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L’ histoire d’ une vie bactérienne
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Plan de cours

de la connaissance d’un microorganisme a la
biotechnologie en microbiologie environnementale

 Cupriavidus metallidurans CH34 et résistance aux métaux lourds.

» Bioremédiation.
- Réacteur a boues
- Reéacteur sur lit de sable
- Réacteurs a membrane
- Perspective en phytoremediation

 Biosenseurs.
- gene de résistance et expression
- biodétection



Cupriavidus metallidurans CH34

* [solée dans le sédiment d’'un bassin de
decantation a Zinc (10.000 ng/q)

 Bacille Gram-, mobile, flagelles péritriches

« Croissance en autolithotrophie (H,/O,/CO,)
et en hétérotrophie (Ac. carboxyliques)

 Caractéristique : résistances aux metaux.

Zn2+ Cd2+, Co?*, Niz*, Hg2+, Pb2+, P2+, Cu?",

CrO,%, T2+ ...

Intérét en biotechnologie

Cupriavidus metallidurans CH34. Observation
par microscopie électronique a transmission.
Echelle : 200 nm. © Groupe Toxicologie
humaine et environnementale, Laboratoire
Pierre Stie, UMR 9956 CNRS/CEA
Saclay/Centre commun de microscopie
électronique d’ Orsay



Toxicité et résistance aux metaux

conc. in sea water x 1000

Table 1. Toxicity of heavy metal ions in Escherichia coli

O MIC
Heavy metal ions  MIC (mM)*  CSW' (nM) 1000 CSW/MICC)
He?* 0.01 0.149 0015
Ag* 0.02 278 0.139 MIC CH34
Au 0.02 0.056 0.003 (MmM)
Cro? 0.2 0.962 0.005

2.5

P> 0.2 0
Pt** 0.5 n.d. 0 _/_
Ccd* 0.5 0.982 0.002 20

Co?* 1.0 4.58 0005 —

NiZ* 1.0 92.0 0.092 2.5
Cu?* 1.0 47.2 0.047
Zn** 1.0 158 0.158 12
It 2.0 n.d. 0 _ _
Uo> 20 12.6 0.006 « Metallophile », contient
Pb** 5.0 0.145 0 des systemes de
2+ - , . . s
Mn 20.0 36.4 0.002  détoxification spécifiques

“The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined on Tris-
buffered minerals salts medium, starting pH 7.0, containing 2 g sodium
gluconate/l as carbon source, and 1 g yeast extract/l to complement for
E. coli auxotrophies, 2 days at 30°C (Nies 1999)

®Concentration in seawater (CSW) according to Weast et al. (Weast
1984)

“Because toxic effects start at about 1/1000 of the MIC, this quotient
gives the toxicity of a given metal in seawater

Nies (2000) Extremophiles. 4:77-82



Toxicité et résistance au métaux

TABLE 2. MICs of metal ions for W. metallidurans strains with mutations in genes for cation diffusion facilitators®

MIC of metal salt (pM)?

Strain Relevant genotype Plasmidis)

CoCl, NiCl, ZnCl, CdCl,
| AE104 400 400 200 250 |
AFE104 dmekF::pLO2 4 300 200 100
AE104 fieF::pLO2 300 400 200 200
| CH34 pMOL30, pMOLZ8 6,000 2,500 4,500 1,500 |
CH34 dmel::pLO2 pMOL30, pMOLZS 50 2,500 4,500 1,500
CH34 fieF::pLO2 pMOL30, pMOL28 30 2,500 4,500 1,500
AFE128 pMOL30 4,500 ND ND ND
DN182 AczeD pMOL30-4 2,500 ND ND ND
AFE128 dmekF::pLO2 pMOL30 15 ND ND ND
AE128 dmeF::pLO2 AczcD pMOL30-4 4 ND ND ND

@ Strains were grown for 48 h in minimal medium, diluted 1:100, and streaked on minimal agar plates with increasing metal concentrations. Growth was monitored
for 5 days at 30°C. The results were confirmed by at least three independent experiments.
BND, not done.

AE104 = CH34 sans plasmide...

Munkelt (2004) J.bacteriol. 186:8036-8043



Séquencage du chromosome de CH34
et de ses plasmides

1 chromosome de 3.9 Mb, 1 megaplasmid de 2.6 Mb et 2 gros
plasmides de 171 kb (pMOL28) et 234 kb (pMOL30).
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Monchy et al.(2007) J. Bacteriol. 189:7417-7425



Cupriavidus metallidurans CH34

CnrYXH
CnrCBA

ChrAB
ChrC

MerRTPAD

CzcNI
CzcCBA
CzcD
CzcRS
CzcE

PbrR
PbrA

CopRS
CopABCD
CopF
CopH

Régulation

Pompes d’ efflux (type RND)

Sulfate/chromate antiporteur
? superoxyde dismutase?

Import et réduction

Régulation

Pompes d’ efflux (type RND)
Efflux (type CDF)

Régulation
?

Régulation

Efflux a ATPase

Régulation

Efflux & complexation
Efflux a ATPase

?

Résistance plasmidigue aux métaux

Co?*, Ni2*

CrO,%

Hg2*
Cd?*, Zn?*, Co?*

Ph2*

Cu?*

Mergeay (2000) bacterial Stress Response



Reésistance bactérienne au mercure

(systeme de détoxification par réduction)

P = fixation Hg?* (périplasme) - T,C,ou F = transport transmembranaire
A = mercuric réductase - B = organomercurial lyase - R & D = régulateurs - E = ?

0 o’ Hg2+ + *-
Hg CH,Hg" CH34*:
Y'.. o'. ‘.’-
i i : merRTPAD x3
& .. MerP
&e&v :"- v..o .-
& & MerT * or
és‘ "-.. § _ .......
¢ & p $ =
& s : P o
6"%& ..-'. ¥ ‘4, .....
\Q°é : .,' g, - e oRReetdnayg,:
: MerA*
.. Mercuric reductase
g «
MerD dimer (chaperone)
Gz/ “MerR dimer (régulateur)
C terminus
Silver & Phung (2005) N terminus SINNINTNTNS

J. Ind. Microbiol.
Biotecnol. 32:587-605



Résistance de CH34 au Hg?*

P = fixation Hg?* (périplasme) - T,C,ou F = transport transmembranaire
A = mercuric réductase - B = organomercurial lyase - R & D = régulateurs - E = ?

CH34: MerRTPAD x3

Tn4380 genes mer
N
o N\
RT P A D E orf-2 tnpR tnpA

— A e ——
T

MerR, (pas de transcription de merTPAD => répression)
MerR, + Hg?* transcription de merTPAD => induction)
MerD décrochage de MerR-Hg?*

- pas de transcription de merTPAD

- transcription de merR
Mergeay et al. (2003)
FEMS Microbiol Rev. 27:385-410



Expression des genes mer - structure
du promoteur mer

- MEI'R_ b!l’_’I_C_!!I'EQ_ B merTPAD transcript

-35 h -10°
! — - - mer] sfart
CRTA'ECGC TGEAC ,CGTﬂCﬂTGRETﬂCGGMG AAGGTIIACGCTATCCAATTTCAATTCGRAAAGGACALGCGCATG

GTATAGCGAACTGAGG CATGTACTCATGCCTTCATICCAATIRCGATAGSTTARACTIAAGCTITCCTGTTCGCGTAC
merR start T | -10 -35

merf transcript

Brown et al. (2003)
FEMS Microbiol Rev. 27:145-163



Expression des genes mer

ARN polymérase

i Liaison MerR / ADN / ARN polymérase
P mais complexe formé inactif.
Répression des promoteurs P, €t

I:)merTPAD-

Liaison de Hg?*a MerR , changement
de conformation du complexe et
iInduction de la transcription

Libération du promoteur via
déplacement de MerR-Hg?* par MerD
MerD transcription de merR

Brown et al. (2003)
FEMS Microbiol Rev. 27:145-163



Résistance de CH34 au Pb?4t

._
N .
®
ouT | .
= import du Pb?*
| | A = efflux a ATPase de type P
P’ B = facilitator (TAR)

Periplasm PbrC ¢ = signal peptidase
PbrT | D = sequestration Pb?*
- ) R = regulateur

ATP |\ ADP+Pi

IN
\f“ / |
P

p/o

pbrT  pbrR pbrA pbrB  pbrC  pbrD
4 H— — H —

PbrR (comme MerR) = activation en présence de Pb?*

Mergeay et al. (2003)
FEMS Microbiol Rev. 27:385-410



Résistance de CH34 au Cd?4* et au Zn?*

(systemes de détoxification par efflux)

systeme RND (RND = Résistance-Nodulation-Division)

systeme CDF

(CDF=: Cation diffusion facilitator)
outside

ATPase de type P
(putatif...)

(= pompes ioniques)

ME

Ml

metal pool
(free or bound to glutathione)

EEEE = E%I r:zr:ﬁ czcEI
Régul. ~— —CDF  Régul. .

RND

Legatzki (2003) J.Bacteriol.. 185:4354-4361



Résistance de CH34 au Cd?4*-Zn?4* -Co?4t

(systemes de détoxification RND)

MFP = Membrane Fusion Protein
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RND = cation/proton antiporteur

OMF = Quter Membrane Factor

CzcABD chez CH34

- Complexe protéique tripartite
propulsé par un gradient de
protons (ne consomme pas

d’ ATP).

- Les ions métalligues peuvent

étre expulsés a partir du
cytoplasme ou du périplasme.

Nies (2003) FEM S Microbiol. Rev. 27:313-339



Reésistance et remédiation

M2+

CH34 précipitation

substrat = sel d’ ac. ] H*
carboxylique Dechets
(ex. Na gluconate) métaboliques

co2 pH " =>COz?

COy+ HO= H,COy=H"+ HCO; =2H" + CC{%_ (carbonate)

— (acide (bicarbonate) _ >
si pH \ carbonique) sipH

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258 - Nies (2000) Extremophiles. 4:77-82



Reésistance et remédiation

e ]

2m201 kU 156E2 042594 SE

Fig. 9 CdCO; crystals formed by C. metallidurans in the
Bacteria Immobilized Composite Membrane Reactor induced

biofilm (SEM-photo)

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



Reésistance et remédiation

ex. bioprécipitation du Cd en culture

S0 P v 186
_ % 1.4

40 4 :
RO, = 112
2 x -
§ ey | 1 =
g -5 {08 %
i ]
g b 04
3 10 4

e T ' ——a_lo

0 5 8 2 B £H £ &£ & W T2

Time (howrs)
|~ Cd in sclution —#— Oplical Density |

Fig. 2. Cd removal in a liquid culture in function of the growth curve. The Cd concentration in the solution and
the optical density of the cells are presented in function of time.

Diels (1999) Molecular Biotechnology. 12:149-158



Metaux lourds et sidérophores

<>l~‘e3+ Fe chelate/siderophore re-use
)
QOuter-membrane receptor OM
Ene rgy_ \ Perip]asmic-
transducing binding
protein
complex e)u
transporteur ABC
{ermea%roteini CM

ATP[BindifF (Caspette prpteins
ATP

degradation

Fig. 1. Schematic representation of siderophore-mediated iron uptake in Gram-negative

Andrews et al (2003) FEMS Microbiol. Rev. 27:215-237

Sidéerophore = chelateur
permettant de capturer et
« solubiliser » du Fe3+
avant transport.

Systeme généralement
induit en carence de Fe.

Chez CH34, la

« staphyloferrin B » peut
complexer des métaux
toxiques. Elle est induite
par les métaux lourds
méme en présence de Fe.

« solubilisation » de métaux
& séquestration



exemple de sidérophore :
entérobactine d’ Escherichia coli

HO D\I HN o
N NH > <
O O IH
o HN
H 0
HO 0
OH A

Enterobactin Fe(lll)-Enterobactin



Production d’ EPS et décantation de sol

10% sol idem
90% eau + CH34

Fig. 2 Flotation behaviour of CH34 in a soil
suspension. (A) Soil slurry made from 90%
water and 10% soil (by volume), (B) the same
soil slurry after inoculation and growth with
CH34

v

BioMetal Sludge Reactor

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



BioMetal Sludge Reactor

==

: process control

contaminated
soil

-
|

i ajout CH34 a
=3 108 b /mL final

BMSR BDOUE

Décantation Sédimentation
de CH34 (bioprécipitation / floculants) du sol

Vue d ‘'ensemble & concept
Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



BioMetal Sludge Reactor

Fig. 4 Photograph of BioMetal Sludge Reactor (BMSR).
Marker 1s 50 cm. Reactor has a volume of 450 L

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



BioMetal Sludge Reactor

Table 4

Heavy Metals Concentrations in thé\SDil

-~ S

s,
N\,
L

Heavy metals concentrations (mg/kg)

Time (hours) Cd Zn Pb
0 21 1070 459
2 6.7 371 156
24 4.1 208 03
46 3.3 172 74

temps de contact bactérie/boues
(ici prélevement a intervalles)

Biomasse (jour 2):

>100 mg Cd/kg )

> 5000 mg Zn/kg
> 2000 mg Pb/kg

Phase eau (jour 2):

<0.1 ppmCd
- 0.9 ppm Zn
- 0.2 ppm Pb

J

<
o™
> 3 o
\\

equivalent mg Zn/kg sol

6.00

N
8

Bioluminescence (S/N)

10.34
5.00 1
3.00 -
2.00 |
1.00 1
0.00 .
0 2

8.46
4.29
I 274
24 36 46

P

Utilisation du « BIOMET-sensor AE1433 »

Diels et al. (1999) Molecular biotechnology 12:149-158



« Metal removal by sand filter Inoculation »

systeme MERESAFIN

Mise a profit de la capacité de CH34 a former des biofilms et a
pieger des métaux pour dépolluer des effluents contaminés

Fig. 1 CH34 growing on the crevasses
of sand particles scanning electron
microscopy by L. Macaskie (Univ.
Birmingham, UK), marker is 500 pum.

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Principe du MERESAFIN

Utilisation des propriétés de biosorption et bioprécipitation des ETM
de CH34 pour le traitement d ‘eaux contaminées

’ INOCULATION WITH METAL SORBING BIOMASS

I CONTACT WITH

METAL BEARING
SOLUTION

BIOMASS REMOVAL

poas :::j" ‘}

METAL LOADED BIOMASS
FOR RECYCLING

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



« Metal removal by sand filter Inoculation »
Filtre a lit de sable mobile basé sur un principe de contreflux
"
O —

Fig. 2. Construction of the Astrasand® moving-bed sand filter.

PUmpel et al. (2001) Hydrometallurgie 59:383-393 Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Technical data of the pilot filter (DST-06-D)

Sand filling 1.7 m?
Filter bed area 0.6 m*
Effective bed height 2m
Total height 45 m

Designed surface loading rate 1.7-13 m/h
Feed flow rate 1-8 m® /h

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



« Metal removal by sand filter Inoculation »

- filtre bed =12 m3

Dispositif complet - sable: quartz, diam. 1.2 a 2.0 mm

- flux alim.: 20-45 m3/h

- flux wash water: 3-5 m3/h

- temps de contact lit de sable: 36 min

filtre a sable filtrate sewer
J ]
L}
_ — —=1H |
nutriments | no,HG— \ L séparateur
2 1 g 3
o ; ¢ O 2 7 .
rinsing walter o = |—| ( _
".T.,......--,-,...."-"..-,-.- E H ;%?:\:(
1 \/ % %
: b- QoRT; 4 “L%‘:A:. T
| . { biomasse
Réservoir = déshydratation

Fig. 4. Simplified flow diagram of the pilot plant (explanation in the text). de la biomasse

PUmpel et al. (2001) Hydrometallurgie 59:383-393



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Cellule bactérienne récupérée dans
le filtre de I’ eau supérieur

SEM : présence de concrétions sphériques

TEM : particules opagues aux electrons

EDAX : pics pour sulfure, Fe, Co, Ni
(ou EDX = Energy Dispersive X-ray)

| ' { S
IR RN S NN (VW 5 S—

Fig. 4. SEM, TEM and EDAX scan of cells fi ter filter. . .
'€ ™ Sribalsi i G Diels et al. (2003) Hydrometallurgie 71:235-241



Biosorption du Ni%* par la biomasse

Table 1. Typical analysis of the filter feed water. (Entl’ée)

Y/
=

5
H&

un exemple...

Parameter  Conc. [mg/l]]  Parameter Conc. [mg/l]  Parameter  Value
Ca 34 02 6l 7> + biomasse (« sludge »)
Na 18 Carbonate-C 14 +400 mV )
K 0.1 Sulphate-S 8 250C + dopage en Ni
Mg . . Phosphate-P - 14.5 (Ni(NO3),.6H,0
ENL s 390 Ammonium-N 3.3
Fe 0.08 Lactate 25.6
Zn 0.02 Acetate 25

4For modelling purposes the equivalent value of 66 uM was used (Mol. wt. = 58.7).

Table 2. Biosorption results from equilibrated biosludge. (B lomasse conce ntrée)

Cg Cpg Cp Ce pH Biosorption capacity _ ., ,
[mgNi/l] [mgNi/ll] [mgNii] [mgNil] Start BEnd [mg Ni/g dry material] [mg Ni/ g biomass] (q = quantite adsorbee)
- — — — —— eSS T
5 79 84 76 35 57 15 40 i g=V(Cy-Co)/IM
10 80 90 77 35 57 25 66 i 7
20 84 104 81 35 57 46 120 i
30 86 116 90 35 58 5.1 134 | Cy= Cagt+Cs
50 88 138 107 35 58 6.1 160 i
100 92 192 152 35 57 7.9 207

dopage « background »

initial

équilibre

PUmpel et al. (2003) BioMetals 16:567-581



« Metal removal by sand filter Inoculation »

Table 2

Average values of selected parameters for the operation phases 2b-1, 2b-2, and 2b-4

Phase Flow (m® /h) 0, (mg /L) Acetate (mg C /L) NO; (mg N /L) pH Ni (mg /L)
feed wash feed rem?® feed rem® feed rem?” feed rem”

2b-1 1.00 0.83 72 5.7 2.5 29 0 7.7 28

2b-2 0.94 0.68 7.1 74 5.1 5.0 0 0.5 7.8 0.53

2b-4 1.02 0.67 6.7 6.7 104 8.4 3.7 34 8.2 0.76

“Removed = difference between feed and filtrate.

\\%

1.1
~ 09
=
o]
-..E.. 0.7 - [ 0
§ -
g 0.5 | o :l
£ R I
L ———
A o
E 0.3
0 1= +Stdev
2 0.1 [ +Sterror
- o Mean
-0.7
2b-1 2b-2 2b-4
Phase of operation
Fig. 6. Box and whisker plot of nickel removal in the pilot filter during different phases of operation.

Effet de I’ apport en C et N

» Charge eau traité : 2-5 mg/L

* « biosludge » récupéré :

- 20 mg/g mat.seche

- facteur de concentration 10.000

PUmpel et al. (2001) Hydrometallurgie 59:383-393
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« Bacteria Immobilized Composite
Membrane Reactor »

Principe :

N>

nutriments

membrane (Zirfon)

SIANZIPNES O J«— biofilm

e
N

Sl M2+ MCO3

contaminées 7
)

Fig. 8 Biofilm formation on a Zirfon®” membrane (SEM-
photo). A Zirfon"-membrane + biofilm, B detailed photo of
the biofilm

ey

Fig. 9 CdCOs; crystals formed by C. metallidurans in the
Bacteria Immobilized Composite Membrane Reactor induced

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258 biofilm (SEM-photo)



Reéacteur a membrane tubulaire

Sortie des
FIG. 8 Nut“g‘ents effluents 32
\\ E Direction des
ZZ effluents
Sortie 34 —e s
Pl -~
s
/,f’f,f”’ -
/f.-'l, - /,;:,-f
/:f/”fff LI
; - <
Entree des et 2 30
effluents 31 A
"'r.-v"“'-"lr ..-ff"j
Lumiére \ / - ez
. -~
extratubulaire ¢ _,.
Lumiére ._‘ . ’/ -—33 Entrée
intratu bulaire \"““
Direction des E H \
effluents H2 Membrane N
Nutriments
Support

Diels et al. - Patent # US6013511
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Membrane en fibres (pas de support)

Diels et al. - Patent # US6013511



Différents modeles de réacteur

AIR FILTER
Flat Sheet Reactor b L
L. ﬂr
PUMP 4
v A Bl
o ‘rr # '\__: .l'r !
— Q_,Q ; L T
FSR
T —————
T e @
--—-Tﬁ\l [ J
S
I“l TSN N LTI O THL CeLLL
h LY |
_. fl NoonUrERORT }
‘ PN . I M MLMBRANE
\ | ‘ N NLTRLNT
r [ 'I ! J VLN F"z':ri]_[:?'\'—'—
Lo T

Fig. 2. Flat sheet reactor. A: nutrient; B: effluent; C, D: siphons; F:
glass bead column (only used for the removal of heavy metals);
FSR: flat sheet reactor.

|
EFFLUENT NUTRIERT
N I

Tubular Membrane Reactor —
Fig. 3. Overview of a tubular system. A: nutrient; B: effluent; C, D:
siphons; F: glass bead column (only used for the removal of heavy
metals); G: extralumen space; H: membrane; [: polyester support; J:

_ . intralumen space; TMR: tubular membrane reactor.
Diels et al. (1995) J. Membrane Science 100: 249-258
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conditionnement
des nutriments

« Bacteria Immobilized Composite
Membrane Reactor »

mesures de 9 _
pression 29 Pompes
o {
- 29
q/ L E £
Ry

conditionnement
des effluents avec
O,, pH, redox,
tempeérature

Réacteur

26 regulateur 04 23
de pression

Diels et al. - Patent # US6013511



« Bacteria Immobilized Composite
Membrane Reactor »

—O
O}
ps

Nutrient Effluent -]

Ve [

Fig. 4. Presentation of a BICMER. Continuous tubular membrane reactor (CTMR). A total flow sheet is presented. A: effluent stock; B: effluent
conditioning; C: effluent output; D: nutrient stock; E: nutrient conditioning; F: nutrient output; TMR: membrane module; M: monitor for pH,
0, and temperature; O: O, provision; P: manometer; R: pressure regulation; Fe and Qe: effluent pumps; Fn and Qn: nutrient pumps.

Diels et al. (1995) J. Membrane Science 100: 249-258



Phytoremediation



Bactérie endophytigue & phytoremediation

PLANT BACTERIA

5 Y <
& Y S sﬁq o .
\ "\ ” e e I
' 5 \ . 2o 4
5 o3 A/ N poragall
- “ ,-"'f‘ Al prmed prod
// |Transformation
\ f
i =
§ irean contamin
/

' Root & ’
P Rhiaphere

Organic contaminants
and
Transformed products

Current Opinion in Biotechnology

Contribution of plants and their associated bacteria
to phytoremediation of organic contaminants.

Weyens et al. (2009) Cur. Opin. Biotechnology 20:248-254



Bactérie endophytigue & phytoremediation

Endophytes take
the challenges for
phytoremediation of
organic contaminants

Endophytes take

the challenges for

phytoremediation
of toxic metals

Organic contaminants

DEGRADATION

CO, + H,0

L

Toxicity |
Evapotranspiration |

Toxic metals: M

SEQUESTRATION

Toxicity |
Translocation |

Current Opinion in Biotechnology

Weyens et al. (2009) Cur. Opin. Biotechnology 20:248-254



Réduction de la toxicité du Cd?* par CH34

A Fusion protéique

Metallothionéine de souris
(petite protéine a haute affinité
pour les ions metalliques)

/

MT

Sol +/- bactéries
(108 cellules /g)

E-tag
Out IgAp

Cc
domaine 3
d ‘« IgA protease »
(protéine restant
associée a la

membrane
Contréle +CH34 +CH34MTR externe)

Sol +/- bactéries
(108 cellules /g)

Periplasm

+ CdCl, (150 pM)

Valls et al. (2000) Nature Biotechnology 18:661-665



Biosenseurs bactériens



Du gene a la protéine

ADN

le code génétique

Second letter

U c A G

uuu UCU ) UAU UGU U

U UUC}Phe 06E [l UAC}Tyr UGC}Cys C

UUA}Leu UCA UAA Stop UGA Stop A

uuG uca | UAG Stop UGG Trp G

N CuU) Ccou) CAU} _ CGU U

Transcription 5 g ouc|. . cocl| oA His | ceo o B
= cun |- con [T CAA} o, COA N E
ARN = | cua cca)  cag]™" caa G 5

[7)]

, ) = AU ACU AAU AGU B
5 ' '3 = A AUC e ACC | AAC }AS“ AGC}Se’ =
RoRRscRuculuusRac | Rtk &l i &l i

AUG Met ACG | AAG}LVS AGG }Arg G

| I I I 1 11 | GUU) GCU) GAU}ASp GGU U

GUC GCC GAC GGC c

codon G Gua (Y Goa[Ae GAA} GGA [V A

G

. GUG | GCG ) GAG
Traduction

Polypeptide

inspiré de : Watson et al. (2009) Biologie Moléculaire du Gene



Structure du gene bactérien

Promoteur séquence de
TTGACA (N),, TATAAT Shine-Dalgarno
TAAGGAGG (N)g
_35\ 10 41 / Cadre de lecture

RRRRRARRRANNRRRANANRNRNRRY

i i

/ codon codon

init_iateur Stop

| (protéine)




Structure d’un opéron bactérien

Promoteur
PmertraD merT merP merA merD  (ADN)

+1 l . \ )
’\l\l\l\l\'\'\ltl\ltl\l\ltl§l\'t'\l\‘{I\I\,\l\l\l‘\f\'\ltl\‘l\l\

/ . SD ' SD ' SD s (ARN)

po|ymerase Regulateur @% @% % g
(MerRy)

MerT MerP MerA MerD

[
.

(Protéines)
« 1 promoteur / 4 genes / 1seul ARN / 4 protéines

« 1 seul systéme de régulation / 1 expression concertée de 4 protéines



Expression des génes mer

ARN polymérase

Liaison MerR / ADN / ARN polymérase
mais complexe formé inactif.
Répression des promoteurs P, €t

I:)merTPAD-

Liaison de Hg?*a MerR , changement
de conformation du complexe et
iInduction de la transcription

Libération du promoteur via
déplacement de MerR-Hg?* par MerD

Brown et al. (2003)
FEMS Microbiol Rev. 27:145-163



Principe d’un biosenseur bactérien

Promoteur

lllllllll

ARN :
polymérase - 'y 'y — % (ARN)
=@ | ° ¢ T D
\ / MerT MerP MerA MerD (Prot.)
Promoteur
merTPAD
NN
ARN : -
polymérase L . > « 1 promoteur regulé

| « 1 gene rapporteur



Exemple de regulation : le systeme cnr

Cobalt Nickel Resistance

Régulation

T A * T - \
*\ ——
Transporteur RND

? Facteur ?
sigma N2+ Systéme
d’ efflux
? a Niz*
periplasmique . secondaire
senseur? iz L 5

vk = promoteur



Maximum fold induction

Transcription a partir de laregion cnrYXH

régulation par Ni** et Co?*

1200~ Nickel 60 4 Cobalt
1000« @mpMOL1550 mpPMOL1550
@ PMOL1551 50 o @PMOL1551
800 3 e
5 ih
600 . T 30. o
s i
£
4005 2 20,
X
=
200 10 o
0. o Jm HL| INE W) W00 BRC| L0
0 100 200 400 800 800 1000 2000
UM Nicke! HM Cobalt
pMOL1551 (1-2418) v 1T 5T H z S ANADE
» =1 JuxCDABE _
P Po e
YT
SMOL1550 (1-2208) Y xbl H 1~ [uUXCDABE ¢ geénes rapporteurs
Pr PH ..............................

C. TIBAZARWA Tibazarwa et al. (2000) J. Bacteriol. 182:1399-1409



Maximum fold induction

Transcription a partir de laregion cnrYXH

régulation par Ni** et Co?*

1200 w .
Nickel .
60 Cobalt
MOL1550
1000 4 @pP mPMQL1550
@ pMOL1551 50 4 @pMOL1551
800 o S =
s 40 [
3 ol
600 T 30 -
] i
E
400 E 204
%
L]
=
200 « 10 »

odemm E | I WE | B 0 U
0 100 200 400 600 800 1000 2000
UM Cobalt

UM Nickel

pMOL1551 (1-2418) .). Y 1 5.1 H luxCDABE

P, P,

pMOL1550 (1-2208) BV K’I H }— IluxCDABE
Py P

C. TIBAZARWA Tibazarwa et al. (2000) J. Bacteriol. 182:1399-1409



Induction cnrCp par Ni¢* et Co?*

] ] T 1 1
£ 300
-
=
TR
© =
-
@ 5 200
T E
)
©
=
= 100
?‘J
f=a
D’ | 1 1 | 1
0 50 100 150 200
Time [min}

FIG. 6. Induction of B-galactosidase activity in a cnrCBA-lacZ strain. Cells of
Ralstonia sp. strain DN177(pMOL28-2) containing a ®(cnrCBA-lacZ) operon
fusion on plasmid pMOL28-2 were diluted 15-fold to a cell density of 30 Klett
units into fresh medium containing no added heavy metal (O) or were induced
after 4 h with 0.5 mM Ni** (@), 0.5 mM Co’* (W), 0.3 mM Zn** (O), or 0.1 mM
potassium chromate (&). Incubation was continued with shaking at 30°C, and the
B-galactosidase activity was determined. d.w., dry weight.

fusion cnrCBA-lacZ

Ni* 0,5 mM

Co%* 0,5 mM

[ Zn?* 0,3 mM

CrO,> 0,1 mM
Controle

Grass et al (2000) J. Bateriol. 182:1390-1398



Résistance aux méetaux et biodétection

pMOL1550 (1-2208) B ¥ H luxCDABE
P, P,
¥
h 80 A
(a) 1200 q (b)
70 4
1000 }
60 1
800 - % . 50 4
z 1 40
7 600 - £
é 30 A
400 -
20 A
200 m ﬂ 10 4
0 10 50 100 200 300 400 500 600 800 1000 0 10 80 100 200 400 600 800 1000
[Co™, uM
[Ni*], uM
(a) 7001 (b) 50 =
600 45 o
40 «
500 |
30 4
z 400 = ¥
? 200 %
y=12.744x + 1 20 - y=0.1108x + 1
200 R = 0.99 15 R=0.99
10
100 5 d
0 r r r . 0 T v r .
0 10 20 30 a0 50 0 100 200 300 400
lNi2+]‘ HM [c02+l, I.lM

Tibazarwa et al (20012) Environ. Poll. 113:19-26



Résistance aux méetaux et biodétection

pMOL1550 (1-2298) RN luxCDABE
F"!.. Pu

1000

Max S/N (ALU/OD)

100
*200
+300

u ¥ L] T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

UM Cobalt

Fig. 4. Performance of the AE2515 biosensor strain in mixed metal
solutions. The signal/noise values were compared for the biosensor in
the presence of various fixed Ni’>* concentrations and increasing Co?™
concentrations. Data 1s an average of two independent experiments,
carried out in duplicate.

Tibazarwa et al (20012) Environ. Poll. 113:19-26



Résistance aux méetaux et biodétection

pMOL1550 (1-2298) RN luxCDABE
P, P
14 —
12 o

10

y = 1.9953x - 0.22278

R =0.96683

Ca(NO,), -extractible Ni*'(ppm)

BIOMET - determined Ni* (ppm)

Fig. 5. Correlation of concentration of bioavailable nickel, as deter-
mined with the biosensor strain AE2515 and the calcium nitrate
exchangeable nickel fraction in different Louis Fargues soils. The
AE2515-determined data on nickel bioavailability different samples of
Louis Fargues soils are plotted against the calcium nitrate data
obtained by Boisson et al., 1998.
Tibazarwa et al (20012) Environ. Poll. 113:19-26



« De larésistance au métaux lourds aux
bilosenseurs »

Cas du test BIOMET

Name Bacterial host Metal ions Detection Detection Reference
limit (uM) range (uM)

AE1239 C. campinensis DS185 Cu’* 2 240 Collard et al. (1994)

AE1433 C. metallidurans Zn*t 5 5-250 Collard et al. (1994)
CH34 Ccd** 5 1-25

AE2440 C. metallidurans Cré T 1 140 Corbisier et al. (1999)
CH34

AEL110 C. metallidurans T+ 1 1-50 Collard et al. (1994)
CH34

AE2515 C. metallidurans Ni*t 0.08 0.08-100  Tibazarwa et al. (2001)
CH34

AE2450 C. metallidurans Pb>t 0.5 0.5-18 Corbisier et al. (1999)
CH34

AE2613 C. eutrophus N9A Hg2+ 0.01 0.01-1 —

Diels et al. (2009) Antonie van Leeuwenhoek 96:247-258



Bioluminescence et luciférase

(genes luxCDABE)

''''''''

Bioluminescence
émise par une bactérie
symbiotique (Vibrio
fischeri) ici chez un
Calmar

Colonies bactérienne
(vibrio fischeri) sur
boite de péetri en
lumiere du jour
(gauche) et a

I” obscurité (droite)



Bioluminescence et luciférase
(biosenseur a phénol : P, ,,r::luxCDABE)

Milieu
+
phénol

70,000 -

Sol contaminé
en suspension

Bioluminescence (CPS)

Time (h)

Figure 5 Bioluminescent response of strain DF4-8 to an aged, phenol -
contaminated soil slurry ( O ), MSM containing 45 ppm phenol ( @ ), and
soil void of phenol contaminants ( []). Error bars calculated as for Figure 2.

Abd-El -Haleem (2002) Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 29, 233 -237



Bioluminescence et luciférase
(genes luxCDABE)

LuxCDE : RCHO 0: FMNH:2
conversion M 7
d’ acide gras 1) | LuxFGH"~
en aldéhydes LUXAB :
a longues oxydation
chaines aldehyde et
flavine
mononucléotide
Reducing
Power
(NADPH 7)
H:0 FMN \
N\ )
+
'ﬁm ? hx G ?
LIGHT }Wn
RCO-ACP Biosynthesis
/( Fatty Al bleu-vert \
490 nm
Acetats GTP

Figure 2. Relationship between the bacterial bioluminescence reaction and the genes and enzymes linked to the lux operon.



Bioluminescence et luciférase

bleu-vert Respiration
490 nm ‘
Biosyntheses
L} b
Biosynthese "\:‘NAE)Hz
des acides gras FMN H,0 “ i Substrat o
/ o FMN NADPH,
NADPH, (HFMNH-OH@))
RCHOOH Luciférase
(LuxAB) FMNH, NADP |
RCCO Flavine
4 Substrat g
NADP FMNH- OOH. Qryny, cductase
Réductase
(LuxCDE)

Oz



FMN : flavine mononucléotide

0 0 o [X
H [ H H | H H |
_-'"I:‘x _-*HH. T _____I:___% _-"Hn_ _-"l:x, _-__-:-'-EM . T
Hse—c¥ o7 g NH  HaC—C ™ ﬁ | rilH HaC —C ﬁ ” fiJH
Il | |
HED_E*‘E*‘”‘:”‘*N;*‘*‘H“E=D HaC—C o "':““N‘“ *N‘JE:D Hac—ciﬁcfﬂmnfcxnfc=
H | H | H | H
CH2 _ CHa _ CHa
| e+ H? | e+ H! |
HC —0OH > HC —0OH > HC —0OH
| “— | — |
HC —0OH HC —0OH HC —0OH
| | |
HC —0OH Cll HC —OH O HEC —0OH Cll
| | | I | |
HaC —0 —F —0- HaC —0 —F —O- HaC —0 —F —0C-
I | I
FMIT @ FMINH. O FMITH, ©
forme oxydée semiquinone forme réduite

http://rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mbl/part2/redox.htm



Autre gene raporteur : gfp

(« green fluorescent protein »)

Aequorea victoria

Claudia Mills :

http://faculty.washington.edu/cemills/Aequorea.html

Bioluminescence Web Page :

http://www.lifesci.ucsb.edu/~biolum/



Autre gene raporteur : gfp

(« green fluorescent protein »)

Protéine: 238 aa, structure "beta-can
Absorbance/excitation: 395 & 475 nm

Site actif Ser65-Tyr66-Glys7

Madification post-traductionnelle :
cyclisation entre Ser®° et Gly®’

HO
N
|

cyclization, OH
dehydration l Ser®
O ,Imidazolin-ring
g
N:g\\o
HO
HM
\ OH
oxidation
¥
O
M O
HO
HM
l.H QOH



bactéries « marquées » a la GFP

Photomultiplier

Pinhole

Beam Sphitter

Z Control




Autres protéines fluorescentes

(Stratification dans un biofilm de S. oneidensis)

Biodisponibilité O,
 Fluorescent constitutive dans le cyan
(rouge = fausse couleur).

 Evolution du biofilm au cours du temps
[F: 17h (8 um); G: 29h (18 um); H: 47h (58 pum);
I: 71h (104 pum) ; J: 85h (118 um)].

 Fusion mtrB::eyfp[VVA]:

- pas d’ expression avant que le

I biofilm n’ est atteint 60 pm.
fusion mtrB:: - expression predominante dans les
eCip  eyfp[VVA] L zones supposées sans O..
constitutif combinaison

(grille : 10 um x 10 um)

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330



[3-galactosidase et substrats artificiels

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

3(1-4)-galactoside link
§|( )-galactoside linkage CH,OH

CH,OH
CH,OH \ H OH B-gal H@OH H
HO R OH H
> i { A
H H H

f-D-galactose
CH,OH — 2.qal CH,OH —
HO /—O _¢ -ga HO /— O OH HO
o JUOS ) S
| NO, | NO,
... (Orthonitrophényle-R-D-Galactopyranoside) | Galactose (Orthonitrophéenol)  :

CoL S —
N\ / pH>8 © O

< ) /—

.0 —Iﬁl + «—— "O— N+
effet mésomeére sur | 0. |

| ‘orthonitrophénolate Jaune

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------



dosage de |’ activité R-galactosidase

>
0,ImL l To Tiinal M
Culture d’ Escherichia coli
en milieu défini + Lactose
0,9 ml Z buffer 0.2 ml ONPG 0.5 ml Dosage
50 pl CHCl, (4 mg/ml) Na,CO; (1M) A420
To Ttinal

Culture d’ Escherichia coli
en milieu défini + Glucose



Activité 3-gal & activité transcriptionnelle

« En dosant |” activité R-galactosidase on peut connaitre le niveau de
transcription du gene lacZ.

[ONP] Bruit de
produit fond débris
'é A I

Ao - (1.75 X ODsggp)
A.S. =

ODgoo X Vechantiion X 1000

TR

Quantité de Duree du
biomasse test

« L’ activité R-galactosidase « rapporte » |” état induit (ou réprimé) du
promoteur Plac (en amont du gene lac2)
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