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Descriptif du sujet :

Dans leur environnement marin, les grandes algues marines utilisent les halogénures, tels que le bromure
et I’iodure naturellement présents dans 1’eau de mer, pour la production d’une large variété de composés
halogénés, qui contribuent aux processus de défense et de signalisation. L’halogénation permet
d’augmenter les activités biologiques des molécules. Chez les algues brunes, les laminaires présentent
un métabolisme de I’iode unique dans le monde vivant, qui leur permet de se défendre trés efficacement
contre les agressions biotiques et de contréler le biofilm bactérien a leur surface [1]. Certains organismes
épiphytes peuvent tolérer ces conditions de vie trés particuliéres, comme la flavobactérie marine
Zobellia galactanivorans, capable de dégrader la paroi des macroalgues brunes. Nous avons ainsi
découvert qu’elle possédait des haloperoxydases a vanadium (VHPO) spécifiques de I’oxydation de
I’iode, tout comme I’algue brune Laminaria digitata a laquelle cette bactérie est inféodée [2]. La
présence de VHPO et de plusieurs génes de déhalogénases semble indiquer un métabolisme halogéné
actif chez cette bactérie [3,4]. Cependant I’origine, le role et les fonctions des enzymes de I’halogénation
sont quasiment inexplorés dans le compartiment bactérien marin, qui pourrait jouer un rdle important
dans les transferts des composés halogénés a la surface des algues. Dans ce contexte, les objectifs de ce
projet de thése visent a (i) poursuivre la caractérisation biochimique et structurale d’enzymes du
métabolisme halogéné pour décrypter les bases moléculaires de 1’halogénation et de la déhalogénation
chez les bactéries marines, (ii) étudier les fonctions biologiques des VHPO in vivo en développant des
mutants fonctionnels et en caractérisant leurs phénotypes, (iii) analyser les régulations du
métabolisme halogéné lors des interactions algue-bactérie au travers d’expériences de physiologie
couplées a I’analyse des régulations transcriptomique et protéique.

Une premiére phase de ce projet visera a exprimer dans des systémes hétérologues plusieurs genes
candidats de Z. galactanivorans (vHPO-like, déhalogénases) a partir des ADNc complets, et étudier les
fonctions biochimiques des protéines recombinantes obtenues in vitro. Des études structure/fonction
seront poursuivies sur les enzymes caractérisées, par des approches de mutagénése dirigée couplée a
I’analyse de la structure tridimensionnelle des protéines, pour déterminer les bases moléculaires des
spécificités de chaque enzyme. Ces analyses seront d’abord conduites sur les VHPO recombinantes déja
disponibles au laboratoire. Aprés optimisation des conditions de cristallogenese, 1’analyse des cristaux
par diffraction aux rayons X sera menée sur un synchrotron (Soleil ou ESRF) et la structure 3D sera
résolue par remplacement moléculaire en utilisant comme modéle des structures proches, comme celle
de la premiere vHPO de Zobellia [2].

Pour étudier les fonctions des VHPO in vivo, des mutants incapables d’exprimer le ou les génes
d’intérét seront isolés, et leurs phénotypes caractérisés dans différentes conditions physiologiques et par
profilage métabolique. Une banque de mutants d’Ectocarpus siliculosus (Tilling), I’algue brune modéle
du laboratoire, pourra ainsi étre criblée pour rechercher des phénotypes intéressants, potentiellement
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affectés dans la voie de biosynthese des composés halogénés. Chez Z. galactanivorans, un outil
génétique, récemment développé au laboratoire, sera adapté pour éteindre de fagon ciblée 1’expression
des vHPO. Une approche globale sera ensuite développée pour étudier la régulation de I’ensemble des
génes liés au métabolisme halogéné chez Z. galactanivorans et les mutants générés, en lien avec
I'activation de certaines activités enzymatiques et la production de composés halogénés. Des cultures
bactériennes axéniques soumises a différentes conditions contrdlées, en présence ou non d’algues, seront
échantillonnées pour analyser les variations de transcrits par RNAseq, de protéines par western blot et
de métabolites halogénés par GC-MS sur la plateforme Metabomer de Roscoff.

Ces travaux conduiront a établir les fonctions biochimiques de certaines enzymes clés du
métabolisme halogéné, et a explorer leur role biologique au sein des bactéries et en réponse aux facteurs
externes. Ils devraient également permettre de mieux comprendre I’importance du métabolisme
halogéné dans les interactions entre les algues et leurs bactéries associées dans le milieu marin.
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