 11) and antiSMASH
(12, 13) to predict the specialized metabolism repertoire. This showed that the sample
had a large potential for synthesis, with 157 gene clusters. The strain RLA2-12 belonged
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TABLE 1 Genome features, sequencing statistics, and accession numbers for the five Streptomyces isolates

Data for Oxford Nanopore
Data for lllumina sequencing q ing® s
Strain No. of reads SRA No. of reads SRA Replicon  Genome  Total no. content GenBank
(replicon) ( ge [X]) accession no. (coverage [X]) accession no. size (bp) size (bp)  of CDSs¢ (%) accession no.
RLA2-12 21,079,784 (83)  SRX8039999 269,118 (175)  SRX8039129 10,825,588 10,892,946 10,116 703 JABAQG000000000
(pRLA2-12.16)¢ (67,358)

RLB1-33 14,156,938 (50)  SRX8040000 477,335 (222)  SRX8039130 12,127,650 12,127,650 11,381 70.0 CP050974

RPA4-2 19,808,024 (86)  SRX8040001 231,331 (165)  SRX8039131 9,856,149 9,856,149 9,287 709 CP050975

RPA4-5 19,657,766 (93)  SRX8040002 97,134 (73) SRX8039132 9,047,156 9,047,156 9,260 709 CP050976

S104-11 15,509,220 (53)  SRX8040003 180,498 (107)  SRX8039133 12,276,515 12,276515 12,065 69.9 CP051010

“|llumina libraries were generated using the universal TruSeq LT adapter 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3' and the
index adapter 5"-GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC(index)ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-3".

®Na
“As

and were
CDSs, coding sequences.

nopore adaptor sequences are not
ined through RAST

“C indicates the circular configuration of the replicon, as predicted by the assembling.

d during base calling.

to a previously isolated cluster of strains (identical 165 rRNA gene sequences) (8, 14)
that was closely related to Streptomyces olivochromogenes DSM 40451 (99.9% identity
in 165 rRNA gene sequences) (15). The strains RLB1-33, RPA4-2, and S1D4-11 and
Streptomyces mirabilis CSSP107 exhibited identities of 99.9% to 99.2% in their 165 rRNA
genes, indicating that they might belong to the same species or constitute sister
species. While these strains belong to the large Streptomyces clade Il described by
McDonald and Currie (16), strain RPA4-5 was closely related to Streptomyces platensis
ATCC 23948 (identical 165 rRNA genes), which belongs to the third, unstructured
"other” species group. These results indicate that closely related strains and distant
Streptomyces species coexist in the same microhabitat.

Data availability. Genome sequences and sequence reads (lllumina and Nanopore
technologies) are available at GenBank and at the NCBI Sequence Read Archive (SRA)
under the accession numbers listed in Table 1.
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CHAPITRE R2 : ETUDE DU POTENTIEL DE PRODUCTION DES
METABOLITES SPECIALISES D’UNE COMMUNAUTE DE STREPTOMYCES DU
SOL
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RESUME DES RESULTATS:

Ce deuxieme chapitre a pour objectif de caractériser le potentiel de production de
métabolites spécialisés au sein d’'une communauté de bactéries du genre Streptomyces issues
du sol. Ces souches ainsi que leur génome ont été analysés (i) par une approche de génomique
comparative, une étude phénotypique (tests anti-microbiens) et wune approche
métabolomique pour évaluer leur potentiel de production de métabolites spécialisés et (ii)
seront utilisés lors de co-cultures avec des champignons basidiomycetes pour éliciter
I'activation de certaines des voies de biosyntheses préalablement identifiées et dirigeant la

biosynthése des métabolites spécialisés ayant une activité antimicrobienne.

Dans un premier temps, les 8 souches de Streptomyces ont été caractérisées
phylogénétiquement par une analyse de séquences multi-locus a partir de 5 genes. Les
résultats obtenus basés sur la séquence d’ARNr 16S ont montré que 7 de ces 8 souches
appartenaient au clade 2 du genre selon la classification de Currie et Mcdonald. Les souches
RLB1-8, RLB1-9, S1D4-24 et RLA2-12 possédent un géne ARNr 16S identique et une analyse
MLSA a montré tres peu de variabilité, indiquant que ces souches sont proches et
appartiennent a la méme espéece. RLB1-33 est proche de S. avermitilis tandis que RPA4-2 et
S1D4-11 forment un groupe frére. La souche RPA4-5 quant a elle appartient au groupe
« others » de cette classification et est taxonomiquement éloignée des autres. Cette
dispersion phylogénétique a ensuite été confirmée par I'analyse de la moyenne d’identité

nucléotidique (ANIb).

Des tests antimicrobiens ont été réalisés contre des souches indicatrices issues du
méme environnement appartenant ou non au genre Streptomyces. Une importante disparité

d’activités antimicrobiennes a été observée.
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En effet, certaines souches comme S1D4-11 et RPA4-5 sont capables d’inhiber la quasi-totalité
des souches indicatrices alors que d’autres comme RLB1-33, RLB1-8 et RLA2-12 présentent
peu d’activité. En comparant deux souches phylogénétiquement proches, leur profil
antimicrobien s’est avéré étre totalement différent. Par exemple, RLB1-9 inhibe quelques
souches tandis que RLB1-8 n’en n’inhibe aucune. Ces résultats peuvent étre expliqués par un

potentiel différent de la production de métabolites spécialisés.

Dans le but d’estimer le potentiel de production de ces souches par la détection in
silico des genes putatifs codants les voies de biosyntheses de métabolites spécialisés, une
analyse AntiSMASH a été effectuée. Cette analyse bio-informatique a révélé la présence
potentielle de 25 a 36 voies de biosynthése par souche pour un total de 261. Ces voies de
biosynthéses codent pour des enzymes de type Polyketide synthetase (PKS), Non Ribosomal
peptide synthetase (NRPS), des voies hybrides PKS/NRPS, des peptides synthétisés par le
ribosome et modifiée post-traductionnellement (RiPPs) et des terpénes. Les voies qui
n’appartiennent pas aux types de voies décrites précédemment sont classés dans autres. Sur
I'ensemble des voies de biosynthése détectées, seules 68 possedent une similarité
significative avec une voie préalablement identifiée (identité > 70%). Les 193 voies restantes

pourraient étre la source de nouveaux produits jamais identifiés jusqu’a présent.

Pour évaluer le potentiel réel de production de I'ensemble de ces souches, il est
important de considérer la conservation pouvant exister au sein des souches de la méme
communauté. Pour cela, un réseau d’identité des régions codantes des voies de biosynthése
a été construit sur la base de la similarité pouvant exister entre chacune d’entre-elles. Sur les
261 voies de biosynthéses détectées, il existe en réalité 93 familles uniques dont 53 sont
spécifiques d’une souche de Streptomyces. Seules 5 voies de biosynthéses sont partagées
entre les 8 souches. Ces 5 voies codent pour des enzymes impliquées dans la synthése de
métabolites importants pour I'adaptation de ces bactéries dans leur environnement comme
par exemple la desferioxamine impliquée la captation du fer dans le milieu. Concernant la
spécificité des voies, plus la souche est éloignée phylogénétiquement plus elle posséde des

voies spécifiques.
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Ce phénomeéne est expliqué par le gain et la perte de génes notamment liés a
I'important flux de génes au niveau des bras chromosomique qui augmente d’autant plus avec
la distance phylogénétique de la bactérie du genre Streptomyces. De plus, cette spécificité est
principalement observée sur les bras du chromosome des souches analysées. Tandis que les

genes conservés se retrouvent principalement vers la partie centrale du chromosome.

Pour continuer cette caractérisation de ces souches, une étude métabolomique par
GC-MS a été réalisée. Cette étude a montré que plus de 97% des features détectées (n initial
= 5945) étaient partagés au minimum par deux souches. Parmi les métabolites spécifiques
d’une souche, 8 métabolites ont été identifiés dont 6 appartiennent au métabolisme primaire
et les deux autres pourraient étre la base de molécules antimicrobiennes. Ces résultats
suggerent que les génes codant les voies du métabolisme spécialisé sont silencieux dans les

conditions testées lors de cette étude.

Le potentiel de production de métabolites spécialisés est donc tres divers chez ces
souches de Streptomyces isolés du méme micro-habitat. Une large part des voies de
biosynthéses semble spécifique et/ou non identifiée et pourrait étre un réservoir important
pour la découverte de nouvelles molécules d’intérét. Néanmoins, I'approche métabolomique
a montré que ce potentiel n’était pas forcement exprimé dans les conditions utilisées. Il est
donc important de trouver des moyens d’activation de ces molécules comme par exemple la

co-culture entre micro-organismes.
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Abstract: The diversity and distribution of specialized metabolite gene clusters within a community
of bacteria living in the same soil habitat are poorly documented. Here we analyzed the genomes of
8 Streptomyces isolated at micro-scale from a forest soil that belong to the same species or to different
species. The results reveal high levels of diversity, with a total of 261 biosynthesis gene clusters
(BGCs) encoding metabolites such as terpenes, polyketides (PKs), non-ribosomal peptides (NRPs)
and ribosomally synthesized and post-translationally modified peptides (RiPPs) with potential
bioactivities. A significant part of these BGCs (n = 53) were unique to only one strain when only
5 were common to all strains. The metabolites belong to very diverse chemical families and revealed
that a large diversity of metabolites can potentially be produced in the community. Although that
analysis of the global metabolome using GC-MS revealed that most of the metabolites were shared
between the strains, they exhibited a specific metabolic pattern. We also observed that the presence
of these accessory pathways might result from frequent loss and gain of genes (horizontal transfer),
showing that the potential of metabolite production is a dynamic phenomenon in the community.
Sampling Streptomyces at the community level constitutes a good frame to discover new biosynthetic
pathways and it appears as a promising reservoir for the discovery of new bioactive compounds.

Keywords: Streptomyces; soil; specialized metabolism; biosynthetic gene cluster; community; diversity

1. Introduction

Antimicrobial resistance is a major and global threat, with an estimated 33,000 human deaths per
year in the European Union and 700,000 worldwide [1]. It is projected to be the leading cause of death
by 2050 (with an estimated 10 million deaths globally). Finding new molecules is one of the solutions
making it possible to challenge this scenario. The Actinobacteria are the most prolific providers of
specialized metabolites, including two-thirds of all known antibiotics as well as many anticancer,
antifungal, and immunosuppressive agents. These bacteria are thus of great importance in medicine,
plant sciences, and biotechnologies [2]. Among Actinobacteria, the only genus Streptomyces provides by
itself half of all known active compounds [3,4] and therefore constitutes a natural reservoir of potential
new products to thwart antimicrobial resistant strain emergence. Streptomyces are soil dwelling bacteria
also inhabiting marine and freshwater ecosystems. They generally have large genomes (6-12 Mb)
organized in a linear chromosome [5]. They play an important role in the organic material recycling
and are involved in symbiosis with plants, fungi, insects, and animals [6]. These interactions can be

Antibiotics 2020, 9, 271; doi:10.3390/antibiotics9050271 www.mdpi.com/journal/antibiotics
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beneficial, producing compounds that protect the host against pathogens [7], or enzymes that degrade
resistant polymers such as lignocellulose [8].

Though this potential of metabolite production has been known for a long time, recent genomic
approaches have revealed that it was in fact largely underestimated, as a single Streptonyces strain can
possess in average between 30 to 50 biosynthetic gene clusters (BGCs) that could encounter for 8-10%
of its genome [2,9]. Most of them are cryptic in standard laboratory culture conditions but can be
awakened by diverse approaches [10]. For instance, Streptomyces ambofaciens isolated from a French soil
in the 1950s was historically known to only produce the drug spiramycin, used in human therapy as
an antibacterial agent and for the treatment of toxoplasmosis; and the pyrrole-amide congocidine [11].
Mining of its genome allowed the identification of 23 clusters potentially involved in the production
of other secondary metabolites [9,12] and different approaches including genome modification led
to the identification of different new compounds, or already known compounds such as kinamycin
angucyclinone antibiotics [13,14] or the stambomycins [15]. If various approaches exist to unravel the
potential of metabolite production of the Streptomyces such as genome mining [16] and editing (e.g.,
ribosome engineering) [17], regulator manipulations [18], synthetic biology [19], variations in culture
conditions (e.g., co-culture, OSMAC, and nutrient conditions screening) [20], most of these approaches
rely on natural isolates. Thus, prospecting the Streptomyces diversity remains essential. Studies
sampled Streptomyces, for instance, from underexplored environments [21] such as mangroves [22],
in deserts [23], caves [24], in the oceans, or in association with plants [25], insects [26], or marine
animals like sponges [27] to increase the probability to discover new compounds. Interestingly, new
insights in Streptomyces diversity showed that strains barely distinguishable at the taxonomic level can
have distinct specialized metabolisms [5,28-31]. Thus, it seems that a large diversity of metabolites
can be produced at the intra-specific level. We recently showed that this diversity resulted from the
plasticity of the Streptomyces genome which experienced massive gene fluxes and recombination events
even over short evolutionary times [5].

Regarding this large diversity, we challenged in the present study the idea that the potential
of biosynthetic pathways found in a small number of strains isolated from a standard temperate
soil should reveal a potential of new molecules. We therefore isolated at a small spatial scale (cm)
a Streptomyces community from grains of soil originating from a temperate French forest. We used
genome-guided, metabolomic, and phenotypic analyses and revealed their potential to produce
metabolites of interest. We therefore show that even in a grain of soil, the potential to discover a large
diversity of secondary metabolites and among them new activities is a reasonable approach regarding
the discovery of new drugs.

2. Results and Discussion

2.1. Isolation and Taxonomic Characterization of a Streptomyces Community

As already described, in Tidjani et al. [5], soil was sampled in the forest of Montiers (France).
Eight grains of soil maximally distant of 8 cm and in the order of mm? were taken for strain isolation.
Forty-six sporulating isolates with an actinomycetal phenotype (filamentous growth and sporulated
colonies) were selected and phylogenetically characterized with a five-gene multi locus sequence
analysis (MLSA) scheme (Figure S1). All the isolates belonged to the Streptomyces genus and eight
strains were retained for further analyses. The three strains (RLB1-8, RLB1-9, and S1D4-23) were
already described and their genome sequenced in Tidjani et al. [32]. These strains were highly related
and were part of the same population. Here, we added RLA2-12 as another representative strain of this
population. The four additional strains (RPA4-5, RPA4-2, RLB1-33, and S1D4-11) were chosen in order
to consider more taxonomically distant representatives of the community. After genome sequencing
(see below), the 165 rDNA sequences of our isolates were extracted and used to specify their taxonomic
position by a phylogenetic reconstruction in comparison with close reference strains (Figure 1A). These
latter were identified by Blast search on NCBI © with the 165 rDNA sequence of our strains. The strain
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RLB1-33 was closely related to S. mirabilis, while RPA4-2 and S1D4-11 grouped together as sister group,
but at the exclusion of any reference strain. The strains RLB1-8, RLB1-9, S1D4-23, and RLA2-12 had
identical 16S rDNA sequences and were closely related to S. olivochromogenes. These seven strains
belonged to clade II of the Streptoniyces genus according to McDonald and Currie [33] classification.
The strain RPA4-5 was more distant from the seven others and potentially belonged to the S. platensis
species. This last strain belonged to the clade called “other” in McDonald and Currie classification
which underlined the phylogenetic dispersion of our sampling. These results were confirmed by
average nucleotide identity-based (ANIb) comparisons (Figure 1B).
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Figure 1. Genetic relationships between Streptomyces isolates of the community. (A). 165 rRNA
phylogenetic tree of strains. The tree was based on a 1432 nucleotide alignment of the sequenced
strains (marked with a * symbol) and closely related reference Streptonyces. The tree was built using the
Maximum Likelihood method and with 100 bootstrap replicates. Bootstrap values below 70 were not
represented. The scale represents mutations per nucleotide. The ** symbol represent the Streptomyces
clades as defined by McDonalds and Currie ([33]). (B). Average nucleotide identity (ANI) between all
pairs of genomes is represented as a heat map. According to taxonomic standards, strains that belong
to a same species have identity scores higher than 95% (i.e., in red in the heat map).

Bioassay experiments (n = 104) were performed between all the pairs of strains, as well as with
four strains isolated from the same soil and belonging to other bacterial genera (Bacillus, Rhodococcus,
and Paenisporosarcina) (Figure S2). It showed that many strains had different growth inhibition patterns,
with in the extreme cases, the strains S1D4-11 and RPA4-5 that inhibited all or almost all strains, and
on the other hand, the strains RLB1-33, RLA2-12, and RLB1-8 that inhibited no indicator strain in the
tested conditions. Interestingly these inhibition patterns could differ between closely related strains
suggesting that, the metabolic profile could show some inconsistencies with phylogenetic relationships.

2.2. Genome Sequencing and BGC Identification

Genomic studies were performed on the eight selected strains; five of them were fully sequenced
during the present study (Table 1). A combination of Nanopore (Oxford Nanopore Technologies)
and Illumina technologies has been used. One to two large contigs covering the whole genome of
each strain were obtained and enabled to acquire each linear chromosome in one scaffold and to
identify one extrachromosomal element in strain RLA2-12 (predicted circular). The total genome sizes
of the newly sequenced genomes ranged from 9.85 to 12.27 Mb, positioning these strains among the
largest Streptomyces genomes and even among the largest bacterial ones (Table 1). The annotation was
performed using the RAST tool kit (RASTtk, [34]) available on the Rapid Annotation using Subsystem
Technology (RAST) platform. In order to estimate the potential of the Streptomyces community for
the production of specialized metabolites, the genomes were screened in silico with antiSMASH [35]
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for the presence of biosynthetic gene clusters (BGCs) putatively coding for the production of such
compounds (Figure 2). A total of 261 BGCs were detected across all strains, each with 25 to 36 BGCs
with an average of 32. Regarding the overall community, a pool of 45 distinct BGCs were identified,
with 26 shared by at least two strains and 19 unique to one strain. It should be noticed that the strain
RPA4-5 which is the taxonomically more distant possessed more BGCs than the others with a ratio 3.8
BGCs per megabase of DNA versus 2.8-3 for the others.

Table 1. Genome characteristics and accession numbers of studied Streptomyces strains.

Strain/Plasmid ~ Replicon Size  Genome Size CDS*  GC%  Genbank Accession Numt
RLB1-8 11,765,395 11,765,395 10,891 702 NZ_CP041650
RLB1-9 11,940,408 12,201,201 11,085 70.2 NZ_CP041654

pRLB1-9.1€ 154,158 - 181 69.0 NZ_CP041653

pRLB1-92 L 106,635 - 120 68.7 NZ_CP041652
RLA2-12 10,825,588 10,892,946 10,031 703 JABAQGO000000000

pPRLA2-12.1 € 67,358 - 85 69.8 -
S1D4-23 12,057,750 12,057,750 11,174 702 NZ_CP041613
RLB1-33 12,127,650 12,127,650 11,381 70.0 CP050974
RPA4-2 9,856,149 9,856,149 9287 709 CP050975
S1D4-11 12,276,515 12,276,515 12,065 69.9 CP051010
RPA4-5 9,047,156 9,047,156 9260 709 CP050976

* A threshold of 50 aa was applied after Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) automatic annotation.
©L: circular and linear. Accession numbers in italics correspond to previously reported genomes, straight numbers
indicate newly sequenced genomes.
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Figure 2. Distribution of biosynthetic gene clusters (BGCs) in strains. The identification of BGCs
and their classification into families was performed by antiSMASH. Each family is represented by a
color code and their numbers in each strain is indicated in the bar. The genome size of each strain is
indicated on the top. PKS: polyketide, NRPS: nonribosomal peptide, RiPPs: ribosomally synthetized
and post-translationally modified peptide.

From the identified BGCs, the antiSMASH analysis enabled to group the predicted metabolites
into six different classes that all possess a large diversity of bioactive molecules. Four of these classes
encompassed peptides that are differentiated according to their biosynthesis enzymology. The NRPs
are synthetized by non-ribosomal peptide synthases (NRPSs), the PKs by polyketide synthases (PKSs),
the PKs/NRPs by hybrid biosynthesis pathways and the RiPPs are ribosomally synthetized and
post-translationally modified peptides. The fifth group is constituted by terpenes and the last group
named “other” gathers all the unassigned BGCs. These different classes were present and relatively
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frequent in all the strains (Figure 2). Aside from unassigned BGCs (10 to 15 per strains), terpenes
(4-6 per strain), RIPPs (3-7 per strain), and NRPS (2-8 per strain) were the most frequent.

In order to have a better assignment of these 261 BGCs, we compared them to the MIBiG
database [36]. Among them, 68 showed strong similarities (over 70%) to known BGCs and therefore
could potentially be involved in the synthesis of similar or analogous compounds. The 193 remaining
clusters could be on the other hand at the origin of the synthesis of more diverse or new compounds.
With the aim of finding new compounds, it is interesting to differentiate at the community scale highly
conserved BGCs and BGCs that are only present in one or a few strains. The first ones are indeed
more likely to be essential to the Streptomyces metabolism in their environment when the second may
encode biosynthetic pathways involved in the production of novel bioactive compounds providing
ecological advantages [37]. For this purpose, we constructed a similarity network of the BGCs among
different genomes using BigScape ([38], Figure 3) which uses a modified Pfam domain similarity metric
and represented the shared BGCs as a heatmap (Figure 4A). By doing this, 93 gene cluster families
(GCFs) were detected of which 53 were strain specific. The more related the strains are, the more they
share common biosynthesis pathways (Figure 4A). Although the BigScape analysis allows BGCs to
be grouped into families, each family represents a large diversity of molecules deriving from related
backbones. Hence differences such as the presence or absence of genes or point mutations can result
in the formation of metabolites with distinct final structures. The presence of common biosynthetic
pathways appears to follow phylogenetic links. If we only consider the closest representatives of
the community (i.e., at the exclusion of the taxonomically distant RPA4-5) 13 GCFs are common,
when only five (ectoine, hopene, desferrioxamines, spore pigment, and bacteriocin) are unanimously
shared when RPA4-5 is considered. These five common GCFs may provide essential metabolites for
Streptomyces to adapt to its biotic and abiotic environment. For example, the production of a soluble
low-molecular-weight compound such as ectoine which counteracts the deleterious effects of salinity
and loss of water on cell physiology [39] is shared by all eight strains. The “spore pigment” conferring
a potential increased resistance to UV radiation [40] is also widely found. Hopanoids were also found
in all the strains; the hopene BGC was present in all genomes while the albaflavenone biosynthetic
pathway was present in all but RPA4-5. Although not essential for growth, these compounds impact
membrane fluidity and permeability and were hypothesized to alleviate stress in aerial mycelia by
decreasing water permeability of the cell membrane [41-43]. All the studied Streptomyces produced
siderophores which play an important role in extracellular solubilization of iron and are essential for
the growth and development of the bacterium. Three BGCs in each strain were tagged as siderophore
biosynthetic pathways but only one was ubiquitous, that is desferrioxamines B and/or E. Sarpeptins A/B,
myxochelins A/B or delfibactins A/B (NRPS, [44]) were also predicted in several strains. The volatiles
geosmin and 2-methylisoborneol BGCs were found in 6 strains but absent from strain RPA4-5. Geosmin
is famous for giving soil its familiar “earthy” smell. These two terpenoids have recently been implicated
in the attraction of a soil arthropod facilitating their dissemination in the environment [45]. The RiPPs
(ribosomally synthesized and post-translationally modified peptides) lassopeptides siamycin I, MS 271,
and albusnodin, and RiPP lanthipeptides SapB and SAL-2242, were also identified. The carotene
isorenieratene and the PKS products lydicamycin, alkylresorcinol, and pepticinnamin E also belong to
the identifiable BGCs.

Specific GCFs may provide new biosynthetic pathways and offer opportunities to discover new
compounds promising in the fight against antibiotic resistance in pathogenic bacteria. Studying their
diversity and distribution may also help to understand the role of antibiotic in the ecological context.
Hence, specific BGC may specifically help in the challenging biotic competition in soil, and help its
owner or its conspecific to cope against a competitor. The contribution of the different strains of the
community to the specific GCFs is illustrated by the heat-map (Figure 4B). Consistently with the
previous results, the strain RPA4-5 which is the most distantly related strain provided alone 28 out
of 53 of the unique pathways. Among them, two compounds were predicted by antiSMASH with
high confidence (100% similarity): SapB and albusnodin (RIPPs). Strains RPA4-2 (16 BGCs), S1D4-11
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(14 BGCs), and RLB1-33 (9 BGCs) also contributed a lot to the community repertoire. Recent studies
have already pointed out that the correlation between the presence of BGCs and the taxonomy of
Streptomyces is difficult to assess. It is the case at the genus level [31], but also between closely related
species or at the intra-specific level [46-48]. These results can be explained by a high potential to
gene exchange enabling the shuffling of the BGC repertoire and by the adaptive pressure applied in a
specific niche to retain or to lose BGCs. The strains compared in other studies are generally isolated
from various environments, blurring the niche effect. Here we investigated such presence/absence of
BGCs among strains sharing the same habitat at different taxonomical levels. Despite this attention
brought to the sampling scheme, it does not appear that genes are specifically conserved between
distant strains and close phylogeny remains the main factor to share BGCs.
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Figure 3. Similarity network of the predicted biosynthetic gene clusters (BGCs). After in silico
prediction, BGCs shared by our 8 strains were represented in networks were similar BGCs between
different strains are connected by a line. BGCs unique to one strain are symbolized by a singleton.
Each strain is represented according to the color code. Numbered BGCs correspond to BGCs whose
final product can be potentially predicted. 1, desferrioxamin B/E; 2, ectoin; 3, hopene; 4, spore
pigment hybrid; 5, geosmin; 6, albaflavenone; 7, 2-methylisoborneol hybrid; 8, alkylresorcinol; 9,
lanthipeptide A; 10, pepticinnamicin E; 11, diisonitrile antibiotic SF2768; 12, melanin; 13, siamycin
I; 14, sarpeptine A/B; 15; 2-methylisoborneol; 16, albusnodin; 17, lydicamycin; 18, JBIR-76/77; 19,
isorenieratene; 20, deimino-antipain; 21, lanthipeptide hybrids; 22, spore pigment; 23, lugdunomycin;
24, MS-271 (lassopeptide).

The fact that the number of specific GCFs increases with genetic distance suggests that gain and

loss of BGCs are events occurring and cumulating along the evolutionary time leading to divergence.

BGC replacement may occur even if the pressure is high on the function provided, especially when
the newly acquired BGC performs the same function [49]. For example, as long as siderophores are
produced and iron assimilation is ensured, the BGCs responsible for their synthesis can be replaced by
horizontal transfer. On the other hand, other examples have shown that a few discrete differences
may lead to phenotype differentiation between closely related strains. The polymorphism in Bacillus

subtilis living in the same cubic centimeter impacted quorum sensing and led to kin differentiation [50].

Similarly, comparison of two closely related groups of Myxococcus strains enabled the identification
of a 150-kb region involved in their merging phenotype [51]. Regarding specific BGCs, the turnover
could even be much higher leading to a high diversification of the metabolites that can be used in biotic
interactions such as antibiosis. As we have shown in a previous study [5], specific capacities to produce

bioactive compounds such as antibiotics could be considered as public goods for the population.
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More distant strains forming a community could also share common goods like closely related strains
belonging to the same population.
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Figure 4. Distribution of gene cluster families (GCFs). (A). The presence of the different gene cluster
families (n = 37) predicted by BigScape for the whole community is represented for each strain. BGCs
are named according to the BigScape nomenclature. The absence of a GCF in a strain is represented
by a white square and its presence by a colored one. The color of the square indicated the number of
strains sharing this GCF. (B). Heat map of the number of unique GCFs brought by each individual
strain of the community. The GCFs were grouped into 6 large families (NRPS, PKS, PKS/NRPS hybrids,
RiPPs, Terpenes, others) and the color code indicates the number of unique GCFs present in a strain.

When the BGCs distribution is observed in the genetically closest strains, i.e., within the group
of strains RLB1-8, RLB1-9, S1D4-23, and RLA2-12, it is possible to infer the events that led to the
contemporary genomes. Thus, without being able to infer the genomic organization of the common
ancestor of this group of strains, it is possible on the basis of parsimonious reasoning to retrace the
events of gain and loss of BGCs occurring within this group. The BGCs present in a single strain
were probably gained by horizontal transfer. Those absent from a single strain were probably lost.
For all other cases, it is difficult to decide given the small number of strains considered. Only 26 of
the 45 BGCs are shared by all strains despite their close phylogenetic proximity. Thirteen are shared
by two or three strains, six are present in only one strain. This great diversity is concentrated in the
terminal regions of the linear chromosome with the six specific BGCs present in the terminal 25% of
the chromosome (not shown). In addition, with the exception of a single loss event located in the
central region of the chromosome (loss of the lassopeptide BGC, siamycin BGC in strain RLA1-12), all
loss or gain events occurred in the terminal regions. The same picture appears when BigScape GCF
groupings are used to map BGCs that are common (or almost common) or specific to all the sample
strains (Figure S3). Hence, while common BGCs are scattered more or less in the same order in the
center of the chromosome, specific ones are mostly localized in the chromosome arms. All together,
these results highlight the high potential of metabolite production encountered in this Streptomyces
community that is supported by strain specific clusters.

2.3. Metabolite Profiling

In order to pursue the diversity characterization of the studied Streptomyces strains, a metabolomic
approach was used. After growth on GA Petri dish and solvent extraction, the extracts were separated
by GC/MS and analyzed through the GNPS workflow. GC-MS was already used for the characterization
of bioactive Streptonyces strains [52]. The used derivatization allowed to detect more compounds
like amino acids and lipids. For the eight strains taken together, it revealed the presence of 5945
features divided into 1310 unique categories (a feature corresponds to m/z with retention time as
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described in Tourneroche et al. [53]). A large majority of features (97%) was found in at least two
strains and only 36 (3%) were found in only one strain (Figure $4). It has been shown that in laboratory
culture conditions (i.e., pure culture in standard growth conditions), most of the accessory genes
including BGCs, remained silent [10]. Thus, the fact that most of the metabolomic profile is shared
between strains could reflect the experimental conditions and revealed mainly compounds of the
primary metabolism. A specific metabolic pattern could be nevertheless observed for each strain
(Figure 5). These results were consistent with a previous study performed by Antony-Babu et al. ([28]),
who showed no obvious relationship between the metabolite profiles of 10 Streptomyces strains with
identical 165 rDNA genes. The bioassays conducted with our strains revealed that some antimicrobial
compounds were produced (Table S1). These activities likely depend on the expression of a single BGC
as we have shown recently in one of the studied strains (RLB1-9, [5]) where the antibacterial activity
was correlated to the presence of a NRPS gene cluster not present in other strains. It is logical that
these activities were not sufficient to differentiate the global metabolomes of our strains. We tried to
identify the nature of the 36 specific features to one strain in using the GNPS databases (NIST and
others), but no identification could be performed. Among the shared features, 87 were common to all
the strains and eight of them could be identified as ethanolamine, cyclohexylamine, hexane, glycine,
tocopherol, 7,(5-alpha)-cholesten-2-beta,3-beta-14-alpha-22R,25-pentol-6-one, 2-Aminoimidazole, and
2(1H)-Pyrazinone. These compounds are involved in lipid and amino-acid synthesis and could result
from the primary metabolism. Interestingly, the two latter have been detected in some Streptomyces
isolates as potent antibiofilm agent [54] or to have a cytotoxic activity against colorectal carcinoma cell
lines [55].

Features shared by:
RLB1-9
8 strains
7 straing
RPA4-S 6 strains
5 strains
RLB1-8 4 strains
3 strains
2 strains
RLA2-12 1 strain
RLB1-33 ‘
$104-23 |

= A |“J it

Figure 5. Metabolite profiling comparison. The presence/absence of all the features detected by GC/MS
metabolite profiling (5,945 features grouped into 1,310 categories for the 8 Streptomyces) were compared
in a heat map. A line represents each category and its color represents the number of strains that
shares it.

3. Conclusions

Our study revealed a strong variability of the capacity to produce specialized metabolites among a
sample of Streptomyces strains isolated from a forest soil micro-habitat. Only a few BGCs were found to
be shared by all the isolates and likely ensure essential physiological traits. In contrast, a large part of
the BGCs was strain-specific and constitutes a huge reservoir for new genes of interest. A preliminary
metabolomic analysis revealed that although a specific profile can be assigned to each strain, most of
the metabolome is shared, likely reflecting the expression of the primary metabolism. Further prospect
will consider the global expression in different growth conditions (abiotic and biotic stresses including
co-culturing) of the strains in order to reveal the expression of new metabolites correlate to the diversity
of BGCs.

87



Antibiotics 2020, 9, 271 9of 14

4. Material and Methods

4.1. Strains, Culture, and Storage

The Streptomyces were isolated from grains of soil on the order of cubic millimeters in size from
a clod of soil collected in the Montiers-sur-Saulx forest in France (GPS coordinates: 48°32'37.248”N,
5°18'21.946"'E) as described in Tidjani et al. [5]. Non-Streptomyces bacteria were isolated from the same
forest soil during another sampling campaign. Streptomyces were grown on GA medium (15 g starch,
5 g NaCl, 5 g KCl, 0.5 g K2ZHPO4, 0.5 g KNO3, 0.5 g MgSQOj, 15 mg FeSOj4, and 15 g Bacto Agar into 1 L
of water adjusted in pH 7.2) and all the other bacteria on LB medium (10 g tryptone, 5 g yeast extract,
10 g NaCl for 1 L) at 30 °C. Streptomyces were stored at —80 °C as spore suspensions in glycerol [56].
For metabolite extractions, the initial spore stock of Streptomyces was diluted to give a solution of 10°
spores/ml. Ten microliters of this solution were then spread over a Petri dish. Cultures (3 replicates)
were grown for 14 days and cut out with a spatula and gathered into a flask for ethyl acetate extraction
(1/1 v/v). This mixture was shaken during 1 h 30 min and filtered to recover the liquid. After extraction,
the organic solvent was evaporated under vacuum using a rotary evaporator. Dried extracts were
stored at —18 °C before analysis.

4.2. Phylogenetic Analyses

MLSA genes (atpD, gyrB, recA, rpoB, and trpB) were amplified using primers and PCR conditions
described by Guo et al. [57], respectively. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 [58]
(Kumar 2016). The MLSA tree (3178 concatenated positions) was built by Neighbor-Joining with
a Kimura’s two-parameter distance correction. After removing positions containing gaps in the
alignment, the 165 rDNA tree was built by Maximum Likelihood based on the General Time Reversible
model with 1432 positions. Branch likeliness was calculated with bootstrap analyses (100 replicates).
ANIDb values were calculated with Jspecies (http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) [59].

4.3. Bioassays

All inhibition growth experiments were performed on GA medium [60]. Inhibition growth
experiments between Streptontyces were performed by streaking the tester Streptomyces from a single
colony to form a line on a plate and were incubated at 30 °C for 5 days. The receiver strain was then
applied perpendicularly to the tester and incubated at 30 °C. The tester strain was considered inhibitory
when it prevented the growth of the receiver streak in its vicinity. Inhibitory growth experiment
against Bacillus, Paenisporosarcina and Rhodococcus were performed in inoculating for 5 days a 5 uL.
drop (107 spores per mL) of a Streptomyces spore suspension. After an overnight pre-culture, the
receiver strains were overlaid in LB soft (0.4% agar) at a 600nm OD of 0.05 on top of the Streptomyces.
Their growth inhibition was monitored by the observation of an inhibitory halo.

4.4. Genome Analysis

The Streptomyces strains used in this work have been completely sequenced and assembled.
Their accession number corresponding to their genome sequences are indicated in Table 1. Sequencing
and assembling were performed via the 12BC NGS platform (France). Automatic annotation of
the genome sequences was achieved using the RAST tool kit (RASTtk, [34]) available on the Rapid
Annotation using Subsystem Technology (RAST) platform with a CDS size threshold of 50 amino-acids.
Further, the annotation files were used as input of antiSMASH [35] in order to predict the BGC content
of each genome. A similarity network of the BGCs was obtained using BigScape which uses a modified
Pfam domain similarity metric implemented [38,61]. A cut-off of 0.75 was used for the analysis.
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4.5. GG/MS Metabolite Profiling

Dried extracts into glass vials were silylated by adding 50 uL of BSTFA/TMSCI (99/1) and heated
at 50 °C for 12 h. Then, the derivatizing reagent was evaporated, the extract derivatives were diluted
in ethyl acetate and transferred for gas chromatography analysis. GC-MS analysis was performed
on a Clarus 680 gas chromatograph coupled to a Clarus SQ8 quadrupole mass spectrometer (Perkin
Elmer Inc., USA). Gas chromatography was carried out on a 5% diphenyl /95% dimethyl polysiloxane
fused-silica capillary column (DB-5ms, 30 m x 0.25 mm, 0.25-um film thickness, J&W Scientific, USA)
with helium as carrier gas at a constant flow of 1 mL/min. The gas chromatograph was equipped with
an electronically controlled split/splitless injection port. The injection (1 pL) was performed at 250 °C
in the splitless mode. The oven temperature program was as follows: 80 °C for 2 min period, increase
from 80 °C to 190 °C at a rate of 10 °C/min, increase from 190 °C to 280 °C at a rate of 15 °C/min and
hold for 5 min, then 10 °C/min until 300 °C and hold for 14 min. Ionization was achieved under the
electron impact mode (70 eV ionization energy). The source and transfer line temperatures were 180 °C
and 250 °C, respectively. Detection was carried out in scan mode: m/z = 45 to m/z = 700. The detector
was switched off in the initial 2 min (solvent delay).

4.6. Statistical Analysis of Metabolite Profiles

Obtained raw data were converted to the appropriate format using Mzmine2 software [62]
Converted data were analyzed using GNPS workflow for GC/MS data [63]. Some of the identified
compound were analyzed by using KEGG platform in order to verify the involved metabolism [64].
With these data an absence/presence table of features was obtained. All statistical analyses and heat
maps have been performed using the R software with package “pheatmap” [65].

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2079-6382/9/5/271/s1:
Figure S1. Phylogenetic multi locus sequence typing (MLSA) tree of isolated strains, Figure S2. Illustration of
a bioassay test, Figure 53. Schematization of the biosynthesis pathways along the chromosome of the strains
studied, Figure $4. Distribution of GS/MS features in strains, Table S1. Bioassay evaluation of growth inhibition
by Streptomyces.
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Fig. S1. Phylogenetic multi locus sequence typing (MLSA) tree of isolated strains.
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Fig. S2. lllustration of a bioassay test.

Table S1. Bioassay evaluation of growth inhibition by Streptomyces.

Receiver strain

Streptomyces i Rh Bacillus
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Number of features

Fig. S4. Distribution of GS/MS features in strains.
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CHAPITRE R3 : ETUDE GENOMIQUE ET CHIMIQUE DE 7 CHAMPIGNONS
BASIDIOMYCETES
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INTRODUCTION

Les basidiomycetes sont la deuxieme division des champignons microscopiques la plus
représentée derriere les ascomycetes. Elle regroupe prés de 30 000 espéces différentes soit
37% des espéces des « vrais champignons » (Kirk et al., 2001). Ces espéeces sont trouvées dans
de nombreux environnement tels que les écosystémes forestiers ou marins (Hibbett and
Binder, 2001). Au sein des écosystémes forestiers, ces champignons ont des fonctions
écologiques essentielles comme par exemple la dégradation de la matiére organique
(Baldrian, 2008; Ghobad-Nejhad, 2011). Les basidiomycétes sont une source non négligeable
de nouvelles molécules. En 2005, pres de 2 000 composés bioactifs issus de cette division
avaient été détectés dont la moitié posséde une activité antibiotique (Bérdy, 2005). Parmi ces
champignons et les molécules produites, on peut citer a titre d’exemple Ganoderma Lucidum
qui posseéde de nombreux métabolites de type terpénes ou des polysaccharides ayant des
activités antibioques, antitumorales et antioxydantes (pour revue voir Cor et al., 2018).
Trametes versicolor produit aussi des antibiotiques de type triterpenes ou prenyl phénols
(Scarpari et al., 2017), alors que Schizophyllum commune est connu pour produire le diterpéne

la Schizostatine qui inhibe la synthése de squaléne (Tanaka et al., 2001).

Sept espéces différentes de champignons appartenant a 5 genres ont été utilisés au
cours de ces travaux : Trametes versicolor, Trametes gibbosa, Trametes versicolor , Trametes
hirsuta, Ganoderma lucidum, Stereum hirsutum, Schizophyllum commune et Postia placenta.
Ces champignons dégradeurs du bois sont des pourritures blanches excepté Postia Placenta
(pourriture brune) et Schizophyllum commune (indeterminé) (Riley et al., 2014a). Ces
champignons ont été choisis sur la base de leur durée de croissance permettant des co-
cultures avec les bactéries du genre Streptomyces. Seuls les 7 génomes disponibles sur NCBI

et JGl ont été analysés
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MATERIEL ET METHODES

SOUCHES UTILISEES LORS DE LA THESE ET EXTRACTIONS DES MOLECULES

Les souches de champignons utilisées lors de cette thése proviennent de la
mycothéque du site INRAE de Champenoux. Les pré-cultures de ces champignons ont été
réalisées sur milieu MA. Ces champignons ont ensuite été cultivés sur milieu GA, a partir d’un
plug de la pré-culture, et un suivi de croissance a été réalisé. Les résultats de suivi de
croissance sont présentés dans le tableau suivant (Tableau R8). Aprés n jours (n correspond a
la valeur indiquée dans le tableau), les métabolites ont été extraits dans de I'acétate d’éthyle

pendant 1h30 a température ambiante.

Moyenne du temps de

Espéce Souche . .
croissance* (jours)
Trametes versicolor Basidio 45 10
Trametes gibbosa Basidio 74 5
Trametes hirsuta Basidio 51 6
Stereum hirsutum Basidio 57 5
Ganoderma lucidum 2R0112 7
Schizophyllum commune 66-01A 15
Postia placenta PP978/9 11

TABLEAU R8 : SOUCHES UTILISEES POUR LES ANALYSES CHIMIQUES
*temps nécessaire pour remplir la boite de pétri (n=3)
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GENOMES DE REFERENCES UTILISES

Les génomes utilisés ont été récupérés depuis les bases de données NCBI ou JGI
(Nordberg et al., 2014; Sayers et al., 2019). Les différentes caractéristiques de ces génomes

sont résumées dans le tableau suivant (Tableau R9).

Champignon Taille du G+C % Nombre de Numéro Référence
génome séquences d’accession
codante
Trametes 33.1 Mb 56,9 12,038 PRINA331355 Project ID: 1111231
gibbosa
Trametes 33.6 Mb 57,6 14,598 GCA_001302255.2 Pavlov et al., 2015
hirsuta
Trametes 42.9 Mb 57,3 12,634 GCA_000271585.1 Floudas et al., 2012
versicolor
Stereum 45.7 Mb 51,3 12,973 GCA_000264905.1 Floudas et al., 2012
hirsutum
Postia placenta 42.4 Mb 47,2 12,537 GCA_002117355.1 Martinez et al., 2009
Ganoderma 43.3 Mb 56,1 16,113 GCA_000271565.1 Chen et al., 2012
lucidum
Schizophyllum 38.5 Mb 57,4 13,210 GCA_000143185.1 Ohm et al., 2010
commune

TABLEAU R9 : GENOMES DE REFERENCES DES SOUCHES ANALYSEES

ANALYSE DES GENOMES

Les génomes des champignons ont été analysés et annotés grace a la plateforme
Augustus avec le génome de référence de Lacaria bicolor et les paramétres par défauts (Hoff
and Stanke, 2013). Cette plateforme est utilisée pour I'annotation des génomes fongiques
(Han et al., 2020; Pavlov et al., 2015). Les séquences protéiques ainsi obtenues ont été
analysées par CVTree avec pour valeur K=7 (Zuo and Hao, 2015) pour la construction d’un
arbre phylogénétique. Pour un entier fixe K, le nombre de K-peptides qui se chevauchent dans
la collection de tous les produits protéiques d'un génome est compté et un vecteur de
composition (CV) de dimension 20* est formé, en attribuant les comptes dans l'ordre

lexicographique des caracteres d'acides aminés.
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Ensuite, un CV « normalisé » est obtenu en soustrayant un compte prédit du compte réel en
faisant une hypothése markovienne d'ordre (K - 2). Cette procédure de soustraction supprime
I'effet de fond aléatoire et met en évidence les informations phylogénétiques contenues dans
le CV normalisé (Li et al., 2010). La comparaison des clusters de protéines orthologues a été

réalisée par Orthovenn2 (Xu et al., 2019).

DETERMINATION ET ANALYSE DES VOIES DE BIOSYNTHESE

Les séquences génomiques en acide nucléique ont été soumises a la plateforme
Antismash pour I'annotation des voies de biosynthése et qui peut étre utilisée pour les
génomes fongiques (Blin et al., 2019; Han et al., 2020). La conservation et la spécificité de
chacune de ces voies ont été évaluées par un réseau de similarité avec un cut-off de 0,75 grace

a I'outil Big-Scape (Navarro-Mufioz et al., 2018).

ANALYSE HPLC-DAD

Les profils chimiques ont été réalisés avec un systeme HPLC-DAD. La colonne semi-
préparative était avec une phase stationnaire de type biphényle (300 mm * 4,6 mm, 5 u
particules de 100 A, Kinetex, USA). L'analyse a été effectuée en mode gradient a un débit de
1 ml / min. Le gradient a commencé de 0% a 100% de méthanol pendant 55 minutes. Apres,
la colonne a été lavée pendant 25 minutes avec 100% d'eau. Le détecteur utilisé est une
barette de diode qui permet le suivi a plusieurs longueurs d’onde. Les longueurs d’onde
sélectionnées étaient comprises entre 200 nm et 400 nm avec un pas de 20 nm. Dans le

présent manuscrit seuls les résultats obtenus pour 300 nm seront présentés.
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RESULTATS

CLASSIFICATION TAXONOMIQUE DES 7 ESPECES DES CHAMPIGNONS BASIDIOMYCETES

Aprés I'annotation avec Augustus (Hoff and Stanke, 2013), les séquences protéiques
des champignons ont été utilisées pour la conception d’un arbre phylogénétique grace a la
plateforme CVTree avec une valeur K=7 conseillée pour I'étude des champignons (Zuo and
Hao, 2015). L'arbre phylogénétique ainsi obtenu est présenté figure R18. Les trois espéces de
Trametes forment un groupe phylogénétique correspondant a la famille des polyporaceae.
Cette famille est proche de celle de Ganoderma lucidum (ganodermataceae) et de celle de
Postia Placenta (Fomitopsidaceae). Ces trois familles appartiennent a I'ordre des Polyporales.
Les deux souches Schizophyllum commune et Stereum hirsutum respectivement de I'ordre des

Russulales et des Agaricales sont proches phylogénétiquement selon leur séquence protéique.

= QOrdre

Famille

Russulales
Stehir

Agaricales
Schico

Ganluc

Basidiomycetes

- Agaricomycetes Tragib

Traver

Polyporales

Trahir

Pospla

K=7

FIGURE R18 : ARBRE PHYLOGENETIQUE DES 7 ESPECES DE CHAMPIGNONS BASIDIOMYCETES

Apres I'annotation Augustus, les séquences protéiques des différentes souches ont été analysés par CVTree3
pour la construction d’un arbre phylogénétique. La valeur K=7 (voir matériels et méthodes) est la valeur de
référence fixée pour les champignons. Les couleurs vertes et oranges indiquent respectivement I'ordre et la
famille formée par I'arbre. Pospla : Postia placenta, GanlLuc : Ganoderma lucidum, SteHir : Stereum hirstum,
Schico : Schizophyllum commune, Traver : Trametes versicolor, Trahir : Trametes Hirsuta et Tragib : Trametes
gibbosa

106



UNE CONSERVATION DES GENES ESSENTIELS IMPORTANTE AU SEIN DE LA DIVISION

Dans un deuxiéme temps, les clusters de protéines orthologues des différentes
souches ont été analysés. Pour cela, les séquences protéiques obtenues apres I'annotation
Augustus ont été analysées grace a la plateforme Orthovenn2 (Xu et al.,, 2019). Cette
plateforme permet de comparer les clusters de protéines orthologues au sein de différentes

especes.

Les especes étudiées forment entre 6 424 et 8 191 clusters de protéines. Environ 2 000

a 3 400 protéines ne forment pas de clusters particuliers (Tableau supplémentaire R10).

Chacune des souches a été comparée aux autres deux a deux et les résultats obtenus sont
visualisés par une heat-map (figure R19). Ces résultats montrent qu’il existe une conservation
de certaines protéines codées par des genes communs au sein de la division des
basidiomyceétes. Comme attendu, les trois especes de Trametes possedent une proportion
importante de protéines orthologues communes. Les résultats obtenus par I'arbre
phylogénétique présentant S. hirsutum et S. commune comme étant proches sont confirmés
par la présence d’'un nombre important de protéines orthologues. Sil’'on considére I'ensemble
des protéines de ces 7 souches (n=13 233), plus du quart (n= 3 400) est entierement conservé
au sein des 7 especes considérées et environ 50% des protéines sont présentes chez au moins
deux especes (figure supplémentaire R25). La proportion de génes spécifiques augmente avec
le nombre d’espéce considéré et atteint environ 25% des genes (n= 4 000) de ces 7 souches
(figure supplémentaire R25). Ces genes pourraient coder des voies de biosynthéses du
métabolisme spécialisé. La suite de cette étude se focalisera donc sur les voies du

métabolisme spécialisé de ces différentes souches.
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FIGURE R19 : COMPARAISON DEUX A DEUX DES CLUSTERS DE PROTEINES ORTHOLOGUES DES 7 ESPECES DE CHAMPIGNON
BASIDIOMYCETES

Apres annotation augustus, les séquences protéiques ont été analysés par OrthoVenn2. Les comparaisons deux-
a-deux des clusters de protéines orthologues des différentes souches sont représentées sous forme de heat-
map. Pospla : Postia placenta, Ganluc : Ganoderma lucidum, SteHir : Stereum hirstum, SchiCo : Schizophyllum
commune, Traver : Trametes versicolor, Trahir : TrameteshHirsuta et Tragib : Trametes gibbosa

UNE DIVERSITE DES VOIES DE BIOSYNTHESES TRES IMPORTANTES

Les 7 génomes des champignons basidiomyceétes ont été analysés in silico via
Antismash (Blin et al., 2019) dans le but de prédire les différentes voies de biosynthéses et
d’estimer leur diversité (figure R20). Un total de 153 BCG a été retrouvé pour I’'ensemble des
7 souches avec 15 a 28 voies de biosynthése par souche. La majorité de ces voies de
biosynthése codent pour des terpenes (n=76) et des NRPS (n=51). Il est connu que les
champignons possédent un terpenome important (pour revue voir Quin et al., 2014). Seuls
Schizophyllum commune (Fungal RiPPs) et Stereum hirsutum (PKS/NRPS hybrids) possédent
une classe de voies de biosynthese spécifique. Il est a noté que ces deux classes de voies de
biosynthése constitue une source importante de nouveauté et de complexité en termes de

composés (Ye et al., 2016).
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Antismash est relié a la base de données mibig (Medema et al., 2015) et permet de prédire si
des molécules issues des voies de biosynthése détectées sont déja connus. Ici, seuls deux
composés ont été détectés avec une similarité de 100%. lls correspondant a 5 voies de
biosynthése sur les 153 prédites. Il s’agit de I'acide clavarique et de la basidioferrine. L’acide
clavarique est un terpéne connu pour ces activités anti-tumorales (Lingham et al., 1998). La
basidioferrine est un sidérophore produit par une voie de biosynthése NRPS trés conservée
au sein de la division des Basidiomycetes (Brandenburger et al., 2017). Les 148 voies restantes

peuvent correspondre a des composés encore jamais identifiés.

M Terpene m NRPS
m PKS PKS_NRPS_hybrids
30 m Fungal RiPPS m Others

N
(S}

N
o

[EEY
o

(8]

- -
g

Pospla  Ganluc Stehir Schico Traver Trahir Tragib

Nombre de cluster de génes de biosynthése
[EY
o (6,

FIGURE R20 : PROPORTION RELATIVE DES VOIES DE BIOSYNTHESE PRESENT CHEZ LES 7 CHAMPIGNONS

Les génomes de champignons ont été analysés par Antismash. Cette plateforme permet d’annoter les voies de
biosynthéses présentes dans les champignons. Les résultats obtenus ont été représentés sous forme
d’histogramme pour chacune des souches. Chaque couleur indique un type de voie de biosynthése. Pospla :
Postia placenta, GanLuc : Ganoderma lucidum, SteHir : Stereum Hirstum, SchiCo : Schizophyllum commune,
TraVer : Trametes versicolor, TraHir : Trametes Hirsuta et TraGib : Trametes gibbosa

L'analyse précédente a montré la présence de clusters de protéines conservés alors
que d’autres semblent spécifiques de chacun des champignons étudiés. Ces protéines
spécifiques pourraient concerner principalement des voies de biosynthése du métabolisme
spécialisé. Pour vérifier cette hypothése, un réseau de similarité des régions codant des voies

de biosynthése a été réalisé (figure R21).
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Grace a Big-Scape (Navarro-Muioz et al., 2018), 142 familles de voies de biosynthese
ont été obtenues. Seules 16 familles soit 50 BCG sont partagées par au moins deux especes et
aucune n‘est commune aux 7 espéces. La majorité des voies sont spécifiques puisque 92
familles uniques sont présentes au sein de ces 7 espéces. Il est a noté que 11 voies de
biosynthese sont dupliquées pour 4 espéeces de champignons (Postia placenta, Schizophyllum
commune, Ganoderma lucidum et Trametes versicolor). Les champignons sont des eucaryotes
qui peuvent étre diploide voir polyploide. Cette polyploidie explique que certains génes
peuvent étre dupliqués afin de maintenir une copie dégagée de toute pression de sélection
permettant a la copie de muter facilement sans perdre sa fonction de base. Cette faculté de
duplication joue un réle important dans la diversification des voies de biosynthéses des
métabolites spécialisés (Kellis et al., 2004; Wapinski et al., 2007) ainsi que dans dans

I’évolution des génomes fongiques en général
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FIGURE R21 : RESEAU DE SIMILARITE DES REGIONS CODANT DES METABOLITES SPECIALISES DES 7 CHAMPIGNONS BASIDIOMYCETES

Les données issues d’Antismash ont été analysées par Big-Scape pour la construction d’un réseau de similarité
(cut-off 0.75). Chaque rond représente une région et un trait une similarité entre les voies de biosynthése.
Chaque couleur correspond a une espéce de champignon.
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Bien que des légeres différences soient possibles, les voies dupliquées seront
considérées comme une seule voie de biosynthése unique dans les analyses suivantes. Les 16
voies de biosynthése partagées ont été représentés sous forme d’une heat-map (figure R22).
Une voie NRPS est présente chez tous les champignons étudiés a I'exception de Ganoderma
Lucidum. Les trois espéeces de Trametes possedent 8 voies communes soit environ un tiers a
la moitié de leur potentiel prédit. Ce résultat est concordant avec 'observation précédente
sur les protéines orthologues puisque prés de la moitié d’entre-elles sont partagées entre ces
3 espéces. Les 4 autres espéces considérées possedent des genes communs avec les 3 espéeces
de Trametes. Ces voies communes pourraient étre le résultat de conservation de genes
importants intra-genre et ponctuels inter-genre. De plus, il n’existe pas de dichotomie
clairement établie mais plutét un continuum entre les différentes voies de biosyntheses et le

type de pourriture comme il 'avait déja été observé précédemment (Riley et al., 2014a).
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FIGURE R22 : DISTRIBUTION DES VOIES DE BIOSYNTHESE PARTAGEES AU SEIN DES 7 ESPECES DE BASIDIOMYCETES

A partir du réseau de similarité des voies de biosynthése, une heat map a été créée pour montrer les voies de
biosynthéses partagées par les différentes espéces. Pospla: Postia placenta, GanLuc: Ganoderma lucidum,
SteHir : Stereum Hirstum, SchiCo : Schizophyllum commune, TraVer : Trametes versicolor, TraHir : Trametes

Hirsuta et TraGib : Trametes gibbosa
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Les 92 voies de biosynthéses spécifiques des 7 espéces ont également été
représentées sous forme de heat-map (figure R23). Les deux espéces de Trametes, T. gibbosa
et T. versicolor proches phylogénétiquement posseédent le moins de voies de biosynthése
spécifique dont le nombre est respectivement de 4 et de 7 BCG. Trametes hirsuta possede 12
voies de biosynthése spécifiques soit moins de la moitié de son potentiel. Les 4 autres espéces
de champignons de genres différents possedent elles aussi un nombre important de voies de
biosynthese spécifiques : 12 pour Stereum hirsutum et Postia placenta, 13 pour Schizophyllum

commune et 19 pour Ganoderma lucidum.
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FIGURE R23 : DISTRIBUTION DES VOIES DE BIOSYNTHESES SPECIFIQUES DES 7 ESPECES DE CHAMPIGNONS BASIDIOMYCETES

A partir du réseau de similarité des voies de biosynthése, une heat map a été créée pour montrer les voies de
biosynthéses spécifiques des différentes espéces. Pospla : Postia placenta, Ganluc : Ganoderma lucidum, Stehir :
Stereum Hirstum, Schico : Schizophyllum commune, Traver : Trametes versicolor, Trahir : Trametes Hirsuta et

Tragib : Trametes gibbosa
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LES PROFILS CHIMIQUES ILLUSTRENT CETTE DIVERSITE

Pour aller plus loin dans I'analyse de la diversité des souches fongiques, les profils
métabolomiques des 7 especes ont été réalisés. Pour cela, des souches de ces différentes
espéces de champignons accessibles au laboratoire ont été utilisées Aprés extraction des
métabolites, les échantillons obtenus ont été analysés par chromatographie en phase liquide
couplé a un détecteur UV-Visible. La longueur d’onde choisi a été 300 nm (Wagman and
Cooper, 1988). Beaucoup de produits sont des molécules complexes pouvant étre conjuguées
et donc avoir une longueur d’onde différente que celle du groupement de base. La méthode
UV-visible peut étre utilisée pour caractériser des souches fongiques (Smedsgaard and
Nielsen, 2005). Les profils ainsi obtenus ont été représentés sous forme de heat-map (figure
R24). Avec cette méthode, 644 pics ont été obtenus. La réparation de ces différentes zones
(figure supplémentaire R26) a montré que 83% (n=537) des variations obtenues étaient
spécifiques de chacune des souches étudiées. De plus, chacune des souches étudiées possede
une empreinte chimique unique et non corrélable avec la phylogénie observée
précédemment. Ces résultats confirment donc la forte spécificité des molécules
potentiellement produites par ces différentes souches. Néanmoins, il sera difficile d’aller plus
loin dans I'interprétation de ces résultats car la méthode utilisée ne fournit pas d’informations
structurales précises donc ne permet pas de déterminer si les métabolites sont issus du

métabolisme primaire ou spécialisé.

De plus, la méthode utilisée possede une forte variabilité couplée a celle
intrinsequement présente dans I'expression des molécules produites par ces souches. Cette
variabilité peut également étre expliquée par une variation du temps de croissance entre ces
différentes souches. En effet, ces champignons ne possédent pas la méme durée de croissance

et donc leur I'expression de leur métabolome peut varier de facon considérable.
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FIGURE R24 : PROFILS CHIMIQUES DES 7 SOUCHES UTILISEES LORS DE CETTE THESE

Les profils chimiques obtenus par chromatographie en phase liquide couplée a un détecteur UV-Visible ont été
représenté sous forme d’une Heat-map. Chaque trait représente un pic. La couleur des traits indique le nombre
de souche partageant ou non les mémes pics. B45 : Trametes versicolor Basidio 45, B74 : Trametes gibbosa
Basidio 74, B51 : Trametes hirsuta Basidio 51, B57 : Stereum hirsutum Basidio 57, X2R : Ganoderma resinaceum

2R0112, c66 : Schizophyllum commune 66-01A, c978 : Postia placenta PP978/9
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CONCLUSION

Pour conclure, une diversité et une spécificité importante des voies de biosynthéses
chez les champignons Basidiomycétes sont observées. Il n’y a également pas de dichotomie
clairement établie entre la distribution des voies de biosynthese et le type de pourriture. Il
sera donc intéressant d’exploiter ce potentiel de production par l'activation des voies
concernées. Les profils chimiques ont révélé le potentiel réellement exprimé et produit par
ces souches. Cette production est importante et spécifique. Par exemple, une approche de co-
culture pourra étre utilisée pour induire I'expression de ces voies de biosynthéses chez des
souches dont le potentiel de production pourrait étre plus faible. Pour aller plus loin dans la
caractérisation et confirmer la diversité chimique obtenue, I'apport de la spectrométrie de

masse sera un avantage majeur et des profils métaboliques pourront étre réalisés.

Au cours du chapitre précédent (chapitre R2), nous avions observé une conservation
du génome au sein d’'un méme genre bactérien. Ici, le méme phénomeéne est observé au sein
de la division des Basidiomyceétes. Ce résultat est étonnant car il s’agit d’espéces et de genres
différents. Cette conservation du génome pourrait correspondre a des genes impliqués dans
des voies de biosynthése de métabolites primaires. Des génes sont également dupliqués au
sein de plusieurs espéces de champignons de la division des Basidiomycétes. Cette duplication
peut agir comme moteur de la diversification des métabolites spécialisés et ainsi expliquer la

diversité des voies de biosynthése observées.
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DONNEES COMPLEMENTAIRES

Species Proteins  Clusters  Singletons

Tragib 11,240 7,236 2,056
Trahir 12,163 7,613 2,551
Traver 14,590 8,191 3,450
Stehir 12,896 6,862 2,871
Schico 13,388 6,424 3,339
Pospla 23,969 7,676 2,774
GanlLuc 14,212 7,431 3,395

TABLEAU R10 : NOMBRE DE PROTEINES, NOMBRES DE CLUSTERS DE PROTEINES ORTHOLOGUES ET NOMBRE DE PROTEINES
ORTHOLOGUES UNIQUES

Number of orthogolous protein
clusters

Evolution of the “Pangenome”
A 13233
11210 11787
1, 2,3 : Trametes genus
4 : Stereum hirsuta
5 : Schizophyllum commune

7 : Postia Placenta

Evolution of the “coregenome”
and the number of specific cluster
of orthogolous proteins

m "Coregenome"

"Specifics"

> Number of fungal strains

FIGURE R25 : EVOLUTION DU NOMBRE DE CLUSTERS DE PROTEINES ORTHOLOGUES TOTALES, CONSERVEE ET SPECIFIQUE EN FONCTION

DU NOMBRE ET D'ESPECES DE CHAMPIGNONS BASIDIOMYCETES
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FIGURE R26 : DISTRIBUTION DES ZONES DE CHROMATOGRAMMIES EN FONCTION DU NOMBRE DE SOUCHES DE CHAMPIGNONS
BASIDIOMYCETES
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CHAPITRE R4 : INDUCTION DE COMPOSES ACTIFS ANTIMICROBIENS PAR
DES CO-CULTURES ENTRE STREPTOMYCES ET CHAMPIGNONS
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Elicitation of antimicrobially active compounds by Streptomyces-Fungus co-
cultures

Matthieu Nicault, Ali Zaiter, Stéphane Dumarcay, Patrick Chaimbault, Eric Gelhaye, Cyril Bontemps and Pierre Leblond

Article 3 : Soumis dans MDPI Microorganisms le 06/10/2020

RESUME DES RESULTATS EN FRANGAIS :

Au cours des chapitres précédents, il a été démontré que les souches bactériennes et
fongiques étudiées présentent un fort potentiel de production de métabolites spécialisés. Ce
potentiel n’est néanmoins pas toujours exprimé et ne peut donc pas étre exploité au
laboratoire. Une facon d’induire et d’exploiter ce potentiel est d’utiliser la co-culture. Cette
méthode repose sur le postulat que dans la nature, les micro-organismes produisent des
métabolites spécialisés qui jouent un role dans leurs interactions avec leur environnement
biotique et abiotique. Ces molécules peuvent également étre utilisées par I'homme
notamment pour la conception de nouveaux antibiotiques. L’objectif de cette partie sera de
présenter les résultats obtenus lors de I’étude des interactions entre les souches bactériennes

et fongiques choisies dans le cadre de cette these.

Les co-cultures ont été réalisées sur milieu GA solide sur des boites de Petri. Chaque partenaire
a été ensemencé aux extrémités et a 'opposé sur boite de Petri. Les zones d’interaction
résultantes ont été appelées « Streptomyces-Fungus Interaction Zones » ou SFIZ. Les
molécules présentes dans les zones d’interactions et dans les témoins ont été extraites et la
présence de métabolites spécialisés antimicrobiens a été testée sur la croissance de la souche
indicatrice Bacillus subtilis ATCC6633. Plusieurs témoins (monocultures) possédaient une
activité antimicrobienne a I'exception de Schizophyllum commune 66-01A et de quatre
souches de Streptomyces RLB1-9, RLB1-33, S1D4-11 et S1D4-23. Seules les deux zones
d’interactions entre Schizophyllum commune 6601A et les deux souches de Streptomyces
S1D4-11 et S1D4-23 ont montré une inhibition importante de la croissance de la souche
indicatrice. Ces deux interactions appelées S1D4-11-FIZ et S1D4-23-FIZ ont été sélectionnées

pour la suite de I'étude.
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Une approche métabolomique (GC-MS et LC-MS) a été utilisée démontrant la spécificité des
profils métaboliques trouvés au sein des SFIZ comparés a ceux des monocultures. Dans la
continuité de ce travail, un fractionnement bio-guidé a permis de mettre en évidence la
présence de composés potentiellement antimicrobiens au sein de ces SFIZs. Des expériences
complémentaires restent nécessaires pour identifier formellement les molécules d’intérét

(fractionnement plus précis, utilisation de la RMN pour I'élucidation structurale, ...).
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Abstract

The bacteria of the genus Streptomyces and Basidiomycete fungi harbor many biosynthetic
gene clusters (BGCs) that are at the origin of many bioactive molecules with medical or
industrial interests. Nevertheless, most of BGCs are not express in standard lab growth
conditions preventing the full metabolic potential of these organisms from being exploited.
Because it generates biotic cues encounter during natural growth conditions, co-culture is a
mean to elicit such cryptic compounds. In this study, we explored 72 different Streptomyces-
fungus interaction zones (SFIZs) generated during the co-culture of 8 Streptomyces and 9
fungi. Two SFIZs were selected because they showed an elicitation of an anti-bacterial activity
compared to mono-cultures. The study of these SFIZs showed that co-culture had a strong
impact on the metabolic expression of each partner and enabled the expression of specific
compounds. A dereplication approach was applied to determine the nature of the
compound(s) produced during co-cultivation and allowed the identification of potential
candidates. These results show that mimicking the biotic interactions present in the ecological

niche is promising to explore the metabolic capacities of Streptomyces and fungi.
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Introduction

Microorganisms form complex multispecies communities in all environments (e.g. the soil, the
oceans, the microbiota...) where they play key roles. In soil, they contribute to homeostasis in
participating to biogeochemical cycles (Deveau et al., 2018) or in improving nutrients
availability for plants (Velez et al., 2018). Bacteria and fungi of a same community are in
constant interaction (commensalism, mutualism, competition or antagonism) that can affect
their growth or induce more specific behaviors such as pathogenicity (Frey-Klett et al., 2011).
These bacterial-fungal interactions (BFls) are often driven by the production of specialized
metabolites (SMs). These latter can have a direct impact (antibiosis, sugar degradation...) but
can also act as communication signals and trigger expression of other specific biosynthetic
pathways in other niche inhabitants (Netzker et al., 2015). Among these SMs, some exhibit
interesting biological properties as potent antimicrobials and represent a source for the

conception of new drugs (Martin and Liras, 2019).

In that respect, fungi and the bacteria of the genus Streptomyces are of special interest as they
provide alone 42% and 32% of the natural products used in the human and veterinary
medicine respectively (Bérdy, 2005). For Streptomyces, genomic analyses have shown that
they possess between 20 to 50 biosynthesis gene clusters (BGCs) predicted to produce
specialized metabolites (Baltz, 2017; Nicault et al., 2020). Yet, Streptomyces strains are
generally used for the production of a single or a few compounds. For example, Streptomyces
griseus, the producer of the antibiotic streptomycin (Waksman et al., 1949) and Streptomyces
avermitilis, the producer of the polyketide anthelmintic avermectin (lkeda et al., 1999) possess

34 and 25 BGCs, respectively (Ohnishi et al., 2008; Omura et al., 2001).
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The genetic model Streptomyces coelicolor A3(2) on its part was known for long times to
encode only three antibiotics (aromatic polyketide antibiotic actinorhodin, oligopyrrole
prodiginine antibiotics and the non-ribosomal peptide CDA) (Bentley et al., 2002; Borodina,
2005) although its genome contained contains 20 BGCs (Bentley et al., 2002). The access to
the genome sequences of many other species since that early times confirmed that the
potential to code for specialized metabolites far exceeds the activities and compounds which
can be identified based on bioassays or direct molecules detection, and that most BGCs remain

silent in standard laboratory conditions (Rutledge and Challis, 2015).

It is therefore important to find new methods to explore and to induce the production of
specialized metabolites by activating these biosynthetic pathways (Brakhage and Schroeckh,
2011; Mao et al.,, 2018) and many methods were developed in that purpose in the past
decades. For instance, it has been successfully achieved by rewiring regulatory networks
(overexpression or inactivation of positive specific regulators or repressors (Xia et al., 2020),
ribosome engineering, regulatory unlocking, heterologous expression (Laureti et al., 2011;
Myronovskyi and Luzhetskyy, 2019; Ochi, 2017) or in modifying randomly parameters of
culture conditions (e.g. nutrient source, culture medium) (Almeida et al., 2020) to reveal
specific physical-chemical conditions allowing the expression of a silent BGC. However, in the
recent years, there was a regain of interest to express cryptic SMs in the lab through co-culture
approaches (Bertrand et al., 2014). Biotic stresses are indeed likely to trigger adaptive
responses (competitive weapons, hormones, communication molecules...) in mimicking

signals emitted by community co-inhabitants (Netzker et al., 2018b).
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Co-cultures were described with various bacteria and fungi (Bertrand et al., 2014). Regarding
fungi, wood decaying fungi have been already used (El Ariebi et al., 2016; Hiscox et al., 2018)
and are of special interest as they are known to control and modify bacterial communities in
their environment (Christofides et al., 2019; Hervé et al., 2014) in particular through
metabolites production and pH modification (Johnston et al., 2016). They are thus good

candidates to produce antibacterial compounds or to trigger such production in interaction.

For bacteria, as Streptomyces remain one of the main source of SMs, they were often co-
cultivated together (Traxler et al., 2013b; Ueda et al., 2000) or with other bacterial genera
(Charusanti et al., 2012; Luti and Mavituna, 2011; Onaka et al., 2011; Pérez et al., 2011).
Streptomyces-fungi co-cultures are on the other hand rarer despite they showed promising
results. For instance, co-cultures of Aspergillus fumigatus MR2012 with Streptomyces
leeuwenhoekii C34 (Wakefield et al., 2017) or Streptomyces rapamycinicus and the model

fungus Aspergillus nidulans (Schroeckh et al., 2009) led to the production of new compounds.

The aim of our work was to exploit a Streptomyces strain collection isolated from the same
soil microhabitat in co-cultures with different wood decaying fungi in order to stimulate the
production of antibacterial compounds. Bi-partite co-cultures were set up and the
antimicrobial activity was assessed against indicator bacterial strains (mostly Bacilli).
Monitoring the antimicrobial activity was used as a screen throughout the analytical
processes. Here we observed an important induced chemical diversity that explains some
mechanisms of microbial interactions. Activity guided splitting led to the detection of 32

compound candidates that could be responsible of the induced antimicrobial activities.
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Results and discussion

Induction of antibacterial activities by Streptomyces-fungus co-culture

To set up bacterial-fungal co-cultures, we used two collections of the soil dwelling bacterium

Streptomyces and of forest basidiomycetes available in our laboratories (Fig. 1).

B. Streptomyces Control RLA212  RLB1-8  RLB1O RLB1-33  RPA42 RPA45 SID4-11 S1D4-23
Streptomyces Fungi
" Control 76 69 3 5 69 97 12 0
Trametes versicolor 97 83 68 53 42 93 98 85 99
B45
Tramet;;f/bbosa 63 97 97 31 12 21 97 93 29
Trame;e;lhlrsuta 100 97 97 92 50 92 96 70 45
Stereum hirsutum
B57 88 58 100 97 100 100 100 100 95
Stereur; 1rggcvsum 98 98 98 98 98 98 98 98 98
commune 6601-A
Postia placenta
97,;/9 86 78 100 26 72 64 100 97 38
Fungus
g Ganoderma %0 90 90 9% 100 96 100 96 94

resinaceum 2R0112

Figure 1: Streptomyces-fungus co-culture set-up and screening. A. lllustration of a Streptomyces fungus co-
culture after 14 days of growth. B. Screening of bioactive molecules elicited during the co-culture. The compound
extracts of mono-cultures of fungi and Streptomyces (rows and columns named control) in GA medium were
compared with the extracts resulting of their co-culture in a bioassay experiment against the growth of B. subtilis
ATCC6633. The values in the table indicated the percentage of inhibition of B. subtilis ATCC6633 after a 24 h
growth in comparison with a control grown in absence of extract. The two co-cultures between S. commune
6601-A with S1D4-11 and S1D4-23 were selected as they presented a significant (p value < 0.05) impact on the

growth of B. subtilis ATCC6633 in comparison with the controls.

On the one hand, the bacterial collection was constituted of 8 Streptomyces isolated from the
same forest soil micro-habitats and belonging to same or different species as previously
described in Nicault et al. (Nicault et al., 2020). Their genome sequences were determined and
showed a great diversity of their specialized metabolite biosynthetic gene clusters (BGCs) with
261 BGCs identified for the 8 strains (Nicault et al., 2020). On the second hand, the fungal

collection was constituted by wood decaying basidiomycetes.
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Beside the well-known ability of wood decaying fungi to control bacterial communities (Hervé
et al., 2016; Johnston et al., 2019), the fungi have been chosen for their potential to produce
antimicrobial products (Aqueveque et al., 2017; Cilerdzic and Vukojevic, 2016; Han et al., 2013;
KneZevic et al., 2018; Riley et al., 2014b) as for instance the genera Trametes (Moody, 2014)
or Stereum (Tian et al., 2020). In our experimental design, bacterial and fungal couples were
grown on agar plates at each side of the petri dishes (Fig. 1.A) generating a Streptomyces-
Fungus Interaction Zone named SFIZ. Similar design was previously used to reveal compounds
induced during co-cultures as for instance with marine fungi (Oppong-Danquah et al., 2020).
In our case, it had the advantage to enable the interaction either by diffusible signal in the
agar or by contact between the two partners, two interaction types already described in
Streptomyces and fungal co-cultures (Fischer et al., 2018; Khalil et al., 2019). As nutritive
sources can have a profound effect on specialized metabolism expression, we used a single

growth medium that is the GA medium commonly used for Streptomyces culture.

Our initial collection consisted of 8 Streptomyces and 9 fungi and all of them at the exception
of Phaeolus schweinitzii were able to grow on GA medium, giving 64 different co-cultures (Fig.
1B). In order to survey the impact of co-culture on metabolome, we focused on metabolites
that were expressed specifically through co-culture, that is to say those that remained cryptic
in mono- cultures. For that purpose, we tested the inhibition activity of the ethyl acetate
extract of the inhibition zone in comparison to the mono-culture controls against the
commonly used gram + bacteria indicator Bacillus subtilis ATCC6633 strain (Fig. 1B). Each
interaction was screened once and only experiments showing an elicitation by co-culture of
the anti-Bacillus activity were repeated 5 times. Two out of 64 interactions revealed co-culture

elicitations (Fig. 1B).
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This number is in the same range as reported in Schroeck et al. where elicitation was found in
one interaction out of 58 between Aspergillus nidulans and different Streptomyces (Schroeckh
et al., 2009). In our case, most controls, either bacterial or fungal, showed an activity against
B. subtilis ATCC6633 and prevented to reveal a potential elicitation in our screening. This result
confirms that fungi and Streptomyces are a prominent source of bioactive molecules and we

can speculate that the number of elicitations is here probably underestimated.

The two selected couples were both composed of the fungus S. commune 66-01A with
Streptomyces S1D4-11 or S1D4-23. S. commune is a wood decay fungus that can induce
melanin, indole, flavonoids and carotenoids when grown in presence of co-occurring bacteria
or fungi (Krause et al., 2020) It also represents a good interaction model with Streptomyces as
it was shown to restore hyphal formation deficient phenotypes in some strains (Tillotson et
al., 1998). S1D4-11 and S1D4-23 are closely related, but different species of Streptomyces.
Based on data from our previous study, each were predicted to harbor 36 BGCs with 25 in
common and 11 specific ones (Nicault et al., 2020),(Nicault et al.-Sup fig S1 comparaison BGCs
). It can be noticed, that the two other Streptomyces RLB1-33 and RLB1-9 that showed no anti-
B. subtilis activity in monoculture (Fig. 1.B) had no induced capacity in their SFl zones with S.
commune. This result highlights that whether the elicited activity came from the fungus or the

bacteria, it was specific between S. commune and the strains S1D4-11 and S1D4-23.

Interactions with elicitation against B. subtilis ATCC6633 were named S1D4-11-FIZ and S1D4-
23-FIZ. They were tested against three additional environmental Bacillus strains, isolated from
the same soil than the Streptomyces collection (Fig. 2) and strains RB2-2N12 and RB2-2N10
appeared sensitive to the SFIZ extracts although at different levels in comparison with

controls.
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Figure 2: Antimicrobial activities of S1D4-11-FIZ and S1D4-23-FIZ against different Bacilli. Inhibition was
quantified as a percentage of growth inhibition in comparison with a control without extract. The growth was
measured by spectrometry at OD 600nm after 24 h of growth. The different Bacilli strains are A. Bacillus subtilis
ATCC6633, B. Bacillus sp. RB2-2 N12, C. Bacillus sp. RB2-2 N10 and D. Bacillus sp. RB2-1 N16. Statistical difference

was assessed with a t-test. *** = p value<0.005 for both comparisons between fungus and SFIZ and Streptomyces

and SFIZ.

Antibacterial activity of S1D4-11-FIZ and S1D4-23-FIZ extracts were also tested against other
indicator strains: Staphylococcus aureus ATCC29213, Escherichia coli ATCC25922,
Enterococcus faecalis ATCC292212, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Acinetobacter
baumanii ATCC19606, Klebsiella pneumonia ABC42 and Enterobacter cloacae ABC291. No

significant activity was detected against these bacterial species (data not shown).
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Although we did not perform an extensive screening and only revealed anti-Bacillus activities,
our results show that co-culture easily revealed antibacterial activities not expressed in
standard lab conditions. This extended approach to other bacteria of interest, such as
antibiotic multi-resistant bacteria, should provide a simple and easily generalizable means of

discovering new biomolecules.

Impact of co-culture on metabolome

In order to decipher the metabolic impact of co-culture, a molecular profiling of the two
selected SFIZs as well as the corresponding pure culture extracts were analysed by gas
chromatography coupled to mass spectrometer (GC-MS). Based on ions extracted from mass
spectra, 2,796 features were detected with the MzMine 2 software. Partial Least Square-
Discriminant analysis (PLS-DA) showed that each extract (controls and SFIZs) produced
different metabolites and can be discriminate from the others (Fig. 3.A). From the PLS-DA,
discriminating variables (26%) were compared in a heatmap (Fig. 3.B) and only showed little
overlap, giving a unique and specific bar code for each condition. These results first showed
that mono-cultures extracts are different and that each microbe had a specific metabolomics
signature. Secondly, the extracts from the co-cultures differed from their controls indicating

that a specific production of compounds was induced during the interaction.
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Figure 3: GC-MS spectrum comparison. A. PLS-DA comparison of GC-MS spectra of mono- and co-cultures. B.

Heat-map of the first 750 discriminant features (26%) revealed by PLS-DA. The scale indicates the relative

abundance of features calculate by centred-reduced of initial intensity.

To get access to more polar and soluble compounds (Halket et al., 2005), SFIZ and control

extracts were analyzed by ultra-high-performance liquid chromatography with mass

spectrometry. In the co-culture experiment between S1D4-11 and S. schizophyllum, 387

features were identified in the fungus extract, 163 in the bacterial extract and 225 in the SFIZ

extract (Fig. 4).
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Figure 4: Distribution of common and specific features between SFIZs and controls. LC-MS metabolite profiles
were recorded and analysed with GNPS. 1050 and 988 features were identified respectively for S1D4-11 and
S1D4-23 co-cultures with S. schizophyllum. The Venn diagram represents specific and common features between

each SFIZ and its controls as well as the common features between the two SFIZs (n=108).

In the co-culture experiment between S1D4-23 and S. schizophyllum, 340 features were
identified in the fungus extract, 131 in the bacterial extract and 202 in the SFIZ extract. Around
half of the SFIZ features were specific of the interaction (225 features for S1D4-11-FIZ and 202
for S1D4-23-FIZ were not found in their respective control extracts). Such proportion
confirmed former results observed in other co-culture experiments (Nunez-Montero 2020).
Interestingly, almost half of these SFIZ specific features (n=108) were on the other hand
common between S1D4-11-FIZ and S1D4-23-FIZ and suggested that a significant part of the
specific metabolic response induced by the interaction is common between the two co-
cultures. We can speculate that most of these shared compounds are produced by S.
commune that is common to both co-cultures or by a common metabolism induced in

Streptomyces in response to the fungus.
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Molecular networking

To identify the chemical actors of these specific metabolic responses a LC-MS molecular
networking with GNPS that gathers MS/MS spectra into networks corresponding to chemical
families was performed. In total, 187 networks were detected with 169 identified as chemical
families (Fig. 5). On these 187, 52 networks are related to SFIZs which gave 321 SFIZs
compounds. The non-identified molecule families (labelled “no matches”) could correspond
to new type of molecules and half of the 321 SFIZs compounds were present in this category.
It might suggest that the co-culture induced a less characterized metabolism than single
cultures that can be the source of innovative molecules. Four networks were found to be
specific of one or both SFIZs. Among them, S1D4-11-FIZ presented specific oligosaccharides,
S1D4-23-FIZ phytoceramides and vinyl bromides and both SFIZs had specific alkaloids and
derivatives compounds that can have pharmaceutical properties, including antibacterial

activities (Gurudeeban et al., 2013).
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Bio-directed splitting

To identify potential compounds responsible of the Bacillus inhibition activity that guided our
co-culture screening, we performed a dereplication analysis of the two SFIZ extracts. Extracts
(solubilized in methanol as DMSO was disruptive to our analytic device at this step) were
fractioned into 27 fractions by a chromatographic separation (C18 reverse phase) prior MS/MS
detection. For both SFIZ extracts, the activity against the indicator strain was only found in
two fractions (N°22 and 23). To identify potential candidates induced during the studied
interactions, we selected compounds found in the fractions 22 and 23 and in SFIZs but not in
the controls (Fig. 6). As controls extracts were solubilized in DMSO (see previous paragraph),
we restricted this analysis to SFIZ extract molecules found in both DMSO and methanol

recognizing that some methanol-soluble and DMSO-insoluble candidates could be omitted.
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Fractions 22 Fractions 23

S1D4-11-FIZF22  S1D4-11 S1D4-11-FIZF23  S1D4-11

S1D4-23-FIZF22  S1D4-23 S1D4-23-FIZF23  S1D4-23

Figure 6: Identification of specific compounds in bioactive fractions. LC-MS spectra of fractions N°22 and N°23
(named S1D4-11-FIZ F22 and S1D4-23-FIZ F23) with anti-Bacillus activity were compared with single culture
controls and as well with total extract of SFIZ in DMSO that also has similar activity. Compounds with potential
activities (highlighted in red) are those at the intersection of the total SFIZ extract and in the fraction considered.
Number of features found in each condition is indicated. Features were analyzed and compared with

DEREPLICATOR+ in order to build the Venn diagram.

LC-MS spectra were analyzed and compared with DEREPLICATOR+ (see materials and
methods), an algorithm that enables the identification of peptidic natural products and other
major classes of molecules (e.g. polyketides, terpenes, benzenoids, alkaloids, flavonoids) with
potential antibacterial activities. All detected compounds were well predicted with

DEREPLICATOR+ scores between 12 and 39 (table 1).
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Mass

Fraction Compounds Molecular class (Da) Score*
S1D4-11-
FIZ-F22 Boletinin_H Carboxylic acid and derivatives 418.24 13
hippolide_H Sesterpenoids 418.27 12
$1D4-11- Daldinin-B2 Alkaloids and derivatives 474.33 13
FIZ-E23 Oudemansin_L Alcohols 474.26 15
Fumonisin_P2 Carboxylic acid and derivatives = 784.41 15
janthinolide_A Piperidone 448.22 14
delta-8'-Merulinic_acid-A Carboxylic acid and derivatives  390.28 14
Trichodepsipeptide_B Cyclic depsipeptides 674.39 12
$1D4-23- petroaspailyne_A1l / 252.17 14
FIZ-F22 9,10,12,13-
Tetrahydroxyheneicosanoic_a Carboxylic acid and derivatives
cid 390.30 14
Aureobasidin-U2 Sphingolipids 1072.66 39
CB-182130 Peptide 1628.76 27
theonellapeptolide_ IV Peptide 1361.89 25
Pseudotrienic_acid_A Carboxyiic acid and derivatives 546.37 22
hippolide_F Diterpenoids 418.27 12
1-hydroxyyanuthone C Sesquiterpenoids 418.24 13
Pyoverdin_TII Oligopeptides 1092.46 17
phakellistatin_3 Peptides 814.40 18
Leupeptin_acid Carboxylic acid and derivatives  442.29 16
delta-8'-Merulinic_acid-A Carboxylic acid and derivatives  390.28 14
petroaspailyne_A1l / 252.17 12
S1D4-23- Biverlactone_C Carboxylic acid and derivatives 336.19 16
FIZ-F23 janthinolide_A Piperidone 448.22 18
Viridiofungin_Z2 Carboxylic acid and derivatives 414.26 15
cis-7-tetradecenoyl-D- . . o
asparagine_struct:re_l AT EELIEITTE| CETEITES 340.24 12
Octadecanamide Carboxylic acid and derivatives  283.29 13
Aureobasidin-T3 Sphingolipids 1100.69 16
perthamide_K Peptides 984.46 21
FR_900403 Peptides 393.18 12
Streptothricin_F_acid Delta Amino acid and derivatives 520.26 14
mixirin_A 1000.50 13
Aureobasidin-U2 Sphingolipids 1072.66 20

Table 1. Specific compounds identified with DEREPLICATOR+ in bioactive fractions with potential anti-Bacillus
activity * Score values correspond to the number of shared peaks between experimental spectrum with

theoretical spectrum
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For the four fractions, one specific compound was identified in fraction 22 of S1D411-SFIZ, 5
in fraction 23 of S1D411-SF1Z, 5 in fraction 22 of S1D423-SFIZ and 21 in the fraction 23 of S1D4-
23-FIZ. For each co-culture couple, no compound was common between the two fractions,
indicating that different molecules can be responsible of the anti-Bacillus inhibition activity or
that a low concentration in a fraction in comparison to the other prevents its detection by MS,

but not the biological activity.

Out of the 32 identifications, 31% (n=10) were classified as carboxyl acid and derivatives and
15% (n=5) as peptides. These two major molecule classes in addition with cyclic depsipeptides,
diterpenoids or sesquiterpenoids encompass many antibacterial compounds. Other classes
such as sphingolipids (n=3) are more related to membrane constitution and could result from
physiological modification of the partners or be involved during the mechanism of the co-
culture. For example, plants alkaloids derivatives have both antimicrobial and radical
scavenging activities that could be useful to trap ROS induced during bacterial and fungal
interactions (Gurudeeban et al., 2013). Defining which partner produce these different
compounds was difficult to determine, and unfortunately, no strict correlation could be made
between them and the BGCs present in the Streptomyces genomes. It can be noticed that few
compounds were common between the two SFIZs. As the fungal partner is the same in both
co-cultures, this suggests that most of the compounds were produced by variable gene pools

in Streptomyces or that the fungal response is different and specific depending of its partner.

In search of potential candidates responsible of the anti-Bacillus inhibition activity, we
identified the only compound found in fraction 22 of S1D4-11-SFIZ that is a carboxylic acid
identified as boletinin H. To our knowledge no anti-microbial activity is known so far regarding

this compound, but it can act as inhibitor of superoxide anion generation in macrophage cells
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(Kamo et al., 2004). Between the two co-cultures only two compounds were found in
common. It was the piperidone janthinolide and the terpenoide hippolide both present in
fractions 23. Few information is available on these compounds except that janthinolide was
initially isolated from the coral endophytic Penicillium janthinellum (Xue et al., 2006) and that
hippolide isolated from marine sponges could have antifungal properties (Jiao et al., 2017;
Piao et al., 2014). Their presence in both fractions 23 makes them good candidates responsible
of the activity in these fractions. As Schizophyllum is the common denominator between these
two co-cultures, one can speculate that these compounds might have a fungal origin. A lactam
derivative (streptothricin_F_acid) found in fraction 23 of S1D4-23-FIZ represents another good
candidate as potential anti-bacterial compound and might have in this case a Streptomyces

origin (Ji et al., 2009).

CONCLUSION

Taken together, these results suggest that co-culture had a significant effect on the metabolic
expression of both organisms and that the metabolome of the interaction is not the simple
addition of compounds produced by the fungi and those of the bacteria. In order to best
explore this important diversity of metabolites, we have chosen an approach guided by an
anti-Bacillus inhibition activity induced by co-culture and tried to link metabolome and
phenotype. Interestingly, even if the precise identification of one or several metabolites could
not be achieved to the end, we were able to show that bioactive fractions had specific
molecules, potentially candidates as antimicrobial. Our results confirm that co-culture
coupled with an activity-targeted approach represent an excellent means of activating cryptic

metabolites in the laboratory and could lead to the discovery of molecules of interest.
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Materials and methods

Strains and culture conditions

The bacterial and fungal strains used in this work are listed in Table S1. The Streptomyces
strains were stored at -20°C as spore suspensions in glycerol 20% and were grown on GA
medium (15 g starch, 5 g NaCl, 5 g KCl, 0.5 g K2HPO4, 0.5 g KNO3, 0.5 g MgS04, 15 mg FeS0O4,
and 15 g Bacto Agar into 1 L of water adjusted in pH 7.2). Bacillus strains were grown in LB (10
g tryptone, 5 g yeast extract, 10 g NaCl for 1 L) at 30 °C. Fungi were maintained on MA medium
(15 g Malt extract and 15 g Bacto Agar) by successive cultures. Co-cultures were performed in
triplicate on GA medium plates. On one side of the Petri dish, an agar plug with fresh fungal
mycelium was inoculated and 10 pL of Streptomyces spore suspension (10° spores/mL) were
streaked on the opposite side (on approximately one third of the Petri dish as illustrated in
Fig. 1.A). The co-cultures were grown for 10 to 14 days at 25°C in the dark. Controls were

performed similarly but only with one microorganism.

Metabolite extraction

Interaction zones (Fig. 1.A) from three independent Petri dishes were excised and pooled
together in a flask with one volume of ethyl acetate (99.8%, Biosolve). After 90 min of agitation
(120 rpm) at room temperature, ethyl acetate extracts were recovered by filtering on paper
filter of 100 um and were vacuum dried at room temperature. Dry extracts were resuspended
at a concentration of 10 mg/mL either in DMSO (extra dry, 99.8%, Biosolve)% or in methanol
(HPLC quality, 99.9%, Carlo Erba). For fractioning experiments, 80 Petri dishes were pooled to

obtain the final extract.
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Anti-bacterial screening

Anti-bacterial screening tests were performed in 96-well plates by adding 5 L of extract to a
200 pL culture (0.05 OD 600nm) of the Bacillus indicator strain. Culture growth was monitored
every 10 min for 24H (30 °C, rapid shake mode) on a BioTech (Synergy HT). The initial 64
different co-culture extracts were screened once against B. subtilis ATCC6633 and those with
activity, as well as controls, were repeated at least five time independently. Antibacterial
assays against other bacterial species (Staphylococcus aureus ATCC29213, Escherichia coli
ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 292212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Acinetobacter baumanii ATCC 19606, Klebsiella pneumonia ABC 42 and Enterococcus cloacae
ABC 291) were performed on the ABC Platform (Université de Lorraine) according to the ISO

20776-1 protocol.

GC-MS and LC-MS/MS metabolite profiling

Dried extracts were silylated by adding 50 uL of BSTFA/TMSCI (99/1) and heated at 50 °C for
12 h. After evaporation of the derivatizing reagent, the extract derivatives were solubilized in
ethyl acetate and transferred for gas chromatography analysis. GC-MS analysis was performed
on a Clarus 680 gas chromatograph coupled to a Clarus SQ8 quadrupole mass spectrometer
(Perkin Elmer Inc., USA). Gas chromatography was carried out on a 5 % diphenyl /95 %
dimethyl polysiloxane fused-silica capillary column (DB-5ms, 30 mx0.25 mm, 0.25-um film
thickness, J&W Scientific, USA) with helium as carrier gas at a constant flow of 1 mL/min. The
gas chromatograph was equipped with an electronically controlled split/splitless injection

port. The injection (1 pL) was performed at 250 °C in the splitless mode.
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The oven temperature program was as follows: 80 °C for 2 min, increase from 80 to 190°C at
a rate of 10°C/min, increase from 190 to 280°C at a rate of 15°C/min and hold for 5 min, then
10°C/min until 300°C hold for 14 min. lonization was achieved under the electron impact mode
(70 eV ionization energy). The source and transfer line temperatures were 180 and 250°C,
respectively. Detection was carried out in scan mode: m/z=45 to m/z=700. The detector was
switched off in the initial 2 min (solvent delay). LC-MS/MS was performed with a Thermo
Scientific ultimate 3000 liquid chromatography with a mass detector lonTrap Velos pro.
Separation was carried out with a C18 Hypersll gold aQ column (100 mm * 2.1 mm, 5u particle
of 175A, Thermo Scientific, USA). Analysis was performed in gradient mode at a flow rate of
200 pL/min. The column was washed during 20 minutes with 10% of Methanol, 5% of
Acetonitrile and 85% of Water. Then the gradient started from 10% to 50% of methanol, from

5% to 50% of acetonitrile during 30 minutes.

Extract fractioning

Fractioning was performed with a HPLC Shimadzu LC-20AT coupled with DAD SPD-20A
detector. Semi-preparative column was in a stationary phase Biphenyl (300 mm * 4.6 mm, 5u
particle of 100 A, Kinetex, USA). Analysis was performed in gradient mode at a flow rate of 1
mL/min. The gradient started from 0% to 100% of methanol during 55 minutes. The column
was washed during 25 minutes with 100% of Water. All fractioning were realized 4 times with

100 pl of 10 mg/mL extracts.
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Dereplication and molecular networking

A  molecular network was created using the online workflow (https://ccms-
ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) on the GNPS website (http://gnps.ucsd.edu). The data
were filtered by removing all MS/MS fragment ions within +/- 17 Da of the precursor m/z.
MS/MS spectra were window filtered by choosing only the top 6 fragment ions in the +/- 50Da
window throughout the spectrum. The precursor ion mass tolerance was set to 2.0 Da and a
MS/MS fragment ion tolerance of 0.5 Da. A network was created where edges were filtered
to have a cosine score above 0.7 and more than 6 matched peaks. Further, edges between
two nodes were kept in the network if and only if each of the nodes appeared in each other's
respective top 10 most similar nodes. Finally, the maximum size of a molecular family was set
to 100, and the lowest scoring edges were removed from molecular families until the
molecular family size was below this threshold. The spectra in the network were then
searched against GNPS' spectral libraries. The library spectra were filtered in the same manner
as the input data. All matches kept between network spectra and library spectra were
required to have a score above 0.7 and at least 6 matched peaks. Tool dereplicator+
(Mohimani et al., 2018) as also used directly on raw data with the following parameters:
Precursor lon Mass Tolerance of 0.4 Da, Fragment lon Mass Tolerance of 0.1 Da, Max charge

of 2, Min Score to Consider a PSM of 9.0 and the Fragmentation Mode was general_6_1_6.

Statistical analysis

PLS-DA and heat-map were performed with Metaboanalyst platform. Statistical analysis were

t-test and were performed with R 3.6.1.
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ANNEXES AU CHAPITRE R4 (DONNEES SUPPLEMENTAIRES DE L’ ARTICLE)

Streptomyces

Fungus

Bacillus

Streptomyces RLA2-12

Streptomyces RLB1-8

Streptomyces RLB1-9

Streptomyces RLB1-33

Streptomyces RPA4-2

Streptomyces RPA4-5

Streptomyces S1D4-11

Streptomyces S1D4-23

Trametes versicolor Basidio 45

Trametes gibbosa Basidio 74

Trametes hirsuta Basidio 51

Stereum hirsutum Basidio 57

Ganoderma resinaceum 2R0112

Stereum rugosum Basidio 19

Schizophyllum commune 66-01A

Postia placenta PP978/9

Phaeolus schweinitzii Basidio 76

Bacillus subtilis ATCC6633

Bacillus sp. RB2-2N12

Table S1: Strains used during this study

Bontemps et al., 2013

Bontemps et al., 2013

Bontemps et al., 2013

Bontemps et al., 2013

Bontemps et al., 2013

Bontemps et al., 2013

Bontemps et al., 2013

Bontemps et al., 2013

NCBI/JGI

NCBI/JGI

NCBI/JGI

NCBI/JGI

NCBI/JGI

NCBI/JGI

NCBI/JGI

Bontemps et al., 2013

Nicault et al., 2020

Tidjani et al., 2019

Tidjani et al., 2019

Nicault et al., 2020

Nicault et al., 2020

Nicault et al., 2020

Nicault et al., 2020

Tidjani et al., 2019

Floudas et al., 2012

Project ID: 1111231

Pavlov et al., 2015

Floudas et al., 2012

Chen et al., 2012

Ohm et al., 2010

Martinez et al., 2009

/

JABAQG000000000

NZ_CP041650

NZ_CP041654

CP050974

CP050975

CP050976

CP051010

NZ_CP041613

GCA_000271585.1

PRINA331355

GCA_001302255.2

GCA_000264905.1

GCA_000271565.1

GCA_000143185.1

GCA_002117355.1
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Figure S1. Genome BGCs comparison between the two Streptomyces strains
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CHAPITRE R5 : EFFETS DES INTERACTIONS SUR LA PRODUCTION DE
MOLECULES IMPLIQUEES DANS LES REPONSES ANTI-INFLAMMATOIRES ET
DANS LES STRESS OXYDANTS
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Cette étude a été réalisée par Stéfania Sesisto post-doctorante aux laboratoires IMOPA
et Citéphor sous la direction de la Professeur Sophie Rahuel-Clermont et de la Docteur
Caroline Gaucher. Seuls les tests de la capacité de chélation du fer ont été réalisés au

laboratoire.

INTRODUCTION

Les bactéries sont confrontées, au sein de leur environnement, a différents stress et
notamment a un stress oxydant est présent dans de nombreux environnements (Cap et al.,
2012; Dimkpa et al., 2009; Imlay, 2019; Kashmiri and Mankar, 2014). Ce stress est
principalement causé par la présence/production d’espéces réactives de I'oxygéne ou de
I’azote (« Reactive Oxygen Species » ou ROS et « Reactive Nitrogen species » ou RNS) (Imlay,
2019). Parmi les ROS, on peut citer I'ion superoxide (0,") et le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
capable de former des radicaux hydroxyles (*OH). Parmi les RNS, il y a le monoxyde d’azote
(« Nitric oxide » ou NO) qui est une molécule capable d’induire un stress « nitrosatif » sur les
cellules bactériennes mais aussi virales (Akaike and Maeda, 2000; Hochgrafe et al., 2008).
Cette molécule, naturellement présente dans le sol, peut étre produite par les micro-
organismes par dégradation de I'ion nitrate en oxyde nitrique (Ren et al., 2000). Le NO peut
étre produit par les bactéries du genre Streptomyces en réponse a la production de certains
métabolites d’un champignon ou induire un stress oxydant pour les micro-organismes (Crack
et al., 2015; Khalil et al., 2019). Ces espéces réactives vont étre capable d’interagir avec les
enzymes contenant du fer entrainant la perte de I’activité enzymatique (Cornelis et al., 2011).
Dans certains cas, ils entrainent une dérégulation cellulaire, un dysfonctionnement

enzymatique voire la mort de la cellule (figure R27) (Fu et al., 2015).
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FIGURE R27 : SOURCES ET IMPACTS DES ROS SUR LES MICROBES. (FU ET AL., 2015)

Les sources des especes ROS (a savoir O,, H,0, et OH) comprennent principalement la respiration et la défense
immunitaire des hétes animaux et végétaux. Ces ROS peuvent provoquer divers dommages cellulaires et induire
une réponse au stress oxydatif. Des enzymes de piégeage dédiées sont responsables du nettoyage de I'02 et du

H202 dommageables.

La production de métabolites spécialisés capables de piéger et ou de limiter la production de
ROS/RNS est un des mécanismes majeurs de défense mis en en place par les organismes sujets
a un stress oxydatif. La réponse a ce stress peut ainsi impliquer I'activation de génes impliqués
le transport et le stockage de métaux tels que le fer par la production de sidérophores qui
peuvent eux-mémes piéger les radicaux libres comme |’enterobactine chez E. coli (Seo et al.,
2015). La présence de métaux présents au sein de la plante entraine un stress oxydant contré
par la production de sidérophore par les bactéries (Dimkpa et al., 2009). Les microorganismes
(Streptomyces et Schizophyllum commune) utilisés au cours de cette étude sont connus pour
produire des molécules anti-oxydantes et anti-inflammatoires (Arbaayah and Umi Kalsom,
2013; Basso et al., 2020; Brafia et al., 2015; Du et al., 2017; Tan et al., 2017). Chez I'homme,
les réactions inflammatoires peuvent étre causé par la présence d’oxide nitrique (Ormerod et
al., 1999). Les micro-organismes sont capables de synthétiser des molécules permettant de
piéger le NO et qui pourraient étre utiliser comme agents anti-inflammatoires (Sauder et al.,

2016).
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Les objectifs de cette partie étaient donc d’étudier la production de molécules anti-
oxydantes, anti-inflammatoires et chélatrices de métaux lors des co-cultures mises en place

au cours de cette étude.

MATERIEL ET METHODES

TESTS DE CYTOTOXICITE ET ANTI-INFLAMMATOIRE (INHIBITION DE LA PRODUCTION DE NO)

Dans un premier temps, la cytotoxicité des extraits a été évaluée grace au test MTT
(figure R28) (Mosmann, 1983). Il s’agit d’'un test colorimétrique qui permet de mesurer
I'activité métabolique d’une cellule et sa viabilité. Il est mesuré par la transformation du MTT
(jaune) en formazan par des cellules actives. Cette transformation est réalisée par une
déshydrogénase présente dans les mitochondries des cellules vivantes. La quantité de
formazan produite est donc directement reliée a la quantité initiale de MTT. En effet, le
rapport de la quantité de formazan sur la quantité de MTT donne une indication de la viabilité

des cellules. Plus ce rapport sera proche de 1 (100%), plus les cellules sont vivantes.

RQ\N/N\ Ri Rz\N/N\\ Ri
\ H

R3 mitochondrial R
Dehydrogenase
Yellow MTT Purple-colorediformazan

FIGURE R28 : TEST DE VIABILITE DES CELLULES MACROPHAGES AU MTT
Les cellules macrophages de muridés (RAW 264.7) ont été cultivées en microplaques
96-puits pendant 24h (concentration de 10* cellules par puits) dans du milieu DMEM high
glucose, SVF 10%, PenStrep , Hepes 20 mM. pH 7.3. Apres 24h, le milieu a été enlevé et les

cellules ont été traitées avec 1 et 10 pg/mL d’extraits (0,1% DMSO). Aprés une nuit
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d’incubation, une solution de MTT a été ajoutée a une concentration finale de 0,5 mg/mL.
Apreés 3h de réaction, le surnageant a été enlevé et les cristaux de formazan dissous dans 100

uL d’Isopropanol 0,1N HCI. L'absorbance a été ensuite mesurée a 570 nm.

Dans un second temps, pour les tests anti-inflammatoires, un test basé sur la
production d’oxyde nitrique (NO) a été utilisé. Durant ce test, la mesure du NO se fait a travers

la réaction de Griess (Weissman and Gross, 1998).

Les cellules traitées pendant 1h a 37°C avec I’extrait sont stimulées ou non en présence de LPS
(0,1 ng/mL) isolé de Salmonella typhimurium pendant 24h. Les LPS induisent une réponse
inflammatoire en se fixant sur les récepteurs TLR4 d’une cellule et un stress oxydant
impliquant la formation de NO. Apreés 24h, le surnageant est récupéré et la réaction de Griess
est utilisée pour quantifier la présence et la quantité de NO (figure R29). En présence de I'ion
nitrite, I'acide sulfanilique va former un sel de diazonium. Ce sel, en réagissant ensuite avec

une naphtalamine va former un composé de couleur rouge.

NH
NH, 2
HNO,

SOgH SOgH
SOgH

FIGURE R29 : REACTION DE GRIESS
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TESTS ANTIOXYDANTS (INHIBITION DE LA PRODUCTION DE ROS)

Les tests antioxydants ont été réalisés grace au test d’activité antioxydant cellulaire ou
« Cellular Antioxidant Assays » (CAA) (figure R30) (Kellett et al., 2018; Wolfe and Liu, 2007).
L'idée de ce test a été de développer une méthode qui soit proche des conditions
physiologiques se produisant lors d’un stress oxydant lié aux ROS. Ce test est basé sur la
mesure de la fluorescence de la molécule dichlorofluorescine (DCF) qui agit comme une sonde
de la fluorescence. Au systéme cellulaire est ajouté un générateur de radicaux libres ici ABAP.
En absence de composés antioxydants, la DCF est formée par action enzymatique et entraine
une augmentation de la fluorescence. Dans le cas ou des composés antioxydants sont
présents, cette molécule (la DCF) n’est pas formée et donc il y a une diminution de la
fluorescence. Les composés antioxydants selon leurs propriétés physico-chimiques peuvent
agir soit de facon intracellulaire soit de facon extracellulaire. En effet, des composés non

ionique et non polaire vont pouvoir pénétrer la cellule.

FIGURE R30 : PRINCIPE DU TEST CAA

Pour faire ces tests, les cellules utilisées ont été des cellules humaines épithéliales
Caco-2 (Fogh, 1975) cultivées en milieu DMEM. Apres 48h de culture a 37°C, les cellules sont
lavées grace au PBS. Les cellules sont ensuite traitées avec 50 pL d’extraits et 50 uL d’une
solution de DCFH-DA a 25uM pendant 1h a 37°C. Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec

du PBS.
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Pour lancer la réaction, 100uL du générateur de radicaux ABAP est ajouté puis la plaque est
ensuite placé pour la mesure de la fluorescence. Les longueurs d’ondes utilisées sont 485 nm

pour |’excitation et 538 pour I’émission.

TESTS DE CHELATION DU FER

Le test de chélation utilisé et réalisé au laboratoire IAM repose sur une réaction
chimique présenté ci-contre (figure R31) (Canabady-Rochelle et al., 2015). En présence de Fer
(1), un complexe coloré (560 nm) va se former entre un équivalent de fer et 3 équivalents de
Ferrozine. En présence d’un chélateur qui va capter le fer, ce complexe avec la ferrozine ne va

pas se former et conduire a une diminution de I'absorbance mesurée..

Fe?* + 3 Ferrozine ——> Fe(Ferrozine),*

r\ (A = 560 nm)

Chelator Chelator-Fe?*

FIGURE R31 : REACTION CHIMIQUE DU TEST DE CHELATION DU FER

Pour faire ce test, une gamme d’étalonnage est nécessaire pour calculer le

pourcentage de I'activité de chélation du fer. La formule utilisée est la suivante :

Iron chelating capacity (%) = ((A0-AS)/A0))*100 olu AO correspond a la valeur d’absorbance initiale et

AS a la valeur d’absorbance obtenue pour chacun des échantillons.

L’étalon utilisé a été I'EDTA qui est une molécule inorganique chélatrice des métaux. Pour faire
cette gamme, 10 concentrations d’EDTA ont été utilisées de 0 a 100 uM avec un gap de 10 a
chaque fois. Les différentes conditions utilisées pour ce test sont résumées dans le tableau et

le protocole suivant :

Concentration finale (uM) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
FeCi2 5 5 5 5 5 5 5 5 5| 5 5

EDTA (uL) 0| 10| 20| 30| 40| 50| 60| 70| 80 |90 | 100
Ferrozine 10| 10| 10| 10| 10, 10| 10| 10| 10| 10| 10

Eau (uL) 185 | 175 | 165 | 155 | 145 | 135 | 125 | 115 | 105 | 95 | &5

Dans une plaque de 96 puits, ajouter 5 pL de FeCl2 a 2 mM et X uL d’EDTA a 200 uM en
fonction de la concentration. Laisser incuber 3 minutes a température ambiante puis ajouter
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10 plL de ferrozine a 5 mM et laisser incuber 10 minutes a température ambiante et lire
I’absorbance a 560 nm

La courbe d’étalonnage obtenu présente un coefficient de corrélation R2 trés bon de
0,9923. Cette analyse se fait sur la partie linéaire de la courbe car a partir de 50 uM d’EDTA la
courbe atteint un plateau. Cette valeur montre que les réactifs utilisés lors de cette expérience

sont de bonnes qualités et que les données obtenues pour les extraits seront fiables.

Pour les extraits, ajouter 5 L de FeCl2 a 2 mM et 2 uL d’extractibles a 10 mg/mL puis de I'eau
gsp 200 pL. Laisser incuber 3 minutes a température ambiante puis 10 pL de ferrozine a 5 mM.

Laisser incuber 10 minutes a température ambiante et Lire I'absorbance a 560 nm
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RESULTATS

EFFETS DES INTERACTIONS SUR L’ INHIBITION DU NO (ANTI-INFLAMMATOIRE)

Dans l'objectif d’étudier I'effet anti-inflammatoire des métabolites extraits des SFIZs
sur des cellules macrophages RAW.264.7, une premiére étape a été de vérifier si les extraits
testés n’affectaient pas la viabilité des cellules. En présence de 1 et 10 pg/mL d’extraits, la
viabilité des cellules restait supérieure a 80% (Données présentées en figure supplémentaire

R35).

A la vue des résultats de viabilité obtenus, les test anti-inflammatoires ont pu étre
réalisés. Ces tests ont été réalisés (i) en absence et (ii) en présence de LPS (cf matériels et

méthodes).

En absence de LPS, aucun extrait n’a déclenché de production de NO par les
macrophages. Ce résultat démontre donc que les extraits seuls ne déclenchent pas de réponse

pro-inflammatoire.

En présence de LPS, I'extrait issu de la monoculture de S. commune n’induit pas de
diminution de la production de NO (figure R32). En présence des extraits issus des
monocultures des deux souches de Streptomyces et des deux SFIZ, une diminution significative
de la production de NO est observée avec néanmoins une tres grande variabilité des résultats

obtenus (Figure Supplémentaire R36).

NO inhibition NO inhibition
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FIGURE R32 : EFFET DES EXTRAITS SUR LA PRODUCTION DE NO REVELANT LEUR POTENTIEL EFFET ANTI-INFLAMMATOIRE

Chacun des extraits a été testés pour vérifier leur effet anti-inflammatoire ou non. Ici sont représentés les
résultats obtenus, aprés normalisation sur LPS, pour chacun des extraits. Plus la valeur est faible plus I'effet anti-
inflammatoire est important. C : Schizophyllum commune ; S1 : S1D4-11 ; S2 : S1D4-23 ; BF1 : S1D4-11-FIZ ; BF2 :
S1D4-23-FIZ. Chacune des conditions ont été comparés par t-tests.
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Les produits induits par linteraction peuvent étre issus de la bactérie ou du
champignon sous |'effet de signaux générés par I'un ou I'autre des protagonistes. Des études

de fractionnement complémentaires seraient nécessaires pour éclaircir ce point.

EFFET DES INTERACTIONS SUR L'INHIBITION DES ROS (ANTIOXYDANTS)

L'objectif de cette partie a été d’appréhender I'effet antioxydant des interactions. Les
résultats de la quantité de ROS mesurée grace a la sonde fluorescente DCF sont résumés dans
la figure suivante (figure R33). Les deux extraits issus des interactions présentent une activité
antioxydante importante, néanmoins I'effet obtenu le plus important est celui de I'extrait issu
de la monoculture de S. commune. Pour la seconde interaction, la co-cultures BF2 (S1D4-23-
FIZ) posséde une activité statistiquement différente par rapport au champignon et a la
bactérie S1D4-23 seuls. Il pourrait donc y avoir un effet de I'interaction dans le cas ou cette
activité ne résulte pas d’un effet additif des monocultures. Cet effet pourrait étre lié a une
augmentation de la capacité anti-oxydante de la bactérie ou a l'inhibition de molécules
produites par le champignon. De la méme maniére que pour 'activité anti-inflammatoire, des
expériences complémentaires seront nécessaires pour conclure sur I'induction de molécules

anti-oxydantes spécifiques lors des co-cultures.
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FIGURE R33 : EFFET DES INTERACTIONS SUR L'ACTIVITE ANTI-OXYDANTE CELLULAIRE

Chacun des extraits a été testé pour vérifier leur effet antioxydant ou non. Ici sont représentés les résultats
obtenus pour chacun des extraits. La partie supérieure droite correspond a la comparaison des résultats obtenus
pour les extraits a la valeur obtenus pour le DMSO 0,1% seul. Le graphique central correspond a la comparaison
des extraits entre eux. Les comparaisons sont faites grace aux t-tests. Plus la valeur est faible plus I'effet
antioxydant est important. Un control avec la quercetine a été effectué. Ici, tous les extraits possedent une
diminution significative de la fluorescence exceptée pour la bactérie S1D4-23. C : Schizophyllum commune ; S1 :
S1D4-11;S2 :S1D4-23 ; BF1:S1D4-11-FIZ ; BF2 : S1D4-23-FIZ.

164



EFFET DES INTERACTIONS SUR LA CHELATION DU FER

La mesure de la chélation du fer a été réalisée in vitro grace a une réaction chimique
impliquant la complexation par la ferrazine en comparant les extraits des monocultures des
Streptomyces (S1D4-11 et S1D4-23), de S. commune et des FIZ résultant de leurs co-cultures

respectives (Figure R34).
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FIGURE R34 : EFFET DES INTERACTIONS SUR LA CHELATION DU FER

Chacun des extraits a été testés pour vérifier leur capacité de chélation du fer. Ici sont représentés les résultats
obtenus, aprés calcul grace a la formule mathématique (voir matériel et méthodes), pour chacun des extraits.
Plus la valeur est importante, plus I'extrait possede de molécules capables de capter le fer.

Dans de le cadre de l'interaction S1D4-11-FIZ, la capacité de chélation de fer des
extraits issus de la co-culture et des monocultures était similaire. Dans le cas de I'interaction
S1D4-23-FIZ, I'extrait issu de la co-culture présentait une activité chélatrice significativement
supérieure a celles des extraits des deux monocultures, suggérant une augmentation de

production et/ou une production spécifique de sidérophores lors de la co-culture.
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CONCLUSION

Les résultats préliminaires décrits dans ce chapitre devront étre confirmés par des
expériences supplémentaires en répétant les différentes manipulations et/ou en les
complétant par d’autres approches. Néanmoins ces résultats suggerent que les extraits issus
des co-cultures pourraient contenir des molécules d’intérét. C’'est notamment le cas lors de
I'interaction S1D4-23-FIZ ou la production de sidérophore semble induite suggérant que le fer

pourrait jouer un réle important dans le mécanisme de I'interaction.
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ANNEXES DU CHAPITRE 5
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FIGURE R35 : TEST DE VIABILITE DES MACROPHAGES UTILISES EN PRESENCE DES EXTRAITS
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FIGURE R36 : VARIABILITE DES ECHANTILLONS EN TRIPLICAT BIOLOGIQUES
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Etude de la diversité des voies de biosynthése du métabolisme spécialisé a

I’échelle d’une population de Streptomyces

La recherche et lidentification de nouvelles molécules bioactives, notamment
antibiotiques, est une urgence en santé publique. Les bactéries du genre Streptomyces et les
champignons de la division des Basidiomycetes constituent des sources prometteuses de
métabolites d’intérét. Ces deux micro-organismes, fournissaient a eux seuls, en 2012, plus de
14.000 composés connus (Bérdy, 2012) et possédent un potentiel important, notamment si
I’on considéere le nombre de voies de biosynthése dans le génome de chacun des organismes
(Aigle et al., 2014; Sandargo et al., 2019). Toutefois un écueil majeur de la recherche de
nouvelles molécules reste la ‘redécouverte’ de composés déja connus ou apparentés. Une
approche présumée contourner ce probléme consiste ainsi a échantillonner des organismes
dits ‘rares’ isolés le plus souvent dans d’écosystemes atypiques qualifiés d’extrémes. Ainsi des
souches de Streptomyces ont été isolées des grottes, des mangroves, des déserts ou encore a
partir du microbiote d’animaux (Adam et al., 2018; Indraningrat et al., 2016; Musa et al., 2020;
Sivalingam et al., 2019) et ont permis de découvrir de nouvelles molécules et des larges

spectres d’activités (principalement antimicrobienne)

Dans notre étude, une stratégie d’échantillonnage alternative a été mise en ceuvre : le
potentiel de synthése a été exploré au sein d’'une communauté de Streptomyces, consituées
des souches phylogénétiquement proches (a des degrés divers) et isolées d’'un méme micro-
habitat (grain de sol, (Bontemps et al., 2013). L’analyse génomique de 8 de ces souches a
permis de découvrir une richesse potentiellement importante de la capacité de synthése de
métabolites avec au total 261 voies de biosynthése. Parmi elles, 93 voies de biosynthese
étaient uniques, et seules 5 de ces voies étaient présentes chez 'ensemble des 8 souches. Ces
voies de biosynthése communes constituent un « core specialized metabolome » (Drago Hass,
2015) et contribuent a son développement dans I’environnement. Ainsi des composés tels que
la desferrioxamine ou la géosmine sont synthétisés par la plupart des espéces et souches de
Streptomyces (Bursy et al., 2008; Yamanaka et al., 2005). Parmi les 88 autres BGC uniques
identifiés dans la communauté, 35 sont conservés entre au moins deux souches et plus de la

moitié (n=53) se sont avérés présents chez une seule souche.
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Ces résultats in silico indiquent qu’il existe potentiellement peu de redondance
fonctionnelle au sein de la communauté et que notre stratégie d’échantillonnage s’est révélée
appropriée, méme avec un nombre limité de souches, pour identifier un nombre important

de MS potentiels.

Une forte proportion de ces BGC variables se situe dans les extrémités du
chromosome. Cette observation faite a I’échelle de la communauté est cohérente avec une
analyse antérieure réalisée a I’échelle de la population ou il a été démontré gqu’il existait des
flux de génes massifs entrainant une diversification génomique dans les bras chromosomiques
(Aigle et al., 2014; Tidjani et al., 2019b). Cette diversification pourrait s’expliquer par une
tolérance plus importante de ces régions chromosomiques aux réarrangements et par
I'intégration de fragments d’ADN exogene de taille suffisante pour véhiculer tout ou partie
d’un BGC. Les transferts de génes pourraient donc représenter un facteur important pour

expliquer la diversité et la localisation chromosomique des BGC (Nicault et al., 2020).

L’'ensemble de ces résultats in silico indique que la forte capacité d’échange de genes
et de recombinaison existant chez les Streptomyces est un moteur évolutif suffisant fort pour
générer a I'échelle de la communauté une diversité importante de BGC et donc un potentiel
de production de MS prometteur pour la découverte de nouveaux composés d’intéréts.
L'objectif de cette these a été d’explorer et d’exploiter cette diversité par ['utilisation

d’interactions biotiques.
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Explorer des souches apparentées : une nouvelle stratégie pour identifier de

nouvelles molécules ?

La prospection du potentiel métabolique des microorganismes, dont les Streptomyces,
reste une approche prometteuse pour l'identification de nouvelles molécules biologiques.
Toutefois la question du choix des souches reste importante. En ce qui concerne les
Streptomyces, il apparait de plus en plus que la vitesse d’évolution et de brassage des BGC est
susceptible de générer facilement chez des souches proches la présence de MS différents,
méme au sein d’une population. De plus en plus d’exemple, ainsi que nos résultats ont
également confirmé au niveau métabolique ces observations in silico (Antony-Babu et al.,
2017; Chevrette et al., 2020; Nicault et al., 2020). En effet, nos souches possédent certes des
profils métabolomiques proches liés a leur proximité phylogénétique et correspondant a
I’expression du métabolisme primaire et des voies de biosynthése communes, mais elles ont
également suffisamment de variabilité pour que ces profils soient différentiables et se
répercutent sur les profils d’activités, et notamment antibactériennes (chapitre R2, Nicault et
al., 2020b). Le plus souvent, pour garantir cette diversité, le premier critere de choix des
souches est la classification phylogénétique notamment basée sur I’ARN 16s. En effet, il est
estimé que plus des souches sont proches phylogénétiquement plus elles auront des
similitudes biologiques (fonctions écologiques, capacités métaboliques). Chez Streptomyces,
il a été démontré que I'étude des fonctions écologiques et la capacité métabolique n’avaient

aucun lien avec la phylogénie 16s (Chevrette et al., 2019).

Une autre forme de diversité révélée par I'analyse des BGC de souches apparentées
est celle qui a été observée entre les voies de biosynthése présentes chez 2 ou plus isolats de
la population. Initialement, il était attendu que si un BGC était présent chez plusieurs isolats
apparentés, le contenu en géne du BGC serait identique et conduirait au méme métabolite
produit. Cependant, une analyse fine des BGC conservés, c’est-a-dire prédits a I'identique par
antiSMASH, n’ont pas le méme contenu, ils présentent des génes variables
(présence/absence) affectant les génes de biosynthése ou de décoration. Ainsi, les
métabolites synthétisés présentent probablement des différences de structures qui

pourraient s’Taccompagner d’activités distinctes.
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Ces différences génomiques entre deux souches phylogénétiquement proches se
situent principalement dans des ilots généralement acquis par des HGT. Ces ilots génomiques
regroupent principalement les genes codants pour des voies du métabolisme spécialisé. Par
exemple, I'utilisation de I'outil BreakViewer développé dans le cadre de la thése de Drago Haas
(2015) permettrait de mettre en évidence des flots qui ne sont pas détectés par des approches
classiques. L’étude de ces ilots permettrait de mettre en évidence des voies du métabolisme

spécialisé encore inconnus.

Pour découvrir de nouvelles molécules actives, il s’agit de trouver de nouveaux moyens
de sélectionner et d’analyser des souches microbiennes. Pour cela, il serait possible d’obtenir
des profils métaboliques ainsi que de tester les activités des différentes souches microbiennes
pour ne sélectionner que celles qui possédent des profils atypiques et/ou des activités
d’intéréts. A I'échelle de notre collection, il s’agira de sélectionner plusieurs souches
aléatoirement, de tester leurs activités et de dresser leurs profils métaboliques afin de
différencier différents groupements de bactéries. L’établissement d’un lien statistique entre
la classification selon le profil métabolique et la classification selon I'activité pourrait
permettre d’avoir une corrélation entre molécules et activités biologiques. Une fois une
molécule ou un ensemble des molécules identifiées, des étapes de fractionnements et de
purifications ainsi que I'élucidation structurale pourront étre utilisés. Néanmoins, il sera
important de définir des conditions de cultures des composés afin d’induire leur production.

En effet, ces composés ne sont pas toujours produits au laboratoire.
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Les interactions biotiques : un levier a activer pour la découverte de nouvelles
molécules

La plupart des BGC ne sont pas exprimés dans les conditions de laboratoire, ces
derniéeres ne reproduisant pas les conditions naturelles dans lesquels des stimuli biotiques ou
abiotiques induisent la production de métabolites (Chapitre R2, Nicault et al., 2020). La
synthése de métabolites ayant un cout énergétique important, une régulation étroite des BGC
est généralement la regle; la biosynthése répond a des stimuli transduits par des
capteurs/effecteurs et est inféodée a de nombreux niveaux de régulations globales et

spécifiques (au niveau transcriptionnel et traductionnel).

Une des approches visant a activer la production de ces molécules peut consister a
faire varier les conditions de cultures. C'est le cas des approches dites OSMAC qui a partir
d’une souche microbienne et en faisant varier les conditions de culture a permis d’obtenir
I'induction de composés qui ne sont pas produits dans des conditions normales de culture
(Pan et al., 2019). En effet, dans un écosystéme comme le sol, des études ont montré que les
antibiotiques pouvaient avoir un role de molécules de signalisation (Romero et al., 2011). A
forte concentration les antibiotiques sont toxiques mais a faible concentration, ils peuvent
agir comme un signal pour le micro-organisme. Ainsi l'application d’un gradient de
concentration d’antibiotiques entraine des changements physiologiques et métaboliques
comme I'induction de la production d’autres molécules (Romero et al., 2011). Par exemple, La
rifampicine connue pour son effet d’inhibition de la transcription entraine la production
d’actinorhodine et d’undecylprodigiosine. De méme, L'oligomycine A connue pour son effet
d’inhibition de I’ATP synthase entraine la production d’actinorhodine. Une des possibilités
pour induire la production de nouvelles molécules serait donc de faire varier la concentration

en antibiotique dans notre milieu de culture.

Souvent le r6le écologique des antibiotiques est interprété comme une « arme » visant
a inhiber la croissance d’'un compétiteur. Ces composés pourraient également jouer un role

dans la communication, et notamment en concentration sub-inhibitrice.
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Les antibiotiques peuvent également constituer des biens communs chez les bactéries
ou seule une fraction des individus au sein de la population va produire un composé qui sera
utile a I'ensemble de la population. C'est par exemple le cas pour des sidérophores chez des
Vibrionaceae (Cordero et al., 2012) et vraisemblablement pour des antibiotiques produits par
les souches environnementales de Streptomyces utilisées au laboratoire (Tidjani et al., 2019).
Le partage du travail permet d’augmenter la cohésion sociale du groupe ainsi que le fitness
d’une population. Dans le cas ou certains individus assument une tache a leur dépens mais au
bénéfice du groupe génétiquement apparenté, il est possible de parler d’altruisme.
Récemment, chez S. coelicolor il a été montré qu’une hétérogénéité génétique résultant
d’amplifications ou de délétions de grandes tailles existait au sein d’'une méme colonie. Ces
variants produisent des antibiotiques en plus grande quantité que leurs congéneres ‘sauvages’
alors que leur fitness est altéré ; notamment, ces variants sporulent moins efficacement et
transmettent donc leur patrimoine génétique moins efficacement. Les antibiotiques produits
le sont donc au bénéfice de I'ensemble de la colonie (Zhang et al., 2020). Chez les procaryotes,
la mort cellulaire programmeée au bénéfice de la communauté, autrement dit le sacrifice, est
un mécanisme qui a été retenu au cours de I'évolution (Allocati et al., 2015). Cette mort
cellulaire programmeée a pour objectif de contribuer a des processus comme les réponses aux

stress, le développement de la communauté ou la formation de biofilms.

Le choix de mettre en présence bactéries et champignons, qu’ils proviennent du méme
écosystéme ou pas, c’est-a-dire que la co-culture mime des interactions ‘naturelles’ ou pas,
présente un intérét biotechnologique certains. Ainsi, il s’agit d’'une approche sans a priori du
role des métabolites produits : réponse a un stress (modification des conditions abiotiques),
une agression (réponse a un composé toxique), un signal... Ainsi, cette approche donne acces
a une diversité chimique sans avoir a identifier les stimuli et roles des molécules induites.
Néanmoins, nous avons cherché quels pouvaient étre le(s) mécanisme(s) sous-jacent(s) des

interactions étudiées.
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Les interactions microbiennes sont régies par de nombreux mécanismes allant de la
production de petites molécules aux transferts d’ADN (Abdelmohsen et al., 2015). Ces
mécanismes font intervenir des molécules solubles ou volatiles. Nous nous sommes donc

interrogés sur les mécanismes impliqués dans nos interactions.

Au cours des interactions étudiées, nous avons observé (i) la prédiction par une
approche métabolomique de composés dont la classe moléculaire pourrait correspondre a
des sidérophores et (ii) augmentation de la capacité chélatrice du fer pour l'une des
interactions. Afin de capter le fer dans I’environnement, les micro-organismes produisent des
molécules chélatrices appelées sidérophores. Le fer étant un élément relativement rare dans
I’environnement, les microorganismes sont souvent en compétition pour le capter. Différents
systémes mis en ceuvre lors de ces compétitions ont été décrits afin de le capter. Les
sidérophores d’une bactérie peuvent par exemple étre « piratés » par d’autres bactéries
(Galet et al., 2015). Ces compétitions peuvent également induire la production d’autres
composés dans le but d’inhiber la croissance des compétiteurs (Kramer et al., 2020) et certains
sidérophores possedent également une activité antimicrobienne a part entiere (Kramer et al.,
2020). C'est le cas des molécules de type sidéromycines qui possédent également un
groupement leur conférant une activité antibiotique (Braun et al., 2009; Sassone-Corsi et al.,
2016). Nous avons également observé que les bactéries et le champignon utilisé lors de cette
thése possédaient des activités anti-oxydantes et anti-inflammatoires (chapitre R5). En plus
d’une application biotechnologique potentielle, ces propriétés peuvent étre le reflet que ces
micro-organismes possédent un arsenal métabolique capable de répondre a la présence d’un
stress oxydant. Cette réponse au stress oxydant peut passer par une augmentation de la
chélation de métaux et de la synthese de la membrane issue de la régulation OxyR (Hahn et
al., 2002; Seo et al., 2015) induisant la production de sidérophores. Cette induction peut donc
étre corrélée avec les observations précédentes ainsi qu’avec la prédiction de la production
de dérivés lipidiques utilisés lors de la synthése de la membrane (Seo et al., 2015). La réponse
au stress oxydants des micro-organismes peut également étre la production de métabolites
spécialisés antimicrobiens (Beites et al., 2014, 2011; Miranda et al., 2014; Prajapati et al.,
2019) et expliquer ainsi 'augmentation de I'activité antimicrobienne observée lors d’une
interaction. De plus des antibiotiques peuvent entrainer un stress oxydant par leur mécanisme

d’action (Albesa et al., 2004).
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Pour vérifier et confirmer si le fer ou les sidérophores jouent un role important dans le
mécanisme de nos interactions notamment si une compétition pour le fer est établie ou s'il
s’agit d’une réponse au stress oxydant, il sera intéressant de faire varier la concentration de
fer ou d’espéces induisant un stress oxydant sur les souches individuellement et voir si cela

impacte également les co-cultures (activité, profils métaboliques).

Au cours de cette these, de nombreuses classes de molécules biologiques tels que les
terpenes, les dérivés benzéniques ou encore des cétales ont été induits lors des interactions
étudiées. Ces composés peuvent étre des composés volatiles et contribuer aux mécanismes
des interactions (Pour revue par (Schulz-Bohm et al.,, 2017). Par exemple, les terpénes
semblent jouer un role prépondérant lors des interactions entre bactéries et champignons

comme, par exemple, agents antimicrobiens (Song et al., 2015).

D’autres mécanismes tels que le Quorum Sensing, ont été décrit comme un possible
inducteur de la production de métabolites spécialisé chez Streptomyces (Romero et al., 2011).
Pour vérifier si un mécanisme de QS est impliqué dans nos interactions il serait intéressant
d’utiliser I'outil décrit dans tourneroche et al. (2019) présenté dans I'introduction. Dans le cas
ou des signaux de régulation de la production de molécules biologique seraient génériques,
une autre approche serait d’utiliser des exsudats fongiques ou bactériens pour voir leurs effets
sur métabolisme des souches microbiennes utilisées. Une extraction de ces exsudats couplée
a une approche métabolomique pourrait permettre l'identification des molécules de

signalisation extracellulaires.
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L’apport de la transcriptomique et/ou de la protéomique pour 'identification
du producteur du ou des composés d’intéréts ainsi que le voie de biosynthése

associée

Grace a un fractionnement des métabolites guidé par l'activité et couplé a la
métabolomique, des molécules candidates pour leur activité antimicrobienne ont été
obtenues. Néanmoins, cette approche ne permet pas a elle seule de déterminer qui est
I'organisme producteur. En se basant, sur des expériences d’'imagerie par spectrométrie de
masse il serait possible de déterminer quel micro-organisme est responsable de la production
de la molécule recherchée et quel est le facteur impliquant sa production (Shih et al., 2014).
Cette méthode peut permettre aussi d’établir un lien entre une molécule et son action
biologique/réle dans I'interaction. Par exemple, dans le cadre de I'interaction entre M. xantus
et E. coli, les rbles de prédation et de variation de croissance de deux métabolites spécialisés

ont été validés (Ellis et al., 2019).

En paralléle, pour pouvoir exploiter I'organisme producteur, par exemple par
expression hétérologue pour la production de la molécule d’intérét, il est essentiel d’identifier
la voie de biosynthese impliquée. Une limitation, de la métabolomique seule, pourrait étre
I'impossibilité de d’identifier les génes responsables de la production des molécules d’intéréts.
Dans ce travail de thése, des molécules de types polycétides (dérivés d’acides carboxyliques)
ou des peptides ont été identifiées. Ces molécules pourraient résulter de I'activation de voies
de biosynthése de type NRPS ou PKS. Pour confirmer cette hypothése, il pourrait étre
intéressant d’utiliser la protéomique ou la transcriptomique pour compléter les informations
obtenues a partir de la métabolomique. Ces techniques permettraient d’identifier les génes
ou les protéines dont la production est modifiée durant I'interaction. La protéomique est
utilisée pour caractériser les interactions microbiennes impliquant des mécanismes de
guorum sensing ou de formation de biofilms (Di Cagno et al., 2011; Goo et al., 2010;
Herschend et al.,, 2017). Des chercheurs, ont étudié plus précisément le protéome de la
bactérie pathogéene Pseudomonas aeruginosa et ont mis en évidence des protéines

régulatrices du quorum sensing (Arevalo-Ferro et al., 2003).
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De plus, cette approche de protéomique peut étre utilisée pour la découverte de
nouvelles voies de biosynthése ou de molécules biologiques (Du and van Wezel, 2018). Par
exemple, Chen et al. ont découvert 10 voies de biosynthése de type NPRS/PKS dans 6 souches
d’Actinobactéries qui n’étaient pas séquencées (Y. Chen et al., 2012). Une approche consiste
a coupler la protéomique avec des données de métabolomique peut permettre de remonter
a la voie de biosynthése impliquée : le « Natural products Proteomining » (Du and van Wezel,
2018). Pour cela, il s’agit de faire varier les conditions de cultures entrainant un stress biotique
(co-culture) ou abiotique (changement de paramétres physico-chimique des milieux de
cultures) qui permet une différence de bio-activité. Grace a des outils statistiques, il est alors
possible d’établir une corrélation entre la production de produits naturels et des changements
de I'expression du protéome. Pour cela, la variation des conditions de culture entraine une
modification de I'expression du métabolome et du protéome et il est possible de corréler ces
deux données. Cette corrélation statistique permet de déterminer les voies de biosynthése
potentiellement impliquées. Cette méthode a permis de découvrir un antibiotique dérivé de

la juglomycine produite par les bactéries du genre Streptomyces (Gubbens et al., 2014).

Une autre approche « -omique » est celle de la transcriptomique qui vise a étudier
I'expression des genes lors d’un stress ou lors d’une interaction microbienne (Hennessy et al.,
2017; Perazzolli et al., 2016). En effet, les régulations se font aussi a I’échelle du transcriptome.
Il est donc intéressant de mesurer I'expression des genes lors de co-cultures entre micro-
organismes. Ces variations de I'expression des génes peuvent entrainer des changements au
niveau de la croissance, de la morphologie comme par exemple lors de I'interaction entre le
champignon Lacaria bicolor et Pseudomonas fluorescens BBc6R8 (Deveau et al., 2015). Dans
d’autres cas de co-culture, certains genes codant pour des métabolites spécialisés bioactifs
peuvent étre surexprimés (Schroeck et al., 2009). Par exemple, lors de I'interaction par contact
entre la bactérie Streptomyces hygroscopicus et le champignon Aspergillus nidulans,
I’expression de nombreux génes chez le champignon est modifiée (Schroeckh et al., 2009).
Ainsi, 395 génes sont exprimés de facon différente entre la monoculture et la co-culture (147
sous- et 248 surexprimés). Parmi les 248 genes surexprimés, 7 correspondent a une voie de

biosynthése de type PKS présente chez le champignon.
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Dans notre analyse, nous avons observé que des composés induits lors des deux
interactions étaient communs tandis que d’autres étaient spécifiques. Les deux souches de
Streptomyces utilisées, proches phylogénétiquement possedent des BGC communes (n=25) et
d’autres spécifiques (n=11). En analysant le contenu en BGC des deux souches de
Streptomyces et du champignon, nous nous sommes apercus que des voies de biosynthese
étaient partagées entre les deux souches bactériennes. Les métabolites communs pourraient
provenir de I'activation d’une voie de biosynthése commune entre les deux bactéries ou bien
d’une réponse aspécifique du champignon. Les métabolites spécifiques pourraient résulter de
réponse spécifique du champignon contre les bactéries ou de réponses spécifiques des
bactéries en présence du champignon. Pour vérifier ces hypotheses, I'emploi de la
protéomique et/ou de la transcriptomique pourraient nous aider a déterminer quelles voies
de biosynthese sont activées et quels organismes sont producteurs. Il est également possible
de créer des mutants de certaines voies de biosynthese et d’identifier la molécule par

comparaison des profils métaboliques chez la souche mutée par rapport a la souche intiale.
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La métabolomique pour I’étude du fonctionnement des

communautés microbiennes et leurs interactions

En plus d’avoir observé la production de composés antimicrobiens, les interactions
bactéries/champignons étudiées m’ont permis prédire une diversité importante de molécules
induites. Je me suis donc interrogé sur les réles de ces molécules et notamment sur la
compréhension écologique des interactions microbiennes par une approche métabolomique.
Cette démarche, la métabolomique écologique ou encore éco-métabolomique est
I'application de la technique a des questionnements écologiques, comme par exemple I'étude
de la réponse du métabolome d’un organisme a des changements liés a des facteurs biotiques
ou abiotiques. Ces facteurs abiotiques peuvent étre I’'hygrométrie, le climat (multifactoriel) ou
encore la disponibilité des nutriments. Ces facteurs biotiques sont la présence d’autres
organismes et les interactions établies entre eux. Des approches métabolomiques ont ainsi
été utilisées pour étudier les échanges trophiques entre bactéries, la capacité d’assimilation
de certains nutriments tels que I'azote ou le carbone, I'impact de la pollution des sols sur leur
métabolome ou encore le réle des interactions microbiennes sur la santé et la protection de
I’h6te (Chatzimitakos and Stalikas, 2016 ; Giardina et al., 2018 ; Uehling et al., 2019 ; Lehr et
al., 2009; Tourneroche et al., 2019).

Les micro-organismes utilisés lors de cette these sont issus du sol et notamment du
systéme racinaire des plantes. Il serait intéressant de comprendre le role des métabolites
produits (i) a I’échelle de la communauté microbienne et (ii) lors d’interactions complexes
entre celle-ci et la plante. L'approche de I'éco-métabolomique pourrait étre utilisée pour
identifier ces molécules. Par exemple, le réle des dérivés terpenes, dont I'induction a été
décrite lors de notre étude, ne se limitent pas qu’a leur activité antimicrobienne lors de
relations antagonistes. Ces molécules peuvent étre des signaux chimiques pouvant affecter la
physiologie du partenaire comme sa motilité (Schmidt et al., 2015). Les terpénes peuvent aussi
intervenir dans les interactions entre la plante et les micro-organismes par exemple comme
source de carbone pour les bactéries (Giudice et al., 2008; Kleinheinz et al., 1999). Pour aller
plus loin dans cette compréhension métabolomique des interactions microbiennes entres
elles et sur leur hote et sur le fonctionnement « interne » des communautés microbiennes,

deux perspectives peuvent se présenter.
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La premiere serait d’étudier I'impact des interactions entre micro-organismes sur la
croissance la plante ou a l'inverse I'impact de la plante sur les interactions entre micro-
organismes. Pour cela, il pourrait étre intéressant d’étudier [linteraction
plante/bactérie/champignon ou encore de préparer des exsudats microbiens ou de plantes et
de voir I'impact sur I'organisme seul et les interactions. Une autre idée serait de faire une
expérience d’interaction entre une ou un mélange complexe de bactéries en présence de la
plante sous la présence biotique d’un organisme (phytopathogéne ou partenaire). Dans ce
dernier cas, I'approche métabolomique permettrait de mettre en évidence la production de
composés produits lors de relation antagoniste (utiles pour le bio-contréle par la suite),
d’autres sur la compréhension des échanges signalétiques ou trophiques entre les plantes

et/ou les micro-organismes.

La seconde serait de caractériser plus précisément le réle que les micro-organismes utilisés
jouent au sein de la communauté (toutes ces souches ne servent pas qu’a produire des
composés antimicrobiens). En effet, lors de sa thése Maxime Toussaint, a montré que les
souches de la collection possédaient des propriétés fonctionnelles diversifiées comme par
exemple la dégradation cellulolytique ou leurs activités antimicrobiennes. Chacun pourrait
donc avoir un réle distinct a jouer au sein de la population. Précédemment, il a été évoqué la
production d’antibiotiques par une souche comme bien commun de la population mais tous
les métabolites spécialisés n’ont pas vocation a étre des armes. En effet, les métabolites
spécialisés peuvent aussi contribuer a I'établissement de symbiose (exemple lichens), a la

croissance de la plante ou encore a la mobilité des organismes (Tyc, et al., 2017).
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L'émergence de nouvelles bactéries multi-résistantes est aujourd'hui un enjeu de santé publique et la
découverte de nouveaux antibiotiques devient cruciale pour surmonter cette menace. Les bactéries
(principalement les actinomyceétes, par exemple les Streptomyces) et les champignons sont I'une des principales
sources de composés antimicrobiens (métabolites spécialisés). Cependant, la plupart des groupes de génes
codant pour ces métabolites secondaires restent silencieux dans des conditions de laboratoire standard. Les
interactions biotiques entre les microbes dans la nature constituent un signal pour induire la production de
métabolites spécialisés. Ainsi, les co-cultures en laboratoire, qui imitent ces interactions, peuvent induire la
production de produits naturels cryptiques. L'objectif de cette étude est d'induire la production de composés
antimicrobiens a travers les co-cultures entre Streptomyces et champignons.

Les champignons et les Streptomyces environnementaux ont été co-cultivés sur deux milieux.
L'extraction des métabolites a été réalisée dans de I'acétate d'éthyle. L'activité antibiotique résultant de
I'interaction sera criblée contre des souches indicatrices et a été caractérisée par des méthodes de chimie
analytique (LC-DAD, GC-MS et LC-MS / MS) et une analyse statistique multivariée.

144 co-cultures ont été réalisées entre 9 champignons et 8 Streptomyces environnementaux sur deux
milieux. Les résultats préliminaires ont permis d'identifier 2 couples bactériens et fongiques sur un méme milieu
avec une activité antimicrobienne accrue ou nouvelle contre les bactéries Gram +. Le profilage métabolique avec
LC-DAD et GC / MS couplé a une analyse statistique a révélé une nouvelle production de métabolites. LC-MS /
MS dans les modes positifs et négatifs et la mise en réseau moléculaire ont révélé différentes classes de
composés induits lors des interactions.
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Abstract

The emergence of new multiresistant bacteria is nowadays a public health issue and the discovery of
new antibiotics becomes crucial to overcome this threat. Bacteria (mostly actinomycetes e.g. Streptomyces) and
fungi are one of the major source of antimicrobial compounds (specialized metabolites). However, most of the
gene clusters coding for these secondary metabolites remain silent in standard lab conditions. Biotic interactions
between microbes in nature constitute a signal to induce the production of specialized metabolites. Thus, co-
cultures in lab, that mimick these interactions, can induce the production of cryptic natural products. The
objective of this study is to induce the production of antimicrobial compounds through the co-cultures between
Streptomyces and fungi.

Fungi and environmental Streptomyces have been co-cultivated on two media. Metabolites extraction
was performed in ethyl acetate. The antibiotic activity resulting from the interaction will be screened against
indicator strains and were characterized by analytical chemistry methods (LC-DAD, GC-MS and LC-MS/MS) and
statistical multivariate analysis.

144 co-cultures were achieved between 9 fungi and 8 environmental Streptomyces on two media.
Preliminary results enabled to identify 2 bacterial and fungal couples on one medium with an increased or a new
antimicrobial activities against Gram+ bacteria. Metabolic profiling with LC-DAD and GC/MS coupled with
statistical analysis has revealed new metabolite production. LC-MS/MS in positive and negative modes and
molecular networking revealed different classes of compounds induced during interactions.
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Contexte:

Les molécules antimicrobiennes naturelles telles que les antibiotiques et les antifongiques ont profondément
changé la médecine moderne et amélioré la santé humaine. Cependant, avec I'émergence croissante de
bactéries pathogénes multi-résistantes, il existe aujourd'hui un besoin d'identifier de nouvelles molécules et
activités antimicrobiennes.

Les micro-organismes constituent I'une des principales sources de produits naturels bioactifs et, par exemple,
environ la moitié des antibiotiques utilisés en médecine humaine proviennent du seul genre bactérien
Streptomyces. Malgré cette production prolifique, les approches d'extraction du génome ont révélé que
Streptomyces et d'autres microbes connus pour produire des molécules bioactives hébergent beaucoup plus de
clusters de génes de biosynthéese génétique que prévu auparavant et peuvent cacher de nouvelles sources de
nouveaux composés qui restent cryptiques dans des conditions de laboratoire.

Objectifs:

Parce qu'ils imitent les interactions biotiques naturelles qui peuvent induire la biosynthése de molécules
bioactives, notre approche consiste a effectuer des co-cultures entre les champignons et les Streptomyces afin
de réveiller des grappes de genes cryptiques chez I'un ou les deux partenaires. Apres cela, les métabolites et les
voies de biosyntheése seront identifiés par des méthodologies métabolomiques et transcriptomiques.

Méthodes:

Les champignons et les Streptomyces environnementaux ont été co-cultivés sur deux milieux. L'extraction des
métabolites a été réalisée dans de 'acétate d'éthyle. L'activité antibiotique résultant de I'interaction sera criblée
contre des souches indicatrices et a été caractérisée par des méthodes de chimie analytique (LC-DAD, GC-MS).

Résultats:

144 co-cultures ont été réalisées entre 9 champignons et 8 Streptomyces environnementaux sur deux milieux.
Les résultats préliminaires ont permis d'identifier 3 couples bactériens et fongiques sur un méme milieu avec des
activités antimicrobiennes potentiellement accrues contre les bactéries Gram +. Le profilage métabolique avec
LC-DAD et GC-MS a révélé une nouvelle production de métabolites.
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Background:

Natural antimicrobial molecules such as antibiotics and antifungals have profoundly changed the modern
medicine and improved human health. However, with the increasing emergence of multiresistant pathogenic
bacteria, there is nowadays a need to identify new molecules and antimicrobial activities.

Microorganisms constitute one of the principal source of bioactive natural products and, for instance, about half
of the antibiotics used in the human medicine comes from the sole bacterial genus Streptomyces. Despite this
prolific production, genome mining approaches have revealed that Streptomyces and other microbes known to
produce bioactive molecules harbour many more gene biosynthetic gene clusters than earlier expected and
potentially conceal new sources for novel compounds that remain cryptic in lab conditions.

Objectives:

Because they mimic natural biotic interactions that can induce bioactive molecule biosynthesis, our approach is
to perform co-cultures between fungi and Streptomyces in order to awake cryptic gene clusters in one or both
partners. After that, metabolites and biosynthetic pathways will be identified by metabolomics and
transcriptomics methodologies.

Methods:

Fungi and environmental Streptomyces have been co-cultivated on two media. Metabolites extraction was
performed in ethyl acetate. The antibiotic activity resulting from the interaction will be screened against indicator
strains and were characterized by analytical chemistry methods (LC-DAD, GC-MS).

Results:

144 co-cultures were achieved between 9 fungi and 8 environmental Streptomyces on two media. Preliminary
results enabled to identify 3 bacterial and fungal couples on one medium with potentially increased antimicrobial
activities against Gram+ bacteria. Metabolic profiling with LC-DAD and GC-MS has revealed new metabolite
production.
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Les molécules antimicrobiennes naturelles telles que les antibiotiques et les antifongiques ont
profondément changé la médecine moderne et amélioré la santé humaine. Cependant, avec I'émergence
croissante de bactéries pathogénes multi-résistantes, il existe aujourd'hui un besoin d'identifier de nouvelles
molécules et activités antimicrobiennes. Les micro-organismes constituent I'une des principales sources de
produits naturels bioactifs et, par exemple, environ la moitié des antibiotiques utilisés en médecine humaine
proviennent du seul genre bactérien Streptomyces. Malgré cette production prolifique, les approches
d'extraction du génome ont révélé que Streptomyces et d'autres microbes connus pour produire des molécules
bioactives hébergent beaucoup plus de clusters de génes de biosynthése génétique que prévu auparavant et
peuvent cacher de nouvelles sources de nouveaux composés qui restent cryptiques dans des conditions de
laboratoire.

Parce qu'ils imitent les interactions biotiques naturelles qui peuvent induire la biosynthése de molécules
bioactives, notre approche consiste a effectuer des co-cultures entre les champignons et les Streptomyces afin
de réveiller des grappes de genes cryptiques chez I'un ou les deux partenaires. Apres cela, les métabolites et les
voies de biosynthése seront identifiés par les méthodologies métabolomiques de transcriptomique du sable. Les
champignons et les Streptomyces environnementaux ont été co-cultivés sur deux milieux. L'extraction des
métabolites a été réalisée dans de 'acétate d'éthyle. L'activité antibiotique résultant de I'interaction sera criblée
contre des souches indicatrices et a été caractérisée par des méthodes de chimie analytique (LC-DAD, GC-MS).

144 co-cultures ont été réalisées entre 9 champignons et 8 Streptomyces environnementaux sur deux
milieux. Les résultats préliminaires ont permis d'identifier 3 couples bactériens et fongiques sur un méme milieu
avec des activités antimicrobiennes potentiellement accrues contre les bactéries Gram +. Le profilage
métabolique avec LC-DAD et GC-MS a révélé une nouvelle production de métabolites.
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Natural antimicrobial molecules such as antibiotics and antifungals have profoundly
changed the modern medicine and improved human health. However, with the increasing
emergence of multiresistant pathogenic bacteria, there is nowadays a need to identify new
molecules and antimicrobial activities. Microorganisms constitute one of the principal source
of bioactive natural products and, for instance, about half of the antibiotics used in the human
medicine comes from the sole bacterial genus Streptomyces. Despite this prolific production,
genome mining approaches have revealed that Streptomyces and other microbes known to
produce bioactive molecules harbour many more gene biosynthetic gene clusters than earlier
expected and potentially conceal new sources for novel compounds that remain crypticin lab
conditions.

Because they mimic natural biotic interactions that can induce bioactive molecule
biosynthesis, our approach is to perform co-cultures between fungi and Streptomyces in order
to awake cryptic gene clusters in one or both partners. After that, metabolites and
biosynthetic pathways will be identified by metabolomics sand transcriptomics
methodologies. Fungi and environmental Streptomyces have been co-cultivated on two
media. Metabolites extraction was performed in ethyl acetate. The antibiotic activity resulting
from the interaction will be screened against indicator strains and were characterized by
analytical chemistry methods (LC-DAD, GC-MS).

144 co-cultures were achieved between 9 fungi and 8 environmental Streptomyces on
two media. Preliminary results enabled to identify 3 bacterial and fungal couples on one
medium with potentially increased antimicrobial activities against Gram+ bacteria. Metabolic
profiling with LC-DAD and GC-MS has revealed new metabolite production.
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Elicitation of cryptic secondary metabolites by microbial co-cultur
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Introduction

he emergence of new multiresistant bacteria is nowadays a public health ssue and the discovery of new antibiotics became crucial to overcome this threat.
3acteria (maostly actinomycetes ke Streptomyces| and fungi are @ major sources of antibiotics, but many gene clusters encoding for secondary metabolites
sroduction remain unexpressed in lab conditions. Biotic interactions between microbes in nature constitute a signal to Induce the production of specialized
netabolites, Lab co-cultures, in mirmicking these interactions can activate cryptic gene clusters and enabling new compounds discovery.
Objectives
» To trigger the expression of metabiolite silent gene clusters through microbial co-cultures,
» Toidentify and characterize the induced metabolites.
Methods
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Interactions bactéries / champignons (BFI): un moyen
d'induire la production de nouveaux métabolites bioactifs

Matthieu NICAULTY2, Cyril BONTEMPS?, Eric GELHAYE? and Pierre LEBLOND!
tUniversité de Lorraine, INRA, DynAMic, F-54000 Nancy, France
2Université de Lorraine, INRA, IAM, F-54000 Nancy, France

Séminaire LUE IMPACT BIOMOLECULES, 2018, Nancy-Brabois, France

Les biomolécules sont des composés du systéme vivant. Ce sont des macromolécules comme les
protéines sont de petites molécules comme les métabolites secondaires. L'une des principales sources de
biomolécules est le micro-organisme. En effet, ils ont produit 23 000 composés (Lazzarini et al., Antonie van
Leeuwenhoek, 2000). Ces composés sont des antimicrobiens, des antifongiques ou des herbicides. Des
problémes récents comme I'émergence de souches multi-résistantes ou la toxicité des produits agricoles ont
pour conséquences la découverte de nouvelles biomolécules. L'analyse génomique a révélé que les micro-
organismes ont des amas de genes de métabolites secondaires silencieux dans des conditions de laboratoire
standard. Pour réveiller ces genes, la co-culture qui imite I'interaction présente dans la nature peut induire la
production de nouveaux métabolites (Betrand et al., Biotechnology avances, 2013; Traxler et al., Natural Product
Reports, 2015).

Le but de ce travail est de réaliser une co-culture entre les bactéries Streptomyces et différents
champignons. Apres I'optimisation des différentes étapes, 144 interactions bactéries / champignons entre 8
bactéries et 9 champignons ont été obtenues sur deux milieux. Apres |'extraction des métabolites secondaires
des zones d'interaction bactéries / champignons (BFI) et les controles bactériens et fongiques, différentes
analyses ont été réalisées. Les tests d'antibiose ont été effectués contre différentes souches indicatrices (E. coli,
Bacillus et levure). Aprés, un profil métabolique HPLC a été réalisé si une activité était détectée. Les résultats de
ce travail sont (i) une production différentielle de métabolites a été observée sur le BFI, (ii) une augmentation de
I'activité antimicrobienne a été observée dans le BFI et (iii) de nouveaux pics sont observés sur les profils de
métabolite HPLC du BFI. Aprés cela, les prochains objectifs de ce travail sont (i) d'étendre le dépistage des
activités biologiques contre d'autres souches (pathogenes et phytopathogenes), (ii) d'identifier les molécules
induites et les voies de biosynthése impliquées lors de la co-culture et (iii) de déchiffrer les mécanismes
moléculaires impliqués lors des interactions microbiennes.
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Bacteria/fungi Interactions (BFI): a way to induce the production of
new bioactive metabolites

Matthieu NICAULTY2, Cyril BONTEMPS?, Eric GELHAYE? and Pierre LEBLOND!
tUniversité de Lorraine, INRA, DynAMic, F-54000 Nancy, France

2Université de Lorraine, INRA, IAM, F-54000 Nancy, France

Biomolecules are compounds from living system. They are macromolecules like protein are small
molecules like secondary metabolites. One of the major sources of biomolecules are microorganism. Indeed,
they produced 23 000 compounds (Lazzarini et al., Antonie van Leeuwenhoek, 2000). These compounds are
antimicrobials, antifungal or herbicides. Recent problems like emergence of multiresistant strains or toxicity of
agricultural products have for consequences the discovery of new biomolecules. Genomic analysis revealed
microorganisms have secondary metabolite gene clusters silent under standard lab conditions. To awake these
gene clusters, co-cultivation that mimic the interaction present in nature can induce the production of new
metabolites (Betrand et al., biotechnology advances, 2013; Traxler et al., Natural Product Reports, 2015).

The aim of this work is to realize co-culture between the bacteria Streptomyces and different fungi. After
the optimisation of the different steps, 144 bacteria/fungi interactions between 8 bacteria and 9 fungi were
obtained on two media. After the extraction of secondary metabolites of bacteria/fungi interaction zones (BFI)
and the bacterial and fungal controls, different analyses were realized. The antibiosis assays were performed
against different indicator strains (E. coli, Bacillus and yeast). After, HPLC metabolic profiling were realized if an
activity was detected. The results of this work are (i) differential metabolite production was observed on BFl, (ii)
an enhancement of antimicrobial activity was observed in BFI and (iii) new peaks are observed on HPLC
metabolite profiles of BFI. After that, the next objectives of this work are (i) extend the screening of biological
activities against other strains (pathogens and phytopathogens), (ii) identify the molecules induced and the
biosynthetic pathways involved during co-culture and (iii) decipher the molecular mechanisms involved during
microbial interactions.
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.'”‘; Bacteria/fungi interactions: a way to awake
. . .
A 4 secondary metabolite gene clusters

Matthiees NICAULT, Cyril BONTEMPS!, Eric GELHAYE? and Pierre LEBLOND'
IUniversité de Lorrane, INRA, OynAMic, F- 54000 Nancy, France
AUniversité de Lommaing, INRA, 1AM, F-S3000 Nancy, France

Introduction
> The emergence of new multiresistant bacteria is nowadays a public health issue.
> The discovery of new antibiotics became crucial to overcome this probiem.
> Bacteria (mostly actinomycetes like Strepfomyces) and fungi are a major sources of antibiotics.
> However many gene clusters encoding for secondary metabolites production remain not expressed in lab conditions.
> Co-cultures. that mimic the interactions occurring in nature that induce production of specialized metabolites, is a way to aclivate
these silent gene clusters.

> Objectives of this work are :

» To awake these silent gene clusters through co-cultures between microorganisms.

» To characterize the induced metabolites.

» To decipher the basis of the interactions leading to secondary metabolite biosynthesis.

Methods
> 144 co-cultures between 8 Streptomyces and 9 fungal strains were performed on two media.
B\ > The antibiosis activities of the ethyl acetate exiracts of single cultures (A and C in fig1) and of their
‘ iglaecrlgucgo;leg&s (B in fig 1) are then tested and compared against indicator microorganisms (E cof,

Figure 1 Example of 3 co-culture between 3 Strepfomyres and 3 fungus
On MA medium. 3 fungus (A) and 3 Strepfomyces (C) are incubated at the sames tme. The zone (B) represants the interaction zone
between the two microorganisms.

Results

1) All the tested Streptomyces exhibited direct antifungal capacities during the co-cultures (1 to 9 out of 9 fungi were inhibited
depending of Streptomyces sirains) and gave interaction zones (B in fig1).

2) 12 out of 144 interaction zones showed an induced activity in 3) A differential metabolite production was observed

comparaison to single cultures. between single and co-cultures.
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4) HPLC chromatograms of single and co-cultures indicated the
presence of new metabolites
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Conclusion/Perspectives
» The screening method of the interaction is set up.
> In some cases, co-cultures showed an enhancament of the inhibitory activity that can rely on new metabolite production.
» Further experiments :
= To extend the screening to others couples and indicator strains {multiresistant and phytopathogenic microorganisms).
* To identify and to characterize the induced metabolites (new peaks on chromatograms) and thesr biosynthetic pathways.
'& = To decipher the molecular mechanisms involved duning the interactions

A @i @ 1NA @ oo
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Déchiffrer et exploiter les dialogues bactéries-champignons
pour identifier de nouveaux métabolites bioactifs

MatthieuNICAULT ¥234, CyrilBONTEMPS??, EricGELHAYE3* and Pierre LEBLOND®?2
1 UMR 1128, Dynamique des Génomes et Adaptation Microbienne, Université de Lorraine,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France
2UMR 1128, Institut National de la Recherche Agronomique, Dynamique des Génomes et
Adaptation Microbienne, Vandoeuvre-lés-Nancy, France
3UMR1136, interactions arbres/micro-organismes, Université de Lorraine, Vandoeuvre-lés-
Nancy, France
4UMR1136, Institut National de la Recherche Agronomique, interactions arbres/micro-
organismes, Vandoeuvre-lés-Nancy, France

Journées Jean Chauvignon, 2018, Aussois, France

Depuis leur découverte il y a 70 ans, les molécules antimicrobiennes comme les antibiotiques et les
molécules antifongiques ont profondément changé la médecine moderne et amélioré la santé humaine.
Cependant, avec I'émergence récente de bactéries pathogenes multi-résistantes, il existe aujourd'hui un besoin
d'identifier de nouvelles molécules et activités antimicrobiennes. Les micro-organismes constituent I'une des
principales sources de produits naturels bioactifs et, par exemple, la moitié des antibiotiques utilisés en
médecine humaine provient du genre bactérien Streptomyces. Fait intéressant, la récente prospection de la
séquence du génome de souches connues pour produire des molécules d'intérét a révélé que de nombreux
groupes de génes étaient potentiellement impliqués dans la production d'autres molécules. Cependant, ils sont
restés cryptiques dans des conditions de culture en laboratoire.

Notre objectif principal est de réveiller ces molécules cryptiques a travers des co-cultures de
champignons et de bactéries. En effet, du fait qu'elles imitent les interactions biotiques naturelles, une telle
approche est capable de déclencher I'expression de génes cryptiques silencieux dans I'une ou l'autre espece (voir
pour revue Bertrand et al., Biotech.Advances, 32, 1180-1204, 2014). Pour ce faire, des souches modeles et des
collections environnementales de champignons et de bactéries (principalement des Streptomyces) seront co-
cultivées et criblées avec des essais biologiques contre des souches indicatrices (par exemple, bactéries,
champignons, souches multirésistantes) pour découvrir de nouvelles activités antimicrobiennes potentielles. Des
méthodes de chimie analytique (LCMS, RMN, IMS) seront utilisées pour identifier des molécules uniques ou en
mélange avec des bioactivités intéressantes. Enfin, des approches génomiques (RNAseq, extraction de génomes)
seront réalisées pour identifier les genes activés lors de l'interaction et aideront a déchiffrer comment les
microbes interagissent et communiquent.
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Deciphering and exploiting bacteria-fungi dialogues to

identify new bioactive metabolites

MatthieuNICAULT ¥234, CyrilBONTEMPS??, EricGELHAYE3* and Pierre LEBLOND®?2
1 UMR 1128, Dynamique des Génomes et Adaptation Microbienne, Université de Lorraine,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France
2UMR 1128, Institut National de la Recherche Agronomique, Dynamique des Génomes et
Adaptation Microbienne, Vandoeuvre-lés-Nancy, France
3UMR1136, interactions arbres/micro-organismes, Université de Lorraine, Vandoeuvre-lés-
Nancy, France
4UMR1136, Institut National de la Recherche Agronomique, interactions arbres/micro-
organismes, Vandoeuvre-lés-Nancy, France

Since their discovery 70 years ago, antimicrobial molecules like antibiotics and
antifungal molecules have profoundly changed the modern medicine and improved human
health. However, with the recent emergence of multiresistant pathogenic bacteria, there is
nowadays a need to identify new molecules and antimicrobial activities. Microorganisms
constitute one of the principal source of bioactive natural products and, for instance, the half
of the antibiotics used in the human medicine comes from the bacterial genus Streptomyces.
Interestingly, the recent prospection of the genome sequence of strains known to produce
molecules of interest has revealed that many gene clusters were potentially involved in the
production of other molecules. However, they remained cryptic in lab culture conditions.

Our main objective is to awake these cryptic molecules through co-cultures of fungi
and bacteria. Indeed, because the mimic natural biotic interactions, such approach is able to
trigger the expression of silent cryptic gene clusters in one or the other species (see for review
Bertrand et al., Biotech.Advances,32,1180-1204,2014). To do so, model strains and
environmental collections of fungi and bacteria (mostly Streptomyces) will be co-cultivated
and screened with bioassays against indicator strains (e.g.bacteria, fungi, multiresistant
strains) to unravel potential new antimicrobial activities. Analytical chemistry methods (LCMS,
NMR, IMS) will be used to identify single or mixture of molecules with interesting bioactivities.
Finally, genomic approaches (RNAseq, genome mining) will be performed to identify the
activated genes during interaction and will help to decipher how microbes interact and
communicate.
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> The emergence of new multiresistant bacteria has
become nowadays a public health issue and there is an
urge to discover new antibiotics'

> Most antibiotics used In medicine are obtained from
bacteria (mostly actinomycetes like Streptomyces) and
fungi

> Genomic analyses have revealed that many strains harbor
numerous metabolite gene clusters that remain cryptic in
standard lab conditions

> Co-cultivation, that mimic the interactions occurring in
nature, is a way to activate these cryptic gene clusters *

Introduction

Objectives

> To awake these silent cryptic gene clusters through co-
Itivati

> To characterize the products of co-cultivation

> To decipher the basis of the interactions between
microorganisms

Methodology

> Bacteria (mostly genome sequenced Streptomyces) and
fungl {mostly basidiomycetes) were co-cultivated

> The interactions were realized in two ways : (i) fungal
exudates were incorporated in Streptomyces growth
medium and (i) both strains were co-cultivated on solid
medium

» The production of bioactive molecules from mono-cuftures
and interaction zones in co-cultures was tested with
bioassays against indicator strains (bacteria, yeast, fungi)

/‘\_

B T L

SEGLRE LAY S "ioam
Fig. 1: Prnciple of Sipassays
A picce of agar {plug) from a S day cultire of the producer is
Incubated on an indicator strain lawn, After diffusion of the
produced molecufes from the plug i the bicassay plate, the
presence of an antimicrobial activity s revesled by a growth
inhibition 20n¢ of the indicator strain

> If antimicrobial activities are detected, metabolites will be
extracted, analyzed and identified (HPLC, multivariate data,
MS, NMR)

> To decipher the genetic bases of the Interaction,
transcriptomic approaches (e.g. RNAseq) will be used to
identify the genes activated during co-cultivation
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Preliminary results :

> Stre, es strains have an i rtant anti activi
* 8 single Streptomyces culture and 72 co-cultures were
performed and 50% of the tested Streptomyces can inhibit the

growth of at least one fungus

« Some Streptomyces exhibit a large range of antifungal activities
(e.g. same strains can inhibit the growth of 7 out of 9 fungi)

exudates can activate or stimul

cluster expression
Medium Contrel Streptonpces sp [RPAG-5)  Strepdovmyces sp [RPAS.5) 4
fungal exudete

Fg 2: Bloassay of Streptonyces sp. RPAS.S grown in presence or not of fungsl
exudates.

The Streplormpces was grown for 5 days In presence or not of & fungus exudate,
Plugs of Streptomyces were then tested on a Bocilus lewn used 2 indicator stren,
A) Plug of medium with the fungus exudate anly does not Inhibit the Backlus
Erowtti. B) Streptormyces without fungal exudate exhibits a small inhiition zone. C)
The presence of fungal exudate in the culture medium induces & larger 20ne of
inhibition that can result either from a stimulation of the molecule produced in B)
ar from the actaation of cryptic compounds.

> resence of

Serrewene
Bouphnins o g
e
Cemdnune

Influence of funga' exudate

Interty IUA)

|
A}“.LJJ%g_mﬁ

Time {min)

fig. 3: Metabolites HPLC profiles of Streptovryces sp. RPA-5 in presence of fungal
exudate.

HOLC was realized with gradiont made. Methanal {+ 0,1% formec ackd) and water (+
0,1% formic acid) were used as solvents 1o extract molecudes dinactly from the asture
medium. The chromatograms were recorded of 254 nm. The blue drcle indicates a
metabalites over-production in presence of fungal exudste.

Conclusions and further works
> Streptomyces have potential antifungal activities

» The presence of fungal exudates can activate cryptic gene clusters
expression

> Further screenings, notably using resistant indicator strains, will
be performed to discover new activities

¥ The produced molecules will be characterized

Mufuresces

Lanta ot af The baarnal of Aatthicses, ™ IGL 35S 700)
Tertrand ot ol Biatersoalugies Adanine, 31 1101008 2012
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Résumé

L'émergence de résistances multiples aux antibiotiques chez les micro-organismes pathogenes
constitue une menace importante en santé humaine. L'identification de principes actifs nouveaux avec des cibles
cellulaires et des mécanismes originaux est un besoin urgent et en ce sens les micro-organismes du sol (bactéries
et champignons) riches en molécules biologiques constituent un réservoir d’'intérét.

Au cours de cette these, nous nous sommes intéressés a des souches isolées conjointement
(communauté) de Streptomyces, des bactéries filamenteuses du sol produisant plus de la moitié des
antibiotiques utilisés en médecine. Une analyse conjointe du métabolome et du génome de 8 souches (dont 5
ont été séquencés au cours de cette étude) a montré une diversité importante des voies de biosynthese de
métabolites spécialisés au sein de cette communauté. Afin de stimuler I'expression de nouvelles molécules
cryptiques en conditions de laboratoire, la co-culture de ces Streptomyces et de champignons a été réalisée. Un
criblage de 64 co-cultures entre 8 souches de Streptomyces et 8 especes de champignons Basidiomycetes a été
réalisé en suivant des activités antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anti-oxydantes induites (c’est-a-dire
produites en co-culture mais pas dans les cultures seules des bactéries et des champignons). Nos criblages ont
révélé deux interactions prometteuses dont les produits ont été analysés par la combinaison d’une approche
métabolomique couplant chromatographie gazeuse, spectrométrie de masse (GC-MS), chromatographie liquide
et spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Un fractionnement guidé par I'activité antimicrobienne a
permis d’identifier un ensemble de composés candidats en lien avec I'activité antimicrobienne.

En révélant une grande variabilité des génes de biosynthése de molécules biologiques, nos résultats ont
permis dans un premier temps de circonscrire la communauté comme un cadre d’échantillonnage approprié
pour rechercher des molécules biologiques d’intérét chez les Streptomyces. Ces genes étant pour la plupart
cryptiques en conditions de laboratoire, nous avons pu également souligner I'intérét de la co-culture comme
stimulus biotique permettant leur production, en faisant une approche prometteuse en biotechnologie.

Mots clés : GEnomique, Métabolomique, Co-cultures, Streptomyces, Champignons, Basidiomycétes

Abstract

The emergence of multiple resistance to antibiotics in pathogenic microorganisms poses a significant threat to
human health. The identification of new active ingredients with cellular targets and original mechanisms is an
urgent need and in this sense soil microorganisms (bacteria and fungi) rich in biological molecules constitute a
reservoir of interest.

During this thesis, we were interested in jointly isolated strains (community) of Streptomyces, filamentous
bacteria from the soil producing more than half of the antibiotics used in medicine. A joint analysis of the
metabolome and the genome of 8 strains (5 of which were sequenced during this study) showed a significant
diversity of the biosynthetic pathways of specialized metabolites within this community. In order to stimulate
the expression of new cryptic molecules under laboratory conditions, the co-culture of these Streptomyces and
fungi was performed. A screening of 64 co-cultures between 8 strains of Streptomyces and 8 species of
Basidiomycetes fungi was performed by monitoring induced antimicrobial, anti-inflammatory and anti-oxidant
activities (i.e. produced in co-culture but not in cultures only bacteria and fungi). Our screens revealed two
promising interactions whose products were analyzed by the combination of a metabolomics approach coupling
gas chromatography, mass spectrometry (GC-MS), liquid chromatography and tandem mass spectrometry (LC-
MS / MS). Antimicrobial activity-guided fractionation has identified a set of candidate compounds related to
antimicrobial activity.

By revealing a large variability of genes for the biosynthesis of biological molecules, our results first allowed us
to define the community as an appropriate sampling framework to search for biological molecules of interest in
Streptomyces. As these genes are mostly cryptic under laboratory conditions, we were also able to underline the
interest of co-culture as a biotic stimulus allowing their production, making it a promising approach in
biotechnology.

Keywords: Genomics, Metabolomics, Co-cultures, Streptomyces, Mushrooms, Basidiomycetes
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