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Préambule

PREAMBULE

L’émergence de micro-organismes résistants aux antimicrobiens représente un probléme
mondial de santé publique. La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance menace I'efficacité
des antimicrobiens existants. L’Organisation Mondiale de la santé (OMS) alerte la population sur les
conséquences désastreuses de la résistance aux antibiotiques (World Health Organization, 2014).
Méme I’Organisation des Nations Unies (ONU), qui n’intervient que tres rarement sur les questions
de santé, avertit des dangers de I'antibiorésistance. Ban Ki-moon secrétaire général de I'"ONU,
déclare lors de I'assemblée générale du 21 septembre 2016 : « Antimicrobial resistance poses a
fundamental, long-term threat to human health ». L’antibiorésistance affaiblit I'arsenal
thérapeutique et compromet également indirectement d’autres avancées médicales acquises. En
effet, les antibiotiques jouent un réle clé dans la prévention et/ou le traitement des infections en
lien avec les traitements de chimiothérapie, de maladies chroniques comme le diabéte, ou de
chirurgies complexes comme des transplantations d’organes ou de chirurgie cardiaque (Rossolini et

al., 2014).

La résistance des micro-organismes aux antibiotiques peut étre innée ou acquise. Dans le
premier cas, la résistance est incluse dans le patrimoine génétique. L’espéce est naturellement
résistante a une ou plusieurs classes d’antibiotiques. Dans le second cas, la souche microbienne a
subi une mutation chromosomique ou acquis un(de) nouveau(x) géne(s), par transfert horizontal,
se traduisant par la résistance a un ou plusieurs antibiotiques (Tenover, 2006). Ce transfert
horizontal de genes, vecteur de résistances, est particulierement préoccupant et attire de plus en
plus I'attention des pouvoirs publics. Récemment, le cas du plasmide mcr-1, vecteur de résistance a
la colistine, a été mis en évidence (Liu et al., 2016; Poirel et al., 2016). La colistine représentait
I’antibiotique de derniere intention pour traiter les infections aux entérobactéries résistantes aux
carbapénémes. L'utilisation abusive des antibiotiques, surtout a des concentrations sub-optimales,
exerce une pression de sélection sur les micro-organismes, favorisant I'apparition et la prolifération
des germes résistants voire multi-résistants (résistants a plusieurs antibiotiques). La transmission
des genes de résistance a des micro-organismes jusqu’alors sensibles est possible par transfert
horizontal (Laxminarayan et al., 2013). Par conséquent, le nombre de micro-organismes pathogénes
ou opportunistes résistants a un ou plusieurs agents antimicrobiens ne cesse d’augmenter.

°
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Préambule

Récemment, le Centre for Disease Control and prevention (CDC) a classé les micro-organismes
pathogénes multi-résistants en fonction du niveau de menace en utilisant 7 facteurs : I'impact
clinique, I'impact économique, I'incidence, la projection a 10 ans de l'incidence, la transmissibilité,
la disponibilité d’antibiotiques effectifs et les barrieres de prévention (Tableau 1). Ce classement a
permis de constituer 3 groupes (« urgent », « sérieux » et « préoccupant ») comprenant

principalement des bactéries et une levure, Candida albicans.

Tableau 1 : Classement, par le CDC, des micro-organismes multi-résistants

représentant une menace pour la santé publique (adapté de (CDC, 2013))
Clostridium difficile

Menace urgente Enterobactéries résistantes aux carbapénémes
Neisseria gonorrhoeae résistante aux antibiotiques, particulierement la céphalosporine

Acinetobacter multirésistants
Campylobacter résistants
Candida résistantes au fluconazole
Enterobactéries sécrétant des 3-lactamases a spectre large
Enterococcus résistants a la vancomycine
Menace sérieuse Pseudomonas aeruginosa multirésistants
Salmonella typhique et non typhique résistantes
Shigella résistantes
Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline
Streptococcus pneumonia résistants
Mycobacterium tuberculosis multirésistants et extrémement résistants

Staphylococcus aureus résistants a la vancomycine
Menace préoccupante Groupe A de Streptococcus résistant a I'érythromycine
Groupe B de Streptococcus résistant a la clindamycine

L'impact de I'antibiorésistance en santé publique est considérable. Environ 700 000 déces sont
attribuables chaque année a des infections liées a des micro-organismes résistants, dont 23 000 aux
Etats-Unis (CDC, 2013) et 25 000 en Europe (European Centre for Disease Prevention and Control,
2009). D’apres les estimations, basées sur des modeéles prédictifs, d’ici 2050, I’antibiorésistance sera
la premiére cause de mortalité mondiale, entrainant plus de 10 millions de déces par an, dont pres
de 5 millions en Asie, 4 millions en Afrique, 400 000 en Europe et 300 000 en Amérique du Nord,

devancant largement le nombre de décés dus au cancer (AMR Review, 2014).

Plusieurs études ont tenté de déterminer le colt de cette antibiorésistance. En effet, les
patients infectés par des germes résistants sont plus fréquemment et plus longuement hospitalisés.
De plus, leur traitement nécessite des protocoles thérapeutiques plus onéreux. Au sein de I’'Union
Européenne, le surcolt attribué a I'antibiorésistance s’éléeverait a 1,5 milliards d’euros (ECDC &

EMA, 2009). Aux Etats-Unis, il atteindrait les 55 milliards de dollars (Roberts et al., 2009; CDC, 2013).

o @



Préambule

Ce phénomene d’antibiorésistance impacte non seulement le systéme de santé mis en place au fil

des ans mais également son économie.

Les causes de I'antibiorésistance sont multiples : une surconsommation d’antibiotiques liée a
des prescriptions inappropriées, des usages préventifs comme dans les élevages intensifs, une
dispersion de résidus d’antibiotiques dans |’environnement favorisant la création de niches
microbiennes résistantes. Des 1945, Sir Alexander Fleming, a l'origine de la découverte de la
pénicilline et donc de I'ére moderne des antibiotiques, signalait des risque liés a I'utilisation

intensive des antibiotiques (Fleming, 1945).

L’émergence rapide des antibiorésistances provient également de la crise de I'innovation dans
I'industrie pharmaceutique et notamment du manque de renouvellement des molécules
antimicrobiennes. Le développement de nouveaux antimicrobiens n’est plus considéré comme un
investissement rentable par les industries pharmaceutiques. Les antibiotiques sont utilisés sur de
courtes périodes et sont curatifs, contrairement a d’autres molécules traitant des maladies
chroniques. Ainsi, sur les 18 plus grandes entreprises pharmaceutiques, 15 ont abandonné le
développement d’agents antimicrobiens (Bartlett et al., 2013). Dés lors, le nombre de nouveaux
antibiotiques autorisés sur le marché ne cesse de diminuer et reste faible (Munos, 2009) alors qu’en
paralléle, le nombre de souches résistantes a un ou plusieurs antimicrobiens augmente depuis le
début du 21°me siécle (Figure 1). Depuis la fin des années 80, il aura fallu attendre une dizaine
d’année pour voir la commercialisation de nouvelles molécules avec des mécanismes d’actions
légérement différents: le linézolide (inhibition de la synthése protéique), la daptomycine
(perturbation de I'intégrité membranaire) et la retapamuline (inhibition de la synthese protéique
en plusieurs points), ont été respectivement approuvés par la Food and Drug Administration (FDA)

en 2000, 2003 et 2007.

Dans ce contexte, un groupe de travail pour la préservation des antibiotiques a récemment
été créé par le Ministere des Affaires sociales, de la Santé et des Droits des femmes. Il a identifié
guatre axes majeurs pour limiter I'émergence et la dissémination des résistances microbiennes
(Carlet & Le Coz, 2015) :

— approfondir les recherches, en particulier sur de nouveaux produits luttant contre

I"antibiorésistance,

o e



Préambule

— suivre I"évolution globale du phénomeéne via des indicateurs normalisés et partagés,

— améliorer 'usage des antibiotiques,

— accroitre la sensibilisation des populations au bon usage des antibiotiques.

20 - - 40

[
"

- 30

CAntibiotiques approuvés
=ji="/RE
=f#r=MRSA

- 20

=g==FRP

=@=3GCRK
Y

Nombre d'antibiotiques approuvés par la DFA
5
Incidence des souches résistantes %)

Années

Figure 1 : Nombre d’antimicrobiens nouvellement autorisés par la FDA par période de 4 ans et
incidence des souches résistantes isolées en Union Européenne (incluant Norvege et Islande)
(ECDC, 2016). VRE : Enterococcus faecium résistant a la vancomycine, MRSA : Staphylococcus

Y

aureus résistant a la méthicilline, FRP : Pseudomonas aeruginosa résistants aux
fluoroquinolones, 3GCRK : Klebsiella pneumoniae résistante a la 3°™ génération de
céphalosporines

Ainsi, le premier axe majeur de ce rapport d’experts est basé sur la recherche de nouvelles
molécules antimicrobiennes. Le renouvellement de I'arsenal thérapeutique est de ce fait crucial afin
de limiter I'impact de I'antibiorésistance au cours des prochaines décennies. D’ailleurs, depuis 2013
la recherche de molécules antimicrobiennes s’est relancée avec 9 nouveaux antibiotiques

(antibactériens et antifongiques) autorisés (Figure 1).

Cependant les résistances microbiennes aux antibiotiques apparaissent inévitables. La mise
sur le marché de nouveaux antibiotiques ne fera que ralentir cette crise sanitaire (Figure 2).
L’acquisition de résistance et son temps d’acquisition sont des phénoménes imprédictibles. lls

varient de quelques années a plusieurs décennies. Pour résumer, il apparait crucial d’associer a une
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nouvelle banque de molécules antimicrobiennes une utilisation plus raisonnée des antibiotiques,

afin de minimiser I'apparition trop rapide de phénomeénes de résistance aux antibiotiques.

ANTIBIOTIC RESISTANCE
INDENTIFIED

penicillin-R Staphylococcus 940

tetracycline-R Shigella

methicillin-R Staphylococcus

penicillin-R pneumococcus

erythromycin-R Streptococcus

gentamicin-R Enteroceccus

ceftazidime-R Enterobacteriaceae

vancomycin-R Enterococcus

levofloxacin-R pneumococcus
imipenem-R Enterobacteriaceae

XDR tuberculosis

linezolid-R Staphylococcus
vancomycin-R Staphylococcus
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas <

ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae
PDR-Enterobacteriaceae

ceftaroline-R Staphylococcus

ANTIBIOTIC
INTRODUCED

> penicillin

150 tetracycline

>3 erythromycin

) methicillin

1967  gentamicin

£ vancomycin

> imipenem and
ceftazidime

J6  levofloxacin

)00 linezolid

2003 daptomycin

2010 ceftaroline

Figure 2 : Aspects chronologiques de I'autorisation de mise sur le marché des antibiotiques
(par la FDA) et de I'apparition des premiéres résistances aux antibiotiques, de 1940 a 2011
(CDC, 2013). R: résistant; PDR: Résistant a tous les antibiotiques ; XDR : extrémement
résistant, (i.e. sensible a seulement 1 voire 2 familles d’antibiotiques) (Magiorakos et al., 2012)

Aprés ce préambule, I'objectif de I'introduction bibliographique sera avant tout de présenter les

molécules naturelles comme potentielle source de renouvellement des antibiotiques dans lutte

contre l’antibiorésistance, en se concentrant sur les métabolites secondaires issus de micro-

organismes, majoritairement fongiques.
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I.  LES MOLECULES NATURELLES BIOACTIVES : BIOPROSPECTION ET

STRATEGIE ANALYTIQUE

Les molécules naturelles ont toujours représenté une part importante des molécules
thérapeutiques utilisées en médecine. Entre 1981 et 2014, la FDA a approuvé de nombreuses
molécules dont 73% de composés naturels et ou des dérivés de ces molécules (Newman & Cragg,
2016). La diversité chimique et structurale des molécules naturelles est immense (Dias et al., 2012)
et leur confere également une large gamme d’activité biologique dont notamment des activités
antimicrobiennes mais aussi des activités anticancéreuses ou encore anti-inflammatoires. De plus,
leurs propriétés pharmacocinétiques (absorption, métabolisation, solubilité...) sont souvent
proches de celles requises pour les développements cliniques, leur permettant d’intégrer plus
rapidement les circuits de développement pharmaceutiques (Harvey et al., 2015). En effet, certains
antibiotiques naturels peuvent étre efficaces sous leur forme native (non modifiés), comme
I’érythromycine A, la pénicilline G, ou encore I'amphotéricine B qui sont actuellement utilisées (Lam,

2007).

Néanmoins, ces molécules naturelles peuvent étre également modifiées par transformation
chimigue, donnant ainsi naissance a de nombreux dérivés similaires a la molécule naturelle mere
mais aux propriétés biologiques plus intéressantes, comme de meilleures propriétés
pharmcocinétiques ou plus d’efficacité en termes d’activité biologique (Fischbach & Walsh, 2009;
Newman & Cragg, 2012). C'est par exemple le cas des différentes générations de céphalosporines.
Elles ont été synthétisées de facon a étre moins sensibles aux enzymes de dégradations, telles que
les B-lactamases, produites par les bactéries résistantes aux céphalosporines. Seules les chaines
latérales a la molécule sont modifiées par synthése chimique, le noyau actif reste inchangé (Figure

3). Dans ce cas on parle de dérivés de produits naturels.
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Figure 3 : Evolution de la structure des céphalosporines pour faire face a I'antibiorésistance. En noir, le
noyau actif a été conservé, en rose et vert, les chaines latérales ont été modifiées (adaptée de (Fischbach
& Walish, 2009))

A. Les micro-organismes a I'origine des antibiotiques

La découverte de la pénicilline, synthétisée par Penicillium chrysogenum (Fleming, 1929), et
son succes pendant la seconde guerre mondiale a lancé I'eére des antibiotiques. L’étude des micro-

organismes et des molécules qu’ils produisent s’est alors accélérée. De nombreux micro-organismes
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terrestres ont été isolés, identifiés et cultivés (Aminov, 2010). Leurs extraits ont été criblés, selon la
méthode proposée par Alexander Fleming : les extraits ont été déposés sur un tapis bactérien
(diffusion en agar) puis les produits actif ont été purifiés par chromatographie et caractérisés (Singh
& Barrett, 2006; Aminov, 2010). Ces criblages ont abouti a la découverte de nombreux antibiotiques
dont la streptomycine synthétisée par Actinomyces griseus (Schatz et al., 1944), la polymixine isolée
de Bacillus polymyxa (Stansly & Schlosser, 1947) ou encore la vancomycine produite par
Streptomyces orientalis (Geraci et al., 1956). Ainsi, entre 1940 et 1960, les principales classes
d’antibiotiques, encore utilisées aujourd’hui ont été découvertes (Walsh and Wright, 2005).
Actuellement, 69% des antibiotiques sont des molécules naturelles, parmi lesquelles 97% sont

d’origine microbienne (Patridge et al., 2016).

Encore aujourd’hui, les molécules antimicrobiennes produites par les micro-organismes
occupent une place importante dans la recherche de nouvelles molécules naturelles. Une récente
étude a permis l'isolement et la caractérisation d’une nouvelle molécule antimicrobienne
n’engendrant pas de résistance bactérienne « détectable », dans les conditions de I'étude (Ling et
al., 2015). La teixobactine a été découverte suite a I'utilisation d’une iChip, une technique de culture
in situ mimant les conditions environnementales et permettant la croissance de micro-organismes
jusqu’alors incultivé. La teixobactine est un peptide original, produit par une nouvelle espéce de
bactérie a Gram-négatif nommée Eleftheria terrae, isolée du sol. Elle inhibe la synthése de la paroi
bactérienne en se liant aux précurseurs du peptidoglycane (le lipide Il) et de I'acide teichoique (le
lipide 1ll). Néanmoins, les aspects mécanistiques restent encore a élucider (Ling et al., 2015; Von
Nussbaum & Sissmuth, 2015). La nature lipidique des cibles de ce nouvel antibiotique laisse
supposer que cette molécule n’engendrera pas de résistance dans les prochaines années. En effet,
la résistance a la vancomycine, un antibiotique ciblant également le lipide I, est apparue 40 ans
aprés sa commercialisation (Wright, 2015). Contrairement aux protéines, synthétisées par des genes
qui évoluent et mutent au fil du temps, les lipides sont synthétisés a partir des précurseurs

cellulaires. Par conséquent, I'apparition de résistance est moins fréquente.

Néanmoins, de nombreux criblages fonctionnels ménent souvent au ré-isolement de
molécules déja décrites (Donadio et al., 2010; Radi¢ & Bratkovi¢, 2012). La découverte de la
teixobactine par une approche originale semble indiquer que la recherche de nouvelles molécules

bioactives n’est pas nécessairement vouée a I'échec et que l'utilisation de méthodes de culture
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originales associée a des criblages plus pragmatiques permettrait la découverte de nouvelles
molécules d’intérét. Face a ce constat, les projets de criblage plus efficients associent des stratégies
de genome mining et de métabolomique a haut-débit a des micro-organismes issus d’écosystemes

inexploités.

B. Les nouvelles approches pour découvrir de nouvelles molécules

Contrairement aux métabolites primaires essentiels a la croissance et au développement du
micro-organisme, les métabolites secondaires sont généralement synthétisés dans des conditions
de stress pour répondre aux variations des conditions environnementales. Les métabolites
secondaires sont des molécules de faible poids moléculaires, synthétisées au cours du métabolisme
secondaire a partir de précurseurs issus du métabolisme primaire (Keller et al., 2005). Non
indispensables a la croissance microbienne, les métabolites secondaires peuvent présenter un
avantage pour le micro-organisme producteur. Par exemple, dans des écosystéemes complexes ou
la compétition microbienne est importante, la production de métabolites secondaires a activités
antimicrobienne ou cytotoxique est un avantage pour la compétition et la colonisation de la niche
écologique par le producteur (Brakhage, 2012). Ces métabolites secondaires sont synthétisés par
des complexes enzymatiques, aux séquences conservées en acides-aminés, aujourd’hui bien décrits

dans la littérature (pour plus d’information voir le paragraphe IV page 38).

1. Le genome mining

Les avancées technologiques dans le domaine du séquencage haut débit de I’ADN ont permis
d’accéder a de nombreux génomes de micro-organismes : presque 700 génomes de champignons
et plus de 18 000 génomes de bactéries ont été séquencés (Nordberg et al., 2014).Leur analyse fine
a I'aide d’outils bioinformatiques permet l'identification, par homologie de séquences, de genes
impliqués dans les voies de biosynthese de métabolites secondaires potentiellement actifs. Des
serveurs disponibles en ligne comme antiSMASH, NaPDoS ou SMURF (Khaldi et al., 2010; Ziemert et
al., 2012; Weber et al., 2015), permettent I'annotation de génomes et la détection de genes codant
des enzymes impliquées dans les voies de biosynthese de métabolites secondaires. Ainsi la présence

de nombreuses voies de biosynthese de métabolites possiblement actifs a pu étre révélée dans les
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génomes fongiques. Ces plateformes de bioinformatique permettent de mettre en évidence des
voies de biosynthése de composés actifs et, parfois, de prédire la structure chimique du composé

produit (Blin et al., 2013; Boddy, 2014).

Les séquences conservées des genes codant les Polyketides Synthases (PKS), Non-Ribosomal
Peptide Synthetases (NRPS) ou Terpene Synthases (TPS) ont permis de générer des couples
d’amorces qui peuvent étre utilisés en PCR (Polymerase Chain Reaction) pour rechercher les génes
impliqués dans les voies de biosynthese de métabolites actifs. Pour les PKS de type | les amorces
ciblent les séquences conservées dans les domaines Keto-Synthase (KS) et Acyl-Transferase (AT)
(Amnuaykanjanasin et al., 2005), pour les NRPS les amorces se fixent sur les domaines d’Adénylation
(A) et Thioesterase (T) (Slightom et al., 2009), pour les hybrides PKS-NRPS, les amorces amplifient le
domaine KS (Nicholson et al., 2001; Amnuaykanjanasin et al., 2005) enfin, pour les TPS les amorces
s’hybrident sur les domaines conservés des synthases (Kawaide et al., 1997). Il est ainsi possible de
détecter, par simple PCR, des génes impliqués dans les voies de biosynthese de métabolites
secondaires potentiellement bioactifs. Ces méthodes permettent donc de se concentrer
uniguement sur les souches les plus prometteuses, celles qui affichent le plus grand nombres de
voies de biosynthése et, apres séquencage et analyse phylogénétique, de se concentrer sur les

souches possédant des voies de biosynthése originales.

Cependant, toutes les voies de biosynthese détectées par les outils de bioinformatique ou de
biologie moléculaire ne s’expriment pas dans les conditions de culture testées en laboratoire
(Bergmann et al., 2007). En effet, I'expression du métabolisme secondaire des champignons dépend
des conditions environnementales dans lesquelles ils évoluent (Wiemann & Keller, 2014).
L'approche dite OSMAC (One Strain, MAny Compounds) consiste a faire varier les conditions de
croissance des micro-organismes : milieu solide ou liquide, incubation sous agitation ou statique,
oxygéne ou anoxie, lumiére ou obscurité, applications de stress, etc. (Bode et al., 2002). Ces
différentes conditions peuvent faire basculer le métabolisme secondaire des micro-organismes et
initier I'expression de différentes voies de biosynthese détectées, ce qui peut étre révélé par des

approches métabolomiques (Adpressa & Loesgen, 2016).
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2. La métabolomique

Les méthodes d’analyse utilisées en métabolomique visent a définir les profils métaboliques
des organismes (Wolfender et al., 2015). Ainsi, pour des micro-organismes, la métabolomique
permet de séparer, caractériser, identifier les métabolites sécrétés voire de les quantifier. Il existe
différentes techniques de métabolomique associant des méthodes séparatives, comme la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) ou la chromatographie en phase gazeuse, a
des méthodes de détection comme la Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN), la spectrométrie

de masse (MS) ou l'infrarouge (Zhang et al., 2012a).

Classiquement, les études métabolomiques combinent la chromatographie liquide a un
spectrometre de masse a haute résolution (LC-DAD-HRMS) (El-Elimat et al., 2013; Gaudéncio &
Pereira, 2015). Elle permet d’obtenir des parameétres physico-chimiques tels que la masse
moléculaire exacte, le profil de fragmentation ou encore le spectre UV des composés détectés. Ces
données représentent des caractéristiques propres a chaque composé et peuvent permettre son
identification en interrogeant des bases de données telles que Dictionary of Natural Product,

ChemSpider, MarinLit (Harvey et al., 2015) ou METLIN (Tautenhahn et al., 2012).

La métabolomique permet de comparer les profils métaboliques de différents micro-
organismes. Donc, si plusieurs micro-organismes produisent des composés similaires, alors on
préferera se concentrer sur un plutét que sur I'ensemble. Ainsi, la métabolomique permet une
premiéere étape de déréplication des micro-organismes. Le processus de déréplication consiste,
également, a identifier au sein de mélanges complexes toutes les molécules déja décrites grace a
leurs propriétés physico-chimiques en interrogeant différentes bases de données (Lang et al., 2008)
(Figure 4). La spectrométrie de masse haute résolution est capable de calculer la masse exacte de la
molécule détectée, permettant la prédiction de formules brutes. Cependant, les bases de données
disponibles ne contiennent que tres peu de spectres de métabolites microbiens. En outre, les
spectres de fragmentations, qui ne sont pas nécessaire a la publication d’une nouvelle molécule,
mais tout de méme nécessaire a sa caractérisation, différent selon le type d’appareil utilisé : un
spectrometre de masse a trappe d’ion générera des fragments différents d’un appareil avec une
cellule de collision (Champarnaud & Hopley, 2011; Kildgaard et al., 2014), rendant ainsi incertaine

I'identification des molécules détectées.
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Figure 4 : Les différentes étapes du processus de déréplication (adaptée de (Harvey et al., 2015))

Néanmoins, les analyses de déréplication métaboliques restent une méthode efficace pour
détecter, dans un extrait, des composés originaux (Wolfender et al., 2013). Mais, en I'état actuel,
elle est encore chronophage pour aller interroger les différentes bases de données (Wolfender et
al., 2015). Seule une automatisation des analyses bioinformatiques comme celle développée pour
les analyses de génomes permettra d’améliorer les performances et I'efficacité de la déréplication
métabolique. L’analyse biostatistique d’extraits bruts en haut-débit, dans une logique de
déréplication, commence a se mettre en place. Par exemple, le plateau technique de
métabolomique Thalassomics (CNRS 3473, Institut Universitaire Mer et Littoral) développe des
outils automatisés dédiés a I'analyse de métabolomes de micro-organismes marins dans une logique
d’identification de composés originaux via I'optimisation de la procédure de déréplication (Bohni et

al., 2016).

3. L’environnement marin : une source de molécules actives d’intérét ?

Alors gu’ils recouvrent prés de 70% de la surface de la planéte, les environnements marins ont
été trés peu exploités pour leur potentiel biotechnologique. A ce jour, seules 7 molécules marines
ou leurs dérivés ont été approuvés par la FDA et/ou I'European Medecine Agency (EMA) (Tableau

2)
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Tableau 2 : Liste des composés d'origine marine ou des dérivés de molécules marines autorisés sur
le marché par la FDA et/ou L'EMA, adapté de (Martins et al., 2014)

Naturelle (N)

Molécule Source Application Approuvée Date Référence
Dérivé (D)/Molécule modéle PP PP
Cytarabine D/Spongothymidine Eponge Cancer FDA/EMA 1969 Bergman et Feeney 1950
Cryptotethya crypta
. . - Eponge .
Vidarabine D/Spongouridine Antiviral EMA 1976 Bergman et Feeney 1950
Cryptotethya crypta
Ziconotide N Escargot de mer Douleurs FDA/EMA 2004  Mclntosh et al 1980
Conus magus chroniques
Omega-3 ester éthyliques D/Oméga-3 Poissons hypertriglycéridémies FDA/EMA 2004 Koski 2008
Trabectedine N i thn!aer i Cancer EMA 2007 Wr|ght sl 2EY
Ecteinascidia turbinata Rinehart et al 1991
o . . Eponge Uemura et al 1985
Eribuline mesylate A /Halichondrin B . X i Cancer FDA/EMA 2010 X
Halichondria okadai Hirata et al 1986
Brentuximab A/Dolastatin 10 Lievre de mer Cancer FDA/EMA 2015  Pettit et al 1987
vedotin 63 Dolabella auricularia

Ces composés marins sont en grande partie issus de macro-organismes. Cependant, les micro-
organismes sont soupconnés d’en étre les réels producteurs (Proksch et al., 2002; Newman & Cragg,
2007; Piel, 2009; Gerwick & Moore, 2012). En effet, les macro-organismes marins vivent en
association étroite avec des micro-organismes, qui peuvent représenter 40 a 60% de la biomasse
des spongiaires (Schmitt et al., 2007; Weisz et al., 2007). Méme si peu de données quantitatives
sont disponibles dans la littérature, de nombreuses associations entre macro- et micro-organismes
ont été référencées dans le cas des algues, coraux, mollusques etc (Hollants et al., 2011; Debbab et

al., 2012; Valliappan et al., 2014).

Actuellement, 26 composés d’origine marine sont engagés en phase clinique, dont 23 pour
des activités anticancéreuses (Jaspars et al., 2016). Depuis plusieurs années, la description de
nouvelles molécules marines est en constante augmentation, renforcant I'idée de leur grande
diversité structurale (Figure 5 A). Ces deux derniéres années, Blunt et ses collaborateurs, ont montré
I'importance des micro-organismes marins dans la production de métabolites secondaires. La
synthése de ces composés par les micro-organismes marins représente plus de 40% des molécules

marines décrites au cours des deux dernieres années (Blunt et al., 2015a, 2016) (Figure 5 B).
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A Nombre de molécules marines décrites annuellement B Marine metabolites sources hetween 2012 et 2014

M Microorganismes

HEponges

i Cnidaires
HAlgues
 Mangroves

H Echinodermes

Nombre de molécules décrites

i Tuniciers

i Mollusques

LiBryozoaires

Figure 5 : Les molécules marines et les organismes producteurs. A : Evolution du nombre de molécules
marines décrites par an. B: Origines des molécules marines décrites entre 2012 et 2014, selon les
publications annuelles de Faulkner 2002 et de Blunt et al (depuis 2003)

La biosphére marine microbienne peut étre pressentie comme un réservoir prolifique de
nouvelles molécules. De plus, sécrétées dans le milieu marin, les molécules actives sont rapidement
diluées (Haefner, 2003; Zhang et al., 2005) et doivent avoir une forte bioactivité (a faible
concentration) pour avoir un effet sur I'organisme ciblé. Par conséquent, considérant ces différents
parametres et sachant que moins de 1% des micro-organismes marins ont pu étre cultivés jusqu’a
aujourd’hui (Spizek et al., 2010), la chimio-diversité des molécules marines bioactives reste encore

a découvrir.
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Il. LE MILIEU MARIN, UN RESERVOIR DE BIODIVERSITE MICROBIENNE

ET DE CHIMIO-DIVERSITE ?

Largement étudié et exploité car tout simplement plus accessible, le réservoir microbien
terrestre s’est avéré tres prolifique en matiere de molécules actives d’intérét pharmaceutique. Au
vu de I'exploration avancée de cet écosystéme et de la tendance au ré-isolement de molécules déja
décrites, les recherches sur les produits naturels s’orientent vers des écosystemes moins explorés,
comme le milieu marin. En effet, le milieu marin regroupe de nombreux habitats aux
caractéristiques trés contrastées abritant des communautés microbiennes (bactéries, archées,
protistes et fungi) allant jusqu’a plusieurs milliards de cellules dans un litre d’eau de mer (Zinger et
al., 2012). Ces communautés microbiennes complexes sont en constante interaction (positives ou
négatives) via notamment la synthése d’'une grande diversité de molécules impliquées, dans la
communication (quorum sensing) ou dans la compétition, par exemple. La culture in vitro de micro-
organismes marins a engendré la découverte de nouvelles molécules bioactives. Pour ne citer que
deux exemples, I'actinomycéte Salinispora tropica produit la salinosporamide A, en premiere phase
d’étude cliniqgue comme anticancéreux (Potts et al., 2011; Millward et al., 2012), ou encore le
champignon Ascochyta salicorniae produit des molécules antiparasitaires et antituberculeuses aux
structures chimiques diverses, uniques et originales (Osterhage et al., 2000; Seibert et al., 2007).
Ainsi, ce réservoir de biodiversité est aussi un réservoir de chimio-diversité dont différentes

molécules complexes sont clairement d’intérét en biotechnologie.

A. Caractéristiques environnementales : des parameétres physico-chimiques

singuliers

De nombreuses variables environnementales caractérisent les habitats marins. La salinité, la
température et la pression hydrostatique sont des parametres généralement utilisés pour
caractériser ces niches écologiques particulieres. De maniére trés minimaliste, le biome marin est
constitué d’habitats présentant d’importants gradients de salinité, de température et de pression.
Si la salinité moyenne du milieu marin est entre 3 et 3,5%. Certains habitats atypiques sont
faiblement salés, comme la Mer Baltique avec une salinité de 0,6%, ou alors hypersalins, comme les

bassins profonds hypersalés et anoxiques de Méditerranée avec des salinités supérieures a 30%
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(Alexander et al., 2009; Stock et al., 2012). Concernant la température et la pression hydrostatique,
les gradients sont également extrémes avec des amplitudes importantes permettant a de
nombreuses communautés microbiennes, aux caractéristiques physiologiques contrastées, de se

développer.

Dans les 200 premiers meétres, la présence de lumiére permet aux organismes
photoautotrophes (algues et phytoplancton) de réaliser la photosynthése et donc d’apporter au
milieu du dioxygéne et de la matiére organique. Cette zone photique (zone recevant la lumiére) est
le principal lieu de la production primaire, un processus au cours duquel le carbone inorganique
comme le CO, est transformé en molécule organique (Thornton, 2012). Au-dela de 200m de
profondeur, la lumiére est insuffisante ou absente pour permettre la photosynthese. A ces
profondeurs, les organismes hétérotrophes utilisent la matiére organique, synthétisée dans les eaux
de surface, qui sédimente le long de la colonne d’eau. Les organismes chimiolithotrophes
(autotrophes) consomment des molécules inorganiques comme le dihydrogéne, le méthane ou
encore du sulfure d’hydrogene pour produire de |'énergie et de la biomasse (Orcutt et al., 2011)

(Figure 6).
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Figure 6 : Différents écosystémes océaniques. Les fleches montrent les échanges de
fluides entre les différents écosystémes profonds et la crolte (Fang & Zhang, 2011)
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Au-dela de 1000m de profondeur s’étend le domaine océanique. L'océan occupent 95% de la
surface maritime du globe (Skropeta & Wei, 2014) dont plus de 60% a plus de 2000m de profondeur

(Jannasch & Taylor, 1984; Bull et al., 2000). Cet environnement se caractérise par :

— |’absence totale de lumiere

— une forte pression hydrostatique, variant de 10MPa, a 1000m de profondeur, a
100MPa dans les fosses océaniques les plus profondes, soit un gradient de 10MPa/km

(Schrenk et al., 2010)

— une faible température, en moyenne 2°C au niveau du plancher océanique.
Cependant elle peut atteindre plus de 400°C au niveau des évents hydrothermaux

(Tunnicliffe et al., 2003)

— une eau plus ou moins saturée en dioxygéne dissous a la surface du plancher
océanique (5 a 6mL/L), qui s’explique par la descente des eaux de surface riche en

dioxygene sous I'effet des courants océaniques (Thistle, 2003)

— peu de matiere organique disponible. En effet, la matiere organique produite en
surface par la photosynthése, est consommée sur son lieu de production (en surface) ou
est dégradée au cours de la sédimentation, tout au long de la colonne d’eau. Seulement
1 a 6% de la production primaire atteint le plancher océanique (Muller-Karger et al., 2005;
Ridgwell & Arndt, 2014). Par ailleurs, seule une faible quantité de cette matiére organique
est directement assimilable par les micro-organismes (Jgrgensen & Boetius, 2007; Arndt

etal., 2013).

Formés par I'accumulation de particules organiques et inorganiques au cours des temps
géologiques, les sédiments marins recouvrent le plancher océanique (Teske & Sgrensen, 2008). lls
représentent aujourd’hui le plus grand réservoir de matiére organique de la planéte (Fry et al.,
2008). Ces particules sont d’origine biogene, terrigéne ou volcanique (Thistle, 2003; Jgrgensen &
Boetius, 2007). L’épaisseur des sédiments marins varie de plusieurs kilométres, en zone cétiére, a

guelques centaines de métres en zone océanique (Thistle, 2003; D’Hondt et al., 2009; Ramirez-
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Llodra et al., 2010). Tout comme les grands fonds, dans les sédiments marins les paramétres

physico-chimiques jouent un réle important sur la faune, la flore et les micro-organismes quiy vivent

la pression lithostatique est un paramétre qui s’ajoute a la pression hydrostatique. En
effet, en s’accumulant les nouveaux sédiments compriment les plus anciens. Par
conséquent, la pression lithostatique augmente selon un gradient estimé entre 15 et

25MPa/km (Oger & Jebbar, 2010)

la température est également dépendante de la profondeur du sédiment. De 2°C a
I'interface eau-sédiments, elle peut atteindre 60-100°C a presque 2km de profondeur
dans le bassin de Canterbury (Nouvelle-Zélande) (Ciobanu et al., 2014). Le gradient de

température dans les sédiments océaniques est d’environ 25°C/km (Oger & Jebbar, 2010)

La teneur en dioxygene diminue lorsque la profondeur augmente. Cette diminution
dépend de I'activité des organismes en surface des sédiments. A la surface des sédiments,
les organismes respirent et utilisent I'oxygene pour dégrader la matiére organique. Au
niveau des marges continentales, ou la matiére organique est abondante et ou I'activité
microbienne est importante, la concentration en dioxygene diminue fortement dés les
premiers millimetres de sédiments (Cai & Sayles, 1996; Wenzhofer et al., 2001). Au
contraire, dans les zones ou la sédimentation est tres faible, par exemple au niveau des
gyres, 'oxygéne peut pénétrer le plancher océanique jusqu’a une dizaine de metres de

profondeur (Fischer et al., 2009; Roy et al., 2012).

I'oligotrophie du milieu : en sédimentant le long de la colonne d’eau la matiére organique a

été transformée et consommeée par les micro-organismes en suspension. Par conséquent, la

matiere organique arrivant au fond se présente sous forme de macromolécules complexes

et difficilement directement assimilables par les micro-organismes. On parle alors de

matiére organique réfractaire (Arndt et al., 2013). La matiére organique la moins réfractaire

est dégradée en surface du sédiment laissant moins de 1% de la matiére organique résiduelle

s’enfouir dans les sédiments (Jgrgensen & Boetius, 2007). Elle est transformée au fil des

temps géologiques par des processus physico-chimiques liés a la pression et la température,
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pour finalement présenter des structures complexes réfractaires a la dégradation
enzymatique microbienne (Burdige, 2007). De ce fait, la biodisponibilité de la matiere

organique dans les sédiments marins profonds est limitée.

Les sédiments marins représentent donc un environnement caractérisé comme extréme régit
par des parametres physico-chimiques tels que : la forte pression (hydrostatique et lithostatique),
une faible température dans les premiéres couches puis qui augmente avec la profondeur, mais
aussi I'oligotrophie. Les microorganismes doivent donc développer de nouveaux mécanismes de

survie pour subsister et se développer dans ces conditions environnementales.

B. La biosphére profonde

Alors qu’ils occupent un peu moins des trois quarts de la planéte, les biotopes marins restent
encore largement inexplorés. Le premier Census of Marine Life, un réseau scientifique international,
a échantillonné pendant 10 ans (2000-2010), les océans sur toute la surface du globe. Les
scientifiques ont estimé que I'océan contiendrait 3,6x10° cellules microbiennes, soit des centaines
de millions d’espéces microbiennes parmi lesquelles tous les domaines du vivant sont représentés :
archées, bactéries et micro-eucaryotes (Ausubel et al., 2010). Les micro-organismes sont présents
de la surface jusqu’aux plus grandes profondeurs, et méme a plusieurs centaines de métres dans les

sédiments marins (Ciobanu et al., 2014).

La biosphere profonde, ou biosphéere de sub-surface, débute aprés 1m sous le plancher
océanique (Jgrgensen & Boetius, 2007; Schippers, 2015). Elle comprend les écosystémes
sédimentaires et magmatiques. L’exploration de la biosphére profonde sédimentaire s’est mise en
ceuvre, avec I'amélioration des techniques d’échantillonnage, de forage, lors de programmes de
recherche internationaux : Ocean Drilling Program (1983-2003) puis Integrated Ocean Drilling
Program (2003-2013) et International Ocean Discovery Program depuis 2013. Ces différents
programmes ont permis aux microbiologistes de collecter des échantillons pour révéler la diversité
des micro-organismes, leurs fonctions, leurs rbles écologiques, leurs interactions etc. Cet
écosysteme sédimentaire, longtemps considéré comme un désert biologique (Kato & Yamagishi,
2011), est en réalité colonisé par des communautés microbiennes complexes, composées de

bactéries, d’archées et de micro-eucaryotes majoritairement fongiques. Les dernieres estimations
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cellulaires s’élévent a 5,39x10%° cellules de bactéries et d’archées (Parkes et al., 2014). De plus, des
études de CARD-FISH (Schippers et al., 2005) et de métatranscriptomique (Orsi et al., 2013b) ont
montré qu’elles étaient vivantes et métaboliquement actives jusqu’ a plus de 2km de profondeur
sous le plancher océanique (Ciobanu et al., 2014; Inagaki et al., 2015). Les champignons de sub-
surface, qui dominent les communautés de micro-eucaryotes (Edgcomb et al., 2011b; Rédou et al.,
2014), sont présents jusqu’ a plus de 1 700m sous le plancher océanique (Ciobanu et al., 2014) et
sont capables de se développer activement et d’interagir avec les communautés procaryotes

(Pachiadaki et al., 2016).

Dans de telles conditions de pression, température et salinité les micro-organismes ont
développé des mécanismes physiologiques leur permettant de se développer dans cet
environnement extréme. Les membranes cellulaires microbiennes des micro-organismes d’habitats
profonds sont plus riche en acides gras insaturés, courts et ramifiés, permettant ainsi une meilleure
fluidité membranaire et donc I'entrée des nutriments malgré les faibles températures et les fortes
pressions hydrostatique/lithostatique (Yayanos, 1995). Les enzymes impliquées dans la réplication
de I’ADN, la transcription et la traduction sont surexprimées et fonctionnent a basse température
(D’Amico et al., 2006). D’autres enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire présentent une
plus grande flexibilité de leurs structures tridimensionnelle (Casanueva et al., 2010). Aux fortes
températures, les membranes cellulaires contiennent des lipides saturés, ’ADN est stabilisé par des
mécanismes de surenroulement et une teneur élevée en nucléotides G et C, des protéines
chaperones maintiennent la conformation tridimensionnelle des protéines cellulaires et de
nombreuses enzymes sont thermostables (Minic et al., 2006; Schrenk et al., 2010). Enfin pour faire
face a la faible activité de I'eau, comme dans des environnements concentrés en sel, les micro-
organismes accumulent dans leur cytoplasme des osmorégulateurs comme l'ion potassium K*
(Rothschild & Mancinelli, 2001). En I'absence d’oxygéne dans les sédiments, les micro-organismes
utilisent d’autres accepteurs d’électrons pour dégrader la matiére organique disponible : SO4? pour
la sulfato-réduction, le CO; pour la méthanogénése ou encore NOs pour 'ammonification (D’Hondt,

2004).

Tout comme les paramétres physico-chimiques, la complexité des communautés
microbiennes de sub-surface affecte le métabolisme des micro-organismes. Les sédiments

renferment une biodiversité complexe et peu de matiére organique disponible. La compétition est
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donc importante dans les écosystémes sédimentaires. Les micro-organismes doivent donc mettre
en place des mécanismes de défense, comme la synthese de molécules a activité antimicrobienne
dans une logique de colonisation de niche écologique ou de lyse de micro-organismes compétiteurs

avant utilisation de leurs composés organiques.

C. Les micro-organismes marins profonds et synthése de métabolites

secondaires bioactifs

Dans leur revue sur les molécules des écosystémes marins profonds, Skropeta et Wei (2014)
prennent en compte tous les écosystémes s’étendant de 50m de profondeur d’eau (limite que les
plongeurs ne peuvent pas franchir) jusque dans les sédiments. lls montrent que 42% des molécules
produites sont d’origine microbienne (Figure 7). En ne tenant compte que des molécules isolées
d’organismes collectés au-dela de 1 000m de profondeur, cette proportion s’éleve a 79% des
molécules décrites. Sur la base de cette étude, la biosphére microbienne des grands fonds et des
sédiments marins semble apparaitre comme un réservoir prometteur de nouvelles molécules

bioactives (Fenical & Jensen, 2006).

M Microorganismes
# Eponges

u Cnidaires

H Echinodermes

4 Mollusques

1 Bryozoaires

Figure 7 : Origine des molécules marines, isolées d’écosystémes situés a plus de 50m de profondeur,
décrites entre 2009et 2013, adaptée de (Skropeta & Wei, 2014)

Malgré leur rbéle primordial dans le développement des antibiotiques et leur abondante
production de métabolites bioactifs, les champignons ont suscité peu d’attention dans le milieu
marin et plus particulierement dans la biosphére profonde (Imhoff, 2016). Néanmoins, ils
synthétisent entre 40% et 60% des molécules microbiennes marines décrites (Skropeta & Wei, 2014;

Blunt et al., 2016). De plus, le nombre de nouvelles molécules marines fongiques décrit chaque
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année ne cesse d’augmenter (Blunt et al., 2014, 2015a, 2016) ce qui laisse penser que les
champignons issus du milieu marin pourraient représenter une nouvelle source de composés

bioactifs originaux.
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lll. LES CHAMPIGNONS MARINS

A. Définition

Dans les années 60, un champignon était qualifié de marin lorsqu’il pouvait se développer en
présence de sels de mer (Johnson & Sparrow, 1961). Cependant, cette premiere définition fondée
sur une caractéristique physiologique a rapidement été remise en cause par Kohlmeyer et
Kohlmeyer (1979) qui proposent d’'y ajouter une dimension écologique. Ainsi pour définir les
champignons marins, deux groupes sont créés: (i) les champignons dits obligatoires qui se
développent, sporulent et se reproduisent uniquement dans un milieu marin (ii) et les champignons
dits facultatifs, d’origine terrestre ou d’eau douce, qui sont capables de se développer voire de
sporuler en milieu marin. Cette définition dichotomique a été largement acceptée par la
communauté scientifique. Selon cette définition, 1 112 espéces champignons marins obligatoires
ont été décrites (Jones et al., 2015) alors que le nombre estimé de champignons dépasse les 10 000

especes (Jones, 2011).

Pourtant, depuis le développement et l'utilisation des méthodes omiques pour étudier les
communautés microbiennes dans un écosystéme, cette derniere définition est discutée. En effet,
selon Kohlmeyer et Kohlmeyer les champignons marins facultatifs, qui viendraient potentiellement
de spores dormantes de champignons terrestres véhiculées par I'air ou les cours d’eau jusqu’au
milieu marin, ne joueraient pas véritablement de réle écologique dans le milieu marin. Toutefois,
I’étude des parametres physiologiques de croissance de différents champignons facultatifs utilisés
comme modeéles montrent leur halotolérance ou halophilie et donc leur adaptation aux conditions
marines (Edgcomb et al., 2014). De plus des études de métatranscriptomique mettent en évidence
leurs activités métaboliques dans les sédiments marins (Orsi et al., 2013a; Pachiadaki et al., 2016).
Ils sont aussi capables de synthétiser des métabolites qui seraient impliqués dans la compétition.
Par exemple, le champignon Emericella sp., isolé d’une algue verte, qui produit en co-culture avec
Salinispora arenicola, une bactérie Gram-positif, 'emericellamide A active contre S. aureus résistant
a la méthicilline (Oh et al., 2007). Enfin des études montrent leur pathogénicité envers des
organismes marins. Aspergillus sydowii et Fusarium solani, champignons fréquemment retrouvés
en écosystéme terrestre, sont respectivement pathogénes de coraux et de crevettes (Alker et al.,

2001; Khoa et al., 2005). Tous ces arguments indiquent que de nombreux champignons marins
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facultatifs interagissent avec les différentes communautés au sein des écosystéemes marins et qu’ils
s’y expriment. Puisqu’ils sont métaboliquement actifs, il apparait que certains champignons dits
facultatifs doivent étre considérés comme de « vrais » champignons marins. Inspirée de la définition
précédente et intégrant une dimension d’activité métabolique, une nouvelle définition, proposée
en 2014, détermine 3 catégories de champignons marins : (i) les endémiques et actifs au sein de
I’écosystéme marin, (ii) les ubiquistes qui sont métaboliguement actifs dans I’environnement marin
et (iii) les ubiquistes qui ne sont pas métaboliquement actifs dans cet écosysteme (Mahé et al.,

2014).

Enfin dans un contexte ou les méthodes omiques sont largement utilisées pour étudier la
biodiversité et I'activité microbienne, une derniere définition, alliant ces différentes méthodes,
suggere que les champignons qui présentent: (i) des mécanismes d’adaptation aux conditions
marines, (ii) une expression génétique active (étude transcriptomique et synthése d’ARNm), (iii) un
métabolisme actif (étude du protéome et synthése de protéines qui assurent des fonctions
métaboliques ), ou alors (iv) une synthese de métabolites secondaires (étude du métabolome et des
molécules synthétisées) dans I'environnement marin doivent étre considérés comme des

champignons marins (Rédou et al., 2016).

Pang et ses collaborateurs (Pang et al., 2016) donnent une définition similaire et proposent
gu’un champignon qui a été isolé a plusieurs reprises dans les environnements marins parce qu’il
est capable : (i) de s’y développer et d’'y sporuler, ou (ii) de former des symbioses avec des
organismes marins ou (iii) de s’adapter, d’évoluer génétiquement et de s’exprimer
métaboliquement doit étre défini comme un champignon marin. Ainsi les champignons marins
représentent un seul et unique groupe. C'est cette définition que nous allons adopter au cours de

cette étude.

B. La diversité des champignons marins profonds

L'étude des champignons marins a commencé au 19¢ siécle et s’est relativement peu
développée au cours du 20¢ siecle (KohImeyer & Kohlmeyer, 1979) si ce n’est via la description de
nouvelles espéces. Le premier champignon marin profond a été isolé a 4450m de profondeur (Roth

et al., 1964). Dés lors, la communauté fongique présente dans les écosystémes extrémes et
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profonds, comme les sédiments ont attiré I'attention (Raghukumar & Raghukumar, 1998; Gadanho
& Sampaio, 2005; Singh et al., 2011; Xu et al., 2016). Les champignons marins ont été décrits comme
pathogénes ou endosymbiontes et comme acteurs dans les cycles biogéochimiques, notamment
dans le cycle du carbone. lls peuvent donc jouer un role dans les écosystémes et notamment dans
les interactions au sein d’'une communauté d’organismes (Edgcomb et al., 2014). Cependant, la
biodiversité fongique de la biosphéere profonde reste encore a éclaircir afin de mieux comprendre

leur présence et leur(s) role(s) écologique(s).

1. La diversité révélée par les méthodes moléculaires

Les avancées technologiques dans le domaine des technologies de séquencage de I’ADN ont
permis le développement des méthodes de metabarcoding pour étudier la diversité fongique au
sein de différents biotopes et notamment dans les écosystéemes profonds (Nagano et al., 2010;
Edgcomb et al., 2011b; Singh et al., 2012). En général, elles ciblent les séquences correspondant a
la petite sous-unité de I'ARNr 18S ou a l'ITS car elles permettent une bonne affiliation
phylogénétique entre les souches. Si dans la colonne d’eau, les communautés fongiques
représentent généralement moins de 2% de la biodiversité des micro-eucaryotes (Edgcomb et al.,
2011a; Pawlowski et al., 2011), dans les écosystemes profonds, elles sont dominantes (Bass et al.,
2007; Takishita et al., 2007; Edgcomb et al., 2011b). Ces méthodes moléculaires révelent une
diversité fongique insoupgonnée dans les écosystémes profonds (Bass et al., 2007; Le Calvez et al.,
2009; Nagahama & Nagano, 2012). Les champignons des sédiments marins détectés par ces
méthodes moléculaires sont principalement associés a deux phyla : Ascomycota et Basidiomycota

(Figure 8).

Le phylum des Basidiomycota est fréqguemment détecté par ces méthodes moléculaires.
Généralement présents sous leur forme unicellulaire (levure), ils appartiennent aux genres:
Cryptococcus, Malassezia, Rhodotorula et Trichosporon (Edgcomb et al., 2011b; Rédou et al., 2014;
Zhang et al., 2014; Xu et al., 2016) (Figure 8). Le genre Cryptococcus est majoritaire dans de
nombreuses études (Takishita et al., 2006; Edgcomb et al., 2011b; Rédou et al., 2014). Cette levure
ubiquiste dominerait donc les communautés fongiques dans les sédiments marins. Les genres
Malassezia and Trichosporon sont décrits comme pathogéenes de mammiféeres marins (Nakagaki et

al., 2000; Pollock et al., 2000).
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Contrairement aux Basidiomycota, les Ascomycota sont représentés a la fois par des formes
filamenteuses et levures. La premiere est représentée par les genres Penicillium et Aspergillus (Lai
et al., 2007; Edgcomb et al., 2011b; Xu et al., 2016), des genres ubiquistes fréquemment révélés
dans de nombreux écosystémes marins et terrestres. Moins fréquent, les genres Aureobasidium,
Cladosporium, Hortaea et Phoma sont également rencontrés (Damare et al., 2006; Lai et al., 2007;
Singh et al., 2011; Zhang et al., 2014). Les formes levures appartiennent aux genres Candida,

Debaryomyces ou Pichia (Lai et al., 2007; Singh et al., 2011; Zhang et al., 2014).
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Figure 8 : Arbre phylogénétique construit a partir des séquences d’ADN codant I’ARN
ribosomique 18S fongique. Les séquences ont été obtenues a partir de clones isolés de la marge
continentale active ou de la fosse océanique du Pérou, PM et PT respectivement (Edgcomb et
al., 2011b). Dans les carrés, le nombre de clones obtenus appartenant au groupe.

Des lignées ancestrales de champignons ont également été mises en évidence. Elles sont

principalement représentées par de nouvelles lignées de Chytridiomycota et Cryptomycota.
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Quelques études rapportent leur présence dans les écosystemes sédimentaires (Nagano et al.,
2010), et parfois, comme une composante fongique majoritaire (Nagahama et al., 2011). Elles ont

également été détectées aux niveaux de cheminées hydrothermales (Le Calvez et al., 2009).

Bien qu’affiliés a des champignons ubiquistes fréquemment rencontrés dans les écosystéemes
terrestres, ces champignons marins définis alors comme facultatifs, selon la définition de
Kohimeyer, ont été détectés a plusieurs reprises dans les environnements marins profonds et dans
les sédiments. lls se sont montrés actifs dans leur environnement notamment par la synthése de
protéinesimpliquées dans les différents métabolismes cellulaires et le transport des nutriments vers
la cellule (Pachiadaki et al., 2016), et peuvent donc étre considérés comme de « vrais » champignons

marins selon les derniéres définitions (Pang et al., 2016; Rédou et al., 2016).

2. La diversité cultivable

La diversité cultivable est plus faible que la diversité moléculaire (Singh et al., 2012; Zhang et
al., 2014). En effet, les méthodes employées ne permettaient pas la culture de tous les micro-
organismes. La proportion de micro-organismes cultivables est estimée a 0.1-0.25% (Amann et al.,
1995; D’Hondt, 2004). Les champignons isolés d’écosystemes profonds puis cultivés par les
méthodes conventionnelles, appartiennent principalement au phylum des Ascomycota. Les genres
Aspergillus, Penicillium, et Cladosporium en sont les principaux représentants (Damare et al., 2006;
Singh et al., 2012; Zhang et al., 2014; Nagano et al., 2016). Dans une moindre mesure, des levures
appartenant aux genres Rhodotorula et Rhodosporidium pour les Basidiomycota et Pichia pour les
Ascomycota ont également pu étre cultivées. (Singh et al., 2010; Nagano et al., 2016). Alors que les
Cryptococcus spp. dominent les communautés fongiques sédimentaires au travers des données
moléculaires, ils n‘ont pu étre isolés en culture qu’a deux reprises, a partir d’échantillons de

sédiment (Nagahama et al., 2003; Singh et al., 2010).

De nouvelles lignées de Cryptomycota ont été détectées a plusieurs reprises dans les
écosystemes sédimentaires (Nagano et al.,, 2010; Nagahama et al.,, 2011). Pourtant, aucun
représentant n’a pu étre cultivé jusqu’a ce jour. Ces nouvelles lignées non cultivées ont
probablement des caractéristiques physiologiques particulieres, que les conditions de cultures

utilisées en laboratoire n’ont pas reproduites. Des conditions de cultures plus adaptées a leur
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environnement in situ et qui répondraient a leurs besoins physiologiques en termes de source
d’énergie, de température, de pression, de pH, de salinité etc. doivent étre mises au point pour

parvenir a isoler des représentants de ces nouvelles lignées.

Les différentes méthodes culturales ont révélé des séquences phylogénétiquement proches
des champignons terrestres, suggérant donc une origine terrestre des souches fongiques présentes
dans les sédiments (Raghukumar et al., 2004; Damare et al., 2008; Singh et al., 2011). Cependant
ces populations sont différentes puisque gu’elles se sont adaptées aux conditions in situ. La majorité
des champignons isolés des écosystemes profonds sont halotolérants ou halophiles (Burgaud et al.,
2009, 2010). De plus, les spores d’Aspergillus terreus, isolé d’un environnement marin profond, sont
capables de germer a 30°C et sous 200 bar de pression, contrairement a celles d’'une souche
terrestre qui ne germent pas dans de telles conditions (Damare et al., 2006). Il en est de méme pour
les levures isolées d’environnements profonds qui montrent une meilleure croissance dans des
conditions similaires aux conditions in situ (Nagano et al., 2014). Selon Rédou et ses collaborateurs
ces souches isolées d’environnements marins peuvent étre qualifiées de champignons marins

(Rédou et al., 2016).

C. Les champignons marins de sub-surface une ressource

biotechnologique ?

La premiere molécule fongique marine a été découverte en 1945, par Giuseppe Brotzu qui a
isolé un champignon d’une bouche d’égout donnant sur la mer. Ce champignon, initialement
identifié comme Cephalosporium acremonium, montrait des activités contre les bactéries a Gram-
négatif et Gram-positif (Abraham, 1979). Les cultures de C. acremonium ont permis d’isoler et de
caractériser d’une famille de molécules appelées céphalosporines, encore utilisées aujourd’hui en

médecine (Muiiiz et al., 2007).
La recherche des molécules actives issues de champignons marins est relativement récente. Il

aura fallu attendre presque 50 ans, apres Giuseppe Brotzu, pour voir s’intensifier les recherches sur

les métabolites fongiques marins. Avant 1992, seulement 15 composés de champignons marins
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étaient décrits (Fenical & Jensen, 1993). Depuis, le nombre de molécules fongiques marines a

augmenté de facon exponentielle (Figure 9).

450

400

350

300

250

200

150

100

Nombre de métabolites décrits

50

> o H H L ™
o &S o
ARG AR R A A

Années

Figure 9 : Nombre de métabolites de champignons marins décrits chaque année
(Faulkner, 1992, 2002, Blunt et al., 2003, 2016)

Les genres Aspergillus et Penicillium, fréqguemment rencontrés en milieu marin, se révelent
étre les producteurs majoritaires de molécules actives (Blunt et al., 2015a; Imhoff, 2016). Sachant
gue la biodiversité fongique cultivable n’est que la partie émergée de I'iceberg, la chimio-diversité
des molécules fongiques marines et leurs potentielles activités biologiques restent encore
largement inexplorées. Elles pourraient probablement, étre source d’innovations dans le traitement
des maladies. En effet, la plinabuline est un dérivé de I’halimide, produite par Aspergillus sp.
CNC139, isolée de l'algue verte Halimeda copiosa (Fenical et al., 2000). La plinabuline est en
troisieme phase clinique (Adis International Ltd, 2016; BeyondSpring Pharmaceuticals, 2016). Elle
présente une nouvelle structure et un nouveau mode d’action dans la lutte contre le cancer du

poumon (Millward et al., 2011).

Au stade pré-clinique, les trichoderines A, Al et B, ont été isolés d’'une souche de Trichoderma
sp O5FI48, isolée d’une éponge (Pruksakorn et al., 2010; Mayer et al., 2013). Ces peptides linéaires
originaux sont actifs contre Mycobacterium tuberculosis et ses spores dormantes contrairement aux
molécules actuellement utilisées dans les cas de tuberculoses (Pruksakorn et al., 2011; Farah et al.,

2016).
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Les champignons marins isolés d’écosystémes de surface représentent une ressource
biotechnologique considérable puisque deux composés bioactifs ont intégrés les études cliniques.
En outre, de nombreux composés sont décrits chaque année pour leur activité biologique. (Ebada
& Proksch, 2015). De méme, les champignons marins isolés de sédiment peuvent répondre au
besoin de nouvelles molécules bioactives. Par exemple I’herqueidiketal (Figure 10) est une molécule
avec une structure originale. Elle est produite par une souche de Penicillium sp. isolée de sédiment
marin (Julianti et al., 2013). Cette molécule est active contre la sortase A, une enzyme nécessaire au
développement de Staphylococcus aureus. Elle sert de protéine d’ancrage pour les protéines de
surface et aide a I’élaboration du peptidoglycane chez la bactérie Gram-positif (Mazmanian, 1999).
Elle peut donc étre considérée comme une nouvelle cible pour les antibiotiques. L’herqueidiketal
pourrait donc inspirer la synthése de nouveaux antibiotiques (Julianti et al., 2013) montrant ainsi
que les champignons de sédiments marins peuvent également former un réservoir

biotechnologique.

Figure 10 : Structure de I’herqueidiketal (Julianti et al., 2013)
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IV. LE METABOLISME SECONDAIRE DES CHAMPIGNONS : VOIES DE

BIOSYNTHESE

Les champignons produisent de nombreuses molécules de faible poids moléculaire, connues
sous le nom de métabolites secondaires. Contrairement aux métabolites primaires, nécessaires au
développement cellulaire et impliqués dans des voies métaboliques plus ou moins communes aux
trois domaines du vivant, les métabolites secondaires sont propres a chaque souche et ne sont
synthétisés que pour aider a la survie de I'individu dans un écosysteme donné (Keller et al., 2005).
Ces métabolites présentent une multitude d’activités biologiques. Par exemple, dans les
écosystémes complexes tels que les sédiments marins, ou la matiere organique accessible est
limitée, les micro-organismes peuvent synthétiser des métabolites secondaires pour inhiber Ila
croissance d’un compétiteur. Parmi ces métabolites secondaires, certains montrent des activités
antimicrobiennes et sont particulierement intéressants dans le domaine pharmaceutique. En
revanche, d’autres sont toxiques, carcinogenes ou encore mutageénes et peuvent donc menacer la

santé humaine, animale et végétale. Ils sont couramment appelées les mycotoxines (Binder, 2007).

Ces métabolites secondaires sont divisés en plusieurs familles principales: les polycétides, les
peptides non ribosomiques, les alcaloides, les terpenes, les lipides et les dérivés de I'acide
shikimique (Figure 11). lls sont synthétisés par des complexes enzymatiques, codés par des groupes
de génes. Ces enzymes fusionnent des unités constitutives provenant du métabolisme primaire.
Elles forment ainsi des molécules plus complexes, souvent bioactives et présentant une grande

chimio-diversité.
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Figure 11 : Famille de molécules actives chez les champignons marins (Rateb & Ebel, 2011)

A. Les polycétides

Les polycétides, qui représentent 40% des molécules bioactives fongiques marines (Figure 11)
sont synthétisés par des PolyKetide Synthases (PKS). Il existe différents types de PKS chez les
champignons : les PKS de type | et les PKS de type lll. Ces derniéres ont été découvertes lors du

séquencage de génomes fongiques (Gensheimer & Mushegian, 2004).

Les PKS de type | sont trés répandues. Elles posseédent plusieurs domaines protéiques qui
condensent, par décarboxylation répétitives, de petites unités de malonylCoA et d’acétylCoA. Les
PKS de type | sont obligatoirement constituées des domaines : Acyl-Transferase (AT) qui sélectionne
les unités de substrat a ajouter a la chaine carbonée puis les transfére au domaine Acyl-Carrier
Protein (ACP) qui porte les unités d’extension (malonylCoA), enfin le domaine B-KetoacylSynthase
(KS) regoit I'unité et la fusionne avec la chaine carbonée (Crawford & Townsend, 2010). En plus de
ces trois domaines, d’autres domaines facultatifs peuvent étre présents et modifier le polycétide en
cours d’élongation, comme le domaine de la ketoreductase (KR), qui réalise des réductions, de la
dehydratase (DH), qui déshydrate le polycétide ou encore le domaine de enoyl reductase (ER), qui

élimine les insaturations.
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Chez les champignons, les PKS contiennent des domaines qui fonctionnent de facon itérative,
c’est-a-dire qu’ils peuvent accomplir plusieurs fois la méme réaction, on parle alors de PKS itérative.
Au contraire, chez les bactéries, les PKS possédent plusieurs modules avec les différents domaines,
on parle de PKS modulaires (Figure 12). L'ordre d’incorporation des acides carboxyliques ainsi que

le nombre d’itérations chez les champignons restent encore méconnus (Cox, 2007).

A : PKS itérative
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Figure 12 : Comparaison des mécanismes de synthése des polycétides. A : PKS fongique avec le début de
la synthése de la griseofulvine. B : PKS bactérienne avec la synthése de I’érythromycine (Campbell &
Vederas, 2010; Crawford & Townsend, 2010; Walsh & Fischbach, 2010; Cacho et al., 2013).

En noir, les modules optionnels de modification : SAT : starter Unit ACP Trancyclase, il charge la premiére
unité d’acétylCoA sur le domaine KS, PT : Product template, aide a la cyclisation du polycétide, KR :
ketoreductase, ER : Enoylreductase, DH : Dehydratase, T : thiolation est I’équivalent chez les bactéries du
domaine ACP de la PKS itérative
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En plus des modifications en cours d’élongation du polycétide, il existe des modifications post-
synthése comme des réductions ou méthylations (Keller et al., 2005). Ainsi, les champignons sont
capables de synthétiser des molécules tres diverses allant des plus simples comme |'acide

orsellinique aux plus complexes comme la griseofulvine (Figure 13).
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Figure 13 : Structures de I'acide osellinique et de la griseofulvine

La voie de biosynthese de la griseofulvine est un bon exemple pour illustrer la famille des
polycétides. La griseofulvine, découverte en 1939, est un antifongique synthétisé par une souche
terrestre de Penicillium griseofulvum (Oxford et al., 1939) et également extraite d’une souche
marine de Penicillium waksmanii (Petit et al., 2004). Elle est actuellement utilisée contre les
dermatophytes (champignons impliqués dans les maladies de peau, cheveux, ongles) (Cacho et al.,
2013). Alors qu’on sait qu’elle appartient aux polycétides depuis la fin des années 50 (Birch et al.,
1958; Simpson & Holker, 1977), I’élucidation de sa voie de biosynthese est, toute récente (Cacho et
al., 2013). Le groupe de génes impliqué dans la synthése de la griseofulvine est formé d’un géne,
gsfA, codant la PKS et des génes, gsfB a gsfF puis gsfl codant des enzymes de modifications qui vont
intervenir aprées la synthése du polycétide précurseur (Figure 14 A). La synthése débute avec la PKS
de type | GsfA. Elle synthétise un heptakétide en fusionnant une 1 unité d’acétylCoA et 6 unités de
malonylCoA (Figure 14 B). Le produit obtenu est cyclisé par la PKS au niveau du domaine PT puis
libéré. Ensuite, les enzymes de modifications post-synthése interviennent : GsfB et GsfC réalisent
des méthylations sur la chaine carbonée, Gsfl permet la fixation d’'un atome de chlore sur la
molécule. Ensuite, la GsfF cyclise la molécule qui sera ensuite méthylée par GsfD. Enfin, GsfE catalyse

une enoylreduction (Figure 14 B).
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Figure 14 : Organisation de la voie de biosynthése de la griseofulvine. A : Organisation des
génes au sein du cluster de génes. B : Détails de la voie de biosynthése (Cacho et al., 2013)

Contrairement a la PKS de type |, la PKS de type Il est moins répandue chez les champignons.
Elle possede un seul domaine semblable au domaine KS de la PKS de type |. Ce domaine condense
les acides carboxyliques et transforme la chaine nouvellement synthétisée (Figure 15). Cette PKS
synthétise de petites molécules cycliques avec 3 ou 4 unités d’acides carboxyliques (Hashimoto et

al., 2014).
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B. Les peptides non ribosomiques

Les peptides fongiques actifs sont moins abondants que les polycétides. Pourtant ils sont,
depuis tres longtemps, au cceur de nos systémes de santé. En effet les premiers antibiotiques
comme les beta-lactames (pénicilline, céphalosporine), appartiennent a cette classe de molécules.
Comme les polycétides, ces peptides sont synthétisés par des complexes enzymatiques appelés Non
Ribosomal Peptides Synthetases (NRPS). Ces complexes utilisent des acides aminés protéinogenes
et non protéinogénes pour synthétiser des peptides dits non ribosomiques (Keller et al., 2005). Les
peptides non ribosomiques sont nettement plus diversifiés que les polycétides car plus de 500
monomeres différents peuvent intégrer la chaine peptidique. Ces acides aminés non protéinogénes
sont souvent a l'origine de I'activité biologique du peptide (Marahiel & Essen, 2009; Walsh &
Fischbach, 2010).

Les NRPS sont composées de plusieurs modules composés eux méme de plusieurs domaines :
le domaine d’adénylation (A) reconnait, active le substrat et le charge sur le domaine Peptidyl
Carrier Protein (PCP), également appelé domaine de Thiolation (T). Ce domaine porte la chaine
peptidique en cours d’élongation. Le module de condensation (C) catalyse la liaison peptidique du
substrat sur la chaine peptidique (Finking & Marahiel, 2004). Chaque module est responsable de
I'incorporation d’un acide aminé dans la chaine peptidique. L'ordre de succession des modules dans
le groupe de genes codant la NRPS donne donc des renseignements sur la séquence peptidique
(Marahiel & Essen, 2009). Tout comme dans les PKS, il existe dans les NRPS des domaines
« facultatifs », comme des domaines d’épimérisation qui permettent de convertir un L-acide aminé
en D-acide aminé, de N-méthylation, qui rajoute un groupement méthyl sur I'azote ou encore des
domaines de réduction qui vont réduire différents groupements (carboxyle ou alcool) (Déhren,
2004). Ces domaines dits facultatifs modifient de la chaine peptidique au cours de I’élongation.
Ainsi, la diversité structurale des peptides non ribosomiques repose sur la longueur de la chaine
peptidique, sa possible cyclisation et les différentes fonctions assurées par les domaines de
modification de la chaine peptidique. Le peptide final synthétisé par la NRPS peut ensuite étre

modifié post-synthése pour amener encore plus de diversité structurale.

Il existe plusieurs type de NRPS : les linéaires (type A), les itératives (type B) et les non linéaires

(type C) (Mootz et al., 2002) (Figure 16). Les NRPS linéaires consistent en une succession des
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modules composés des domaines A-T-C et de domaines de modification. La séquence peptidique
synthétisée peut étre prédite en étudiant I'ordre de succession des modules A. Les NRPS iteratives
sont composées d’un ou plusieurs modules qu’elles utilisent plusieurs fois au cours de la synthese
du peptide. Enfin les NRPS non linéaires, plus rares chez les champignons, comprennent plusieurs
modules ou les domaines A-T-C sont placés aléatoirement. La séquence du peptide final est, par

conséquent, plus difficile a prédire.
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Figure 16 : Les différents types de NRPS, adaptée de (Keller et al., 2005; Eisfeld, 2009)

La céphalosporine C est la premiere molécule fongique d’origine marine découverte. Elle
appartient a la famille des peptides non ribosomiques. Sa voie de biosynthese a été élucidée a la fin
des années 80 (Aharonowitz et al., 1992). Les génes impliqués dans la synthese sont répartis en 3
groupes (Figure 17 A). La synthése débute par la formation d’un tripeptide linéaire synthétisé par
une NRPS, I’ACV synthase, codée par le géne pcbAB. Ce peptide est formé d’un acide L-a-
aminoadipique, d’'une L-cystéine et d’une D-valine, obtenue par épimérisation d’une L-valine. Ce
peptide est oxydé puis cyclisé, par I'isopenicillin N synthase (pcbC) pour former 'isopenicillin N. Ces
deux premieres étapes sont également communes a la biosynthese de la pénicilline. Ensuite,
I’extrémité comportant la chaine latérale est épimérisée (le L-a- aminoadipique est devenu |'acide
D-a- aminoadipique) et forme ainsi la pénicilline N, le précurseur direct des céphalosporines. Le
cycle a 5 liaisons de ce précurseur est agrandi a 6 liaisons via une oxydation réalisée par la
déacétoxycéphalosporine C synthetase (DAOCS), également appelée expandase. Cette derniére
molécule est par la suite hydroxylée puis acétylée pour former la céphalosporine C (Figure 17 B)

(Aharonowitz et al., 1992; Hamed et al., 2013).
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Figure 17 : Organisation de la voie de biosynthése de la céphalosporine C. A : Organisation des génes.

B : Détails de la voie de biosynthése (Hamed et al., 2013)

C. Les terpenes

lIs représentent 15% des métabolites fongiques d’origine marine bioactifs (Figure 11). Cette

famille de molécules est structuralement tres diverse. Elle comprend des molécules simples avec

des structures linéaires et des molécules complexes cycliques. Les terpénes sont synthétisés a partir

d’unité d’isopréne diphosphate composée de 5 carbones (Figure 18) : I'isopentényl diphosphate

(IPP) et son isomere le diméthylallyl diphosphate (DMAPP), tous deux issus de la voie des

mévalonate (Keller et al., 2005; Christianson, 2008).
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Figure 18 : Biosynthése des précurseurs des terpenoides (Yao, 2007)

La biosynthese des terpenes est réalisée en deux étapes : la premiere permet la synthése des
précurseurs par les prényltransferases, la seconde consiste en la cyclisation des précurseurs par des
terpenes cyclases. Les prényltransferase fusionnent les différentes unités d’isoprénes pour obtenir
les précurseurs directs de la syntheése des terpénes. Il existe 3 prényltransferases : les géranyl
diphosphatases synthétisent les géranyl diphosphates (GPP, molécules a 10 carbones) précurseurs
des monoterpénes, des farnésyl diphosphatases fabriquent des farnésyl diphosphates (FPP,
molécules a 15 carbones) précurseurs des sesquiterpénes, et des géranylgéranyl diphosphatases
réalisent des géranylgéranyl diphosphates (GGPP, molécules a 20 carbones) les précurseurs des
diterpenes (Figure 17). Les GGPP et les FPP peuvent ensuite étre couplés pour former des molécules

plus conséquentes a 30 ou 40 carbones respectivement (Christianson, 2008; Wawrzyn et al., 2012)

Ces précurseurs sont ensuite cyclisés par des terpénes cyclases, également appelée terpene
synthases. Ces enzymes peuvent se présenter sous la forme d’un complexe multi-enzymatique,
contenant plusieurs domaines pour catalyser des réactions complexes engendrant des molécules
de haut poids moléculaire (Christianson, 2008). Le terpéne ainsi obtenu peut par la suite étre
modifié par d’autres enzymes : méthylations, carboxylations, ou encore hydroxylation (Wawrzyn et

al., 2012).
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La pleuromutiline est un diterpéne fongique qui posséde des activités antimicrobiennes. Elle
a été isolée a partir de 2 basidiomycétes anciennement identifiés comme Pleurotus mutilis Sacc et
Pleurotus passeckerianus Pilat (Kavanagh et al., 1951). La pleuromutiline et ses dérivés sont actifs
contre les bactéries a Gram-positif impliqué dans les maladies de peau (Yan et al., 2006).
Principalement utilisés en médecine vétérinaire, ce n’est qu’en 2007 que la retapamuline, dérivée
de la pleuromutiline est utilisée en thérapie humaine, devenant ainsi le premier représentant d’'une
nouvelle classe d’antibiotique avec un mécanisme d’action unique qui inhibe en plusieurs point la
synthése protéique et entrainant un faible développement de résistance bactérienne (Yan et al.,
2006; Bailey et al., 2016). Si la voie de biosynthése de la pleuromutiline a été élucidée dans les
années 60, le groupes de génes qui lui est associé n’a été découvert que tres récemment (Figure 19
A) (Birch et al., 1966; Mitterbauer & Specht, 2011). La synthese des diterpénes commence par la
formation du précurseur, le GGPP (20 carbones). La liaison du DMAPP en C1 et de I'|PP en C4 forme
un GPP. Deux autres unités IPP sont ajoutées pour former le GGPP (Figure 18). Cette étape est
réalisée par la géranylgéranyl diphosphatase codée par le géne ggpps. Ce précurseur est ensuite
cyclisé en 2 étapes par une diterpene synthase pour former un analogue de la mutiline contenant
trois cycles (Figure 19 B) (Tsukagoshi et al., 2007; Yao, 2007). Il est ensuite modifié par I'action de
Cytochromes P-450, d’acyltransférase (ATF) et de dehydrogenase/reductase (SDR) (Bailey et al.,
2016) (Figure 19 B).
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Figure 19 : Organisation de la voie de biosynthése de la pleuromutiline. A : Organisation des génes
au sein du cluster de génes. ATF : géne codant pour une acétyl transférase, cyc géne codant pour la
terpéne cyclase, ggps géne codant pour la geranylgeranyl diphosphatase, SDR géne codant pour une
déhydrogenase réductase (Bailey et al., 2016).B : Détails de la voie de biosynthése (Tsukagoshi et
al., 2007)

D. Les alcaloides

Les alcaloides représentent 20% des métabolites actifs fongiques (Figure 11). Ils contiennent
un atome d’azote dans leur structure et dérivent principalement des acides aminés (Ziegler &
Facchini, 2008). Ainsi, ils comprennent un grand nombre de molécules trés diverses dont
principalement des indoles-alcaloides. Ces derniers dérivent du tryptophane qui contient un noyau

indole.

Plusieurs réactions sont possibles a partir du tryptophane (Xu et al., 2014b) :

— Un diméthylallyl diphosphate peut lui étre ajouté par une 4-dimethylallyl tryptophane
synthase (4-DMATS) pour former le 4-dimethylallyl tryptophane (4-L-DMAT), un
précurseur dans la synthése des ergots d’alcaloide (Figure 20).

— Il peut subir une décarboxylation et former la tryptamine, couramment utilisée comme

précurseur chez les alcaloides de plante. Cependant, I'incorporation de la tryptamine dans

les alcaloides n’a pas été clairement démontrée chez les champignons.
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Figure 20 : Premiéres étapes communes a la synthése des ergots
d’alcaloides (Wallwey & Li, 2011)

Les ergots d’alcaloides forment une famille de métabolites fongiques d’intérét
biotechnologique. lls sont utilisés en thérapie pour soigner les migraines ou la pression artérielle
(Lorenz et al., 2009), d’autres sont décrits pour leurs activités antimicrobiennes. Leur voie de
biosynthese débute par la formation du noyau d’ergoline dont la premiére étape consiste a
prényler le L-trypthophane pour former le 4-L-DMAT. Cette réaction est réalisée par une DMATS
codée par le géne fgapt2 (Figure 21 A) (Unsold & Li, 2005). Ce précurseur est ensuite méthylé, par
la FgaMT, une méthyl-transférase, pour former la 4-dimethylallyl-L-abrine (Rigbers & Li, 2008). La
troisieme étape fait intervenir FgaOx1 (ou ccsA) et FgaCat, des enzymes de décarboxylation,
cyclisation et hydroxylation qui cyclisent ce dernier intermédiaire (Lorenz et al., 2010; Goetz et al.,
2011). Le déroulement des réactions et I'intervention des différentes enzymes ne sont pas encore
entierement élucidés. L'intermédiaire formé, la chanoclavine | va étre transformé en son aldéhyde
par la FdaDH (Wallwey et al., 2010). A partir de cet aldéhyde, 2 voies de biosynthéses sont possibles :
celle de clavines synthétisées par des especes de Penicillium et d’Aspergillus et celle des

ergopeptides, synthétisés par des especes de Claviceps (Rigbers & Li, 2008).

Les fumigaclavines, appartenant au groupe des clavines, possédent des activités
anticancéreuses et antimicrobiennes contre des bactéries anaérobies (Li et al., 2013b; Xu et al.,
2014a; Zhang et al., 2016). Initialement isolée d’environnement terrestre, elles sont, également,
produites par des champignons marins (Kansoh et al., 2010; Li et al., 2013b). La synthese des

fumigaclavines passe par un intermédiaire, la festuclavine, produite a partir de I'aldéhyde de la
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chanoclavine I. Elle fait intervenir la FgaOx3 et la FgaFS, deux enzymes qui vont réduire et cycliser
I’aldéhyde de la chanoclavine |. La premiere fumigaclavine B est formé par I'ajout d’un groupement
hydroxyle sur le carbone 7. Cette réaction est probablement réalisée par le géne codant une une
monoxygénase FgaP4250-2 (Arroyo-Manzanares et al., 2016). Le passage de la fumigaclavine B a la
fumigaclavine A est réalisée par la FgaAT, une acyltransférase qui permet |'acétylation du
groupement hydroxyle rajouté précédemment (Liu et al., 2009). Enfin, la fumigaclavine C est

synthétisé chez A. fumigatus par une prénylation par la FgaPT1 (Unsold & Li, 2006) (Figure 21 B).

A fgaOx3  fgaP450-1 fgaDH fgaAT fgaPT2 fgaMT
fgaFS fgaPT1 fgaP450-2 fgaCat fgaOx1
B
HO,
H
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CH N\CHG N Se
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acetyl-CoA HS-CoA DMAPP PP;

(85,95)- (85,95)-
fumigaciavine A fumigaclavine C -
Figure 21 : Organisation de la voie de biosynthése des fumigaclavines. A:
Organisation des genes. B : Détails de la voie de biosynthése (Wallwey & Li, 2011)

Pour obtenir encore plus de diversité chimique et structurale, les différentes voies de
biosynthése de métabolites secondaires sont parfois fusionnées pour former des molécules dites
hybrides, comme les PKS-NRPS (Boettger & Hertweck, 2013), les diketopiperazines qui consistent a
incorporer un indole-alcaloide dans un peptide non ribosomique via une NRPS (Xu et al., 2014b) ou
encore les hybrides polycétides-terpenes, appelés méroterpénoides (Itoh et al., 2010) pour lesquels
les voies de biosynthese restent encore peu décrites. Ainsi, la diversité chimique des métabolites

secondaires actifs est immense et est largement sous-estimée.
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V. OBIJECTIFS

Le renouvellement des molécules utilisées en antibiothérapie est devenu une des priorités
mondiales pour faire face a I'antibiorésistance. Par conséquent la recherche de molécules naturelles
antimicrobiennes s’est intensifiée. Les micro-organismes terrestres et plus particulierement les
champignons ont fourni les principaux antibiotiques encore utilisés aujourd’hui. L’environnement

marin, renferme également une grande biodiversité fongique.

Afin de mieux connaitre les champignons marins et leur role dans les écosystémes profonds,
une collection de 183 isolats de champignons, isolées de sédiments marins profonds, a été établie
(Rédou, 2014). Les sédiments ont été collectés par forage au large de la Nouvelle-Zélande, dans le
cadre du programme international de découverte des océans : Integrated Oceans Drilling Program
(IODP) lors du LEG 317. La carotte de sédiments, collectée a 344m de profondeur, est longue de
1927,5m sous le plancher océanique, soit la troisieme plus grande obtenue jusqu’a aujourd’hui
(International Ocean Discovery Program, 2016). Enfin, cette carotte a été divisée en sous
échantillons pour différentes analyses microbiologiques, géologiques ou encore physico-chimique.
L’échantillon le plus profond utilisé pour les analyses microbiologiques se situait a 1 925 métres sous
le plancher océanique, soit I'échantillon le plus profond jamais analysé (Fulthorpe et al., 2010).
L’étude microbiologique de cette carotte de sédiment a permis de repousser les limites de la vie et
a montré, par approche moléculaire, la présence de champignons jusqu’a 1 740m sous le plancher

océanique (Ciobanu et al., 2014; Rédou et al., 2014).

Dans un contexte de renouvellement urgent des agents antimicrobiens, et dans le cadre du
projet européen MaCuMBA, (Marine microorganisms: Cultivation Methods for improving their
Biotechnological Applications, FP7 2012-2016) dont les objectifs sont d’améliorer la culture des
micro-organismes marins pour développer leur valorisation biotechnologique, nous avons exploré
la collection originale précédente de champignons isolés de sédiments marins profonds pour ses

activités antimicrobiennes. Pour ce faire la stratégie élaborée comprend quatre étapes successives :

— Au niveau biodiversité fongique écophysiologie : définir la diversité de champignons
cultivables issus de sédiments marins profonds et étudier leurs caractéristiques

écophysiologiques. En effet, la connaissance de caractéristiques de croissance des souches
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fongiques isolées permettra (i) d’obtenir des informations essentielles relatives a leur
adaptation aux conditions environnementales et (ii) de dresser une carte du potentiel de

croissance des différentes souches

Au niveau génomique : évaluer le potentiel de biosynthese de métabolites secondaires des
souches de champignons marins profonds. La présence de génes impliqués dans les voies de
biosynthese de métabolites potentiellement actifs dans le génome des différentes souches

favorisera une sélection ciblée des souches les plus intéressantes.

Au niveau fonctionnel : déterminer les spectres d’activités antimicrobiennes contre des

cibles microbiennes pathogénes en médecine humaine.

Au niveau structural : caractériser les composés bioactifs. Les composés préalablement

décrits pourront étre valorisés a travers d’autres activités biologiques qui seront explorées

(anti-biofilm, inhibiteur de kinase)
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CHAPITRE 1

Richesse de la biodiversité fongique et adaptation

physiologique des champignons de sédiments marins

Species Richness and Adaptation of Marine Fungi from

Deep-Subseafloor Sediments

Vanessa Rédou, Marion Navarri, Laurence Meslet-Cladiére, Georges Barbier, Gaétan

Burgaud. 2015. Applied and Environmental Microbiology. 81 (10) : 3571-3583
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Les parameétres physico-chimiques comme la pression, la température ou encore
I'oligotrophie structurent les communautés microbiennes au sein des sédiments marins profonds.
L’étude des communautés fongiques dans les sédiments marins est relativement récente (Damare
et al., 2006; Nagano et al., 2010; Edgcomb et al., 2011) et montre la présence des champignons

marins jusqu’a 1 740m sous le plancher océanique (Ciobanu et al., 2014).

La premiére partie de cette étude concerne la constitution d’une collection de champignons
isolés de sédiments marins profonds. Les échantillons obtenus ont été traités en diversifiant les
conditions de culture : différentes valeurs de pressions et de températures fixées selon la
profondeur de I'échantillon collecté, différents milieux de cultures relativement oligotrophes,
différentes concentrations en sels de mer, avec ou sans antibiotique et avec ou sans oxygéne. Ce
plan d’expérience a permis d’isoler 183 champignons. La grande majorité (80%) a été obtenue apres
une étape préalable d’enrichissement sous pression hydrostatique, ce qui semble indiquer une

adaptation de ces isolats fongiques aux conditions in situ.

Nous avons ensuite sélectionné des représentants de cette collection pour les identifier et
étudier leurs caractéristiques de croissance. La sélection a été réalisée apres une étape de
déréplication (MSP-PCR fingerprinting) utilisant 'amorce M13. Elle a permis de regrouper les
souches ayant des profils génétiques similaires. L'identification par séquencage et analyses
phylogénétiques des marqueurs génétiques a montré que cette collection était dominée par les
Ascomycota, (plus de 89% de la collection). lls sont principalement représentés par les genres
Penicillium et Fusarium pour les champignons filamenteux et Meyerozyma pour les levures. Les
Basidiomycota (11%) sont principalement présents sous forme levures et appartiennent au genre
Rhodotorula. Tous les taxons isolés dans le bassin de Canterbury, sont également décrits dans des
écosystémes terrestres, soulevant ainsi la question de leur réelle adaptation aux conditions

environnementales de la biosphere profonde.

L’étude des caractéristiques de croissance des champignons a été réalisée par néphélométrie
laser sur 15 représentants de champignons filamenteux, sélectionnés dans les principaux groupes
et en fonction de la profondeur. Les champignons ont été cultivés en plaque 96 puits, a différentes

températures, dans du PDB (Potato Dextrose Broth) contenant différentes concentration en sel. Les
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résultats montrent que les souches sont non halophiles a 25°C. Cependant, I'augmentation de la
température a entrainé I'apparition d’une halotolérance ou d’une halophilie pour les souches les
plus profondes uniquement. Ce changement physiologique suggere une adaptation des souches a

I’augmentation de température observée au cours de I'enfouissement des sédiments.

Enfin, le potentiel de synthese de métabolites secondaires a été abordé pour estimer le
potentiel biotechnologique de ces isolats. Les souches de cette collection ont été criblées pour la
présence de génes impliqués dans les voies de biosynthese de métabolites potentiellement
bioactifs. Les voies de biosynthése des PKS, NRPS, des hybrides PKS-NRPS et des TPS ont été
recherchées par PCR. Plus de 96% de la collection possede au moins un des genes ciblés. Seules huit

souches de levures n’ont présenté aucun des genes recherchés.

Dans les sédiments du bassin de Canterbury, I'approche culturale appliquée a permis d’isoler
183 champignons entre 4 et 1 884 metres sous le plancher océanique. Bien qu’affiliés a des groupes
de champignons terrestres, certaines souches de la collection semblent adaptées aux conditions
environnementales. De plus, elles ont affiché un fort potentiel génétique laissant présager la
synthese de molécules secondaires avec de potentielles activités biologiques. Enfin, il est important
de noter que dans cette étude, I'établissement de la collection de culture et leur identification ont
été réalisés dans le cadre de la thése de Vanessa Rédou (2011-2014). Les étapes de déréplication,
les analyses écophysiologiques par Néphélométrie Laser et [I'évaluation du potentiel

biotechnologique ont été obtenus dans le cadre de cette these (2013-2016).
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Species Richness and Adaptation of Marine Fungi from
Deep-Subseafloor Sediments

Vanessa Rédou, Marion Navarri, Laurence Meslet-Cladiére, Georges Barbier, Gaétan Burgaud

Université de Brest, EA 3882 Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne, Technopéle Brest-lroise, Plouzané, France

The fungal kingdom is replete with unique adaptive capacities that allow fungi to colonize a wide variety of habitats, ranging
from marine habitats to freshwater and terrestrial habitats. The diversity, importance, and ecological roles of marine fungi have
recently been highlighted in deep-subsurface sediments using molecular methods. Fungi in the deep-marine subsurface may be
specifically adapted to life in the deep biosphere, but this can be demonstrated only using culture-based analyses. In this study,
we investigated culturable fungal communities from a record-depth sediment core sampled from the Canterbury Basin (New
Zealand) with the aim to reveal endemic or ubiquist adapted isolates playing a significant ecological role(s). About 200 filamen-
tous fungi (68%) and yeasts (32%) were isolated. Fungal isolates were affiliated with the phyla Ascomycota and Basidiomycota,
including 21 genera. Screening for genes involved in secondary metabolite synthesis also revealed their bioactive compound syn-
thesis potential. Our results provide evidence that deep-subsurface fungal communities are able to survive, adapt, grow, and in-

teract with other microbial communities and highlight that the deep-sediment habitat is another ecological niche for fungi.

M arine environments encompass coastal and open-ocean wa-
ter columns and sediments, including the deep-marine sub-
surface. These environments harbor a broad diversity of microor-
ganisms involved in biogeochemical cycling. There has recently
been increasing interest in the diversity of microbial eukaryotes in
these habitats, particularly in the subsurface biosphere. Hydro-
thermal vent sediments (1—4) as well as sediments from centime-
ters to hundreds of meters below the seafloor (5-13) have been
investigated using both molecular and culture-dependent meth-
ods. Such integrated approaches have revealed the occurrence and
activity of complex fungal communities in these extreme environ-
ments. Fungal DNA and RNA signatures as well as cultured iso-
lates provide direct evidence that fungi persist in these marine
sediments, although their role in these ecosystems is not yet clearly
understood. Most of the fungal molecular signatures and cultured
isolates from those habitats were affiliated with the phylum Asco-
mycota, and a few of them belonged to the phyla Basidiomycota
and Chytridiomycota (14). While some fungal sequences are from
potentially novel organisms, many sequences are from fungi with
close relatives from terrestrial, freshwater, and marine environ-
ments (8).

To date, within subseafloor sediments, fungi have been identi-
fied from a few centimeters below the seafloor (5) down to 1,740
m below the seafloor (mbsf) (15), but we are still eager to assess
whether they persist only as vegetative spores or play an active
role(s) in biogeochemical cycling. Recent metatranscriptomic
analyses suggest that fungi, while occurring in lower abundance
than Bacteria and Archaea, possess the ability to degrade a variety
of organic substrates in deep-subseafloor sediments (13).

Limitations on habitability in deep-subseafloor sediments are
set by a variety of physical and chemical properties acting both
individually and in combination, including low nutrient availabil-
ity, salinity, hydrostatic and lithostatic pressures, pH, porosity,
and temperature. The deep subsurface is defined by microbial
ecologists as sediment layers with distinct microbial communities
that lack the microbial imprint of water column communities
(16). As many molecular signatures representing terrestrial fungi
have been detected in deep-marine subsurface sediments, it is now
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necessary to determine whether such terrestrial microorganisms
occurring in this ecosystem are specifically adapted to the extreme
in situ conditions.

Microbial interactions between fungi, Bacteria, and Archaea
may occur in subsurface sediments, including those resulting
from the synthesis and release of bioactive compounds (from an-
timicrobials to cell cycle blockers). Marine fungi from coastal waters
are known to synthesize a broad range of bioactive natural com-
pounds with interesting bioactivities (17), including polyketides,
peptides, alkaloids, and terpenoids. Consequently, the deep sub-
seafloor may be an untapped reservoir of microorganisms pro-
ducing biomolecules that may be useful for biotechnological ap-
plications.

Here we present the first culture-based analysis of fungi iso-
lated from deep-subsurface sediments. The purpose of this survey
was (i) to determine the distribution pattern of culturable fungal
communities along a sediment core from the Canterbury Basin
near New Zealand, (ii) to characterize their ecophysiological pro-
files and, consequently, to assess their ability to withstand harsh in
situ conditions that include elevated hydrostatic pressure, high
salinity, and a range of temperatures, and (iii) to evaluate their
genetic potential for the synthesis of bioactive compounds.
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Rédou et al.

TABLE 1 Culture collection of fungi from deep-subseafloor sediments

No. of genera/no. of strains isolated:

With enrichment Under
Sample Core depth under hydrostatic ~ atmospheric
identifier (mbsf) In total pressure pressure
1H3 4 9/26 7/16 4/10
2H5 12 717 5/12 3/5
3H5 21 5/13 5/12 1/1
4H1 25 7125 7/25 0
5H1 34 14/38 11/31 4/7
5H3 37 9/26 5/15 4/11
15H4 137 6/13 6/13 0
48X3 403 5/12 4/11 171
88X1 765 3/12 2/11 1/1
99R1 1,478 0 0 0
144R3 1,884 171 0 1/1
Total 21%/183 13/146 12/37

“ Twenty-one genera plus one uncultured Agaricomycetes isolate.

MATERIALS AND METHODS

Site description and sediment sampling. Sediment samples were ob-
tained from a core collected in the Canterbury Basin on the eastern mar-
gin of the South Island of New Zealand at site U1352 (44°56'26.62"S,
172°1'36.30"E). This core reached a depth 0f 1,927.5 mbsf and was drilled
during the Integrated Ocean Drilling Program (IODP) Leg 317 Expedi-
tion on DS JOIDES Resolution in a water depth of 344 m. Fluorescent
microspheres were used as tracers for contamination during drilling.
Samples were processed under strict contamination control conditions
onboard and onshore, and only samples with undetectable contamination
were used for this study (18). Core subsampling was performed onboard
under sterile conditions, and only the center parts of unconsolidated sed-
iments and intact pieces of rocks were kept for microbiological analyses, as
reported elsewhere (18). Subsamples were immediately transferred into a
sterile Schott bottle sealed with a butyl rubber stopper and were stored at
4°C under a nitrogen atmosphere for later cultivation. A recent culture-
independent study of the same core did not detect contamination of those
sediment samples (15, 19). For this study, 11 samples of sediment and
sedimentary rock collected at depths ranging from 4 to 1,884 mbsf were
analyzed (Table 1).

Enrichment conditions mimicking the in situ natural environment.
Five different media were used for isolation of filamentous fungi and
yeasts under atmospheric pressure: malt extract agar, potato dextrose
agar, cornmeal agar, Sabouraud dextrose agar, and Czapek Dox agar. The
media were diluted 1:5 to simulate the low nutrient conditions of deep
sediments, as described elsewhere (5), and were formulated with and
without 3% (wt/vol) sea salts and with and without antibiotics (500 mg/
liter chloramphenicol, 200 mg/liter penicillin). Samples from 4, 12, 21, 25,
34,37, and 137 mbsf were incubated at 5°C, 15°C, and 25°C; samples from
403 and 765 mbsf were incubated at 15°C, 25°C, and 30°C; and samples
from 1,478 and 1,884 mbsf were incubated at 35°C, 45°C, and 55°C.

Three different media were used for the isolation of fungi under ele-
vated hydrostatic pressure, i.e., Sabouraud dextrose broth, marine broth,
and potato dextrose broth (PDB), diluted 1:5 with or without sea salts and
antibiotics, as described above. Enrichment cultures were performed un-
der aerobic conditions in sterile syringes, and the media were saturated
with dissolved oxygen. Each syringe contained 5 ml of medium and 200 .l
of sediment sample slurry. The syringes were then transferred into a high-
pressure incubation system and incubated at different temperatures. Sam-
ples from 4, 12, 21, 25, 34, and 37 mbsf were incubated at 25°C and 4 MPa;
samples from 137, 403, and 765 mbsf were incubated at 30°C and 11 MPa;
and samples from 1,478 and 1,884 mbsf were incubated at 45°C and 37
MPa. After 14 days of enrichment under hydrostatic pressure, 100 pl of
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culture was dispensed into agar plates and incubated at the same temper-
ature used for the original cultivation until fungal growth. For each con-
dition, pure cultures were obtained by streaking and central picking on
different enrichment media for fungi showing a distinct morphology.

Asa control, nutrient plates were exposed within a laminar flow hood
during all isolation procedures. No fungal colonies were obtained on con-
trol plates, indicating the absence of aerial contamination during isola-
tion.

DNA extraction. DNA extraction from all cultures was performed
using a FastDNA spin kit (MP Biomedicals) following the manufacturer’s
recommendations for fungi. DNA quality and quantity were assessed us-
ing a NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies) prior to
gene-specific PCR amplifications.

MSP-PCR. In order to cluster the isolates, mini- and microsatellite-
primed PCR (MSP-PCR) was applied. The primer used for MSP-PCR was
the core sequence of phage M13 (GAGGGTGGCGGTTCT) (20). The
PCR was performed in 25-ul reaction volumes containing 1 X PCR buffer,
2 mM MgCl,, 0.4 mM each deoxynucleoside triphosphate (ANTP), 0.8
mM the primer, 1 U of Taq polymerase, and 15 ng of genomic DNA from
each cultured isolate. Amplification consisted of an initial denaturation
step at 95°C for 5 min, followed by 40 cycles of 45 s at 93°C, 60 s at 50°C,
and 60 s at 72°C and a final extension step of 6 min at 72°C (21). A negative
control where DNA was replaced by sterile distilled water was also in-
cluded. Amplified DNA fragmentsin 1X Tris-borate-EDTA (TBE) buffer
were separated by electrophoresis on a 1.4% (wt/vol) agarose gel (Pro-
mega) at 85V for 3.5 h. On each gel, a 1-kb molecular size marker was used
(Promega). DNA banding patterns were visualized under UV transillumi-
nation, and picture files were generated using a Quantum ST4 system
(Vilbert Lourmat). Genetic profiles were analyzed using BioNumerics
software (version 6.6; Applied Maths). All fingerprints were grouped by
similarity using the Dice coefficient, and clustering was based on the un-
weighted-pair group method using average linkages methods. The cophe-
netic correlation coefficient was calculated. Clusters were generated using
an arbitrary cutoff of 75% sequence similarity with minor adjustments
(£5%). Some representative sequences were selected from each cluster
for further sequencing.

PCR amplification of 18S, ITS, and partial 285/26S rRNA. For ge-
netic identification of fungi isolated in our sediment samples, 185 rRNA
gene sequences from cultured isolates were amplified with primers NS1
(5"-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3") and SR6 (5'-AAGTAGAAGTCGT
AACAAGG-3") (22). Internal transcribed spacer (ITS) and partial 28S
rRNA gene sequences were amplified using primers ITS5 (5'-GGAAGTA
AAAGTCGTAACAAGG-3') and LR6 (5'-CGCCAGTTCTGCTTACC-
3'), respectively (22, 23). Amplifications of the D1/D2 region of the 26S
rRNA gene were carried out with primer sets ITS5 (5'-GGAAGTAAAAG
TCGTAACAAG-3')/NL4  (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') and
LR6 (5'-CGCCAGTTCTGCTTACC-3')/NL1 (5'-GCATATCAATAAGC
GGAGGAAAAG-3'), as described by Gadanho and Sampaio (1). All
PCRs were performed in 25-pl reaction volumes containing 1X GoTaq
buffer, 0.4 mM dNTPs (Promega), 0.36 uM each primer (Sigma), 2 mM
MgCl,, 1 U of GoTaq polymerase (Promega), and 1 pl of genomic DNA.
The PCR assay for 185 rRNA gene and ITS sequences included an initial
denaturation step at 94°C for 2 min, followed by 30 cycles of 30 s at 94°C,
30sat54°C, and 2 min at 72°C and a final extension step of 2 min at 72°C,
before holding at 4°C. The PCR assay for the 26S rRNA gene included an
initial denaturation step at 94°C for 2 min, followed by 30 cycles of 15 s at
94°C, 30 s at 54°C, and 1 min at 72°C and a final extension step of 2 min at
72°C, before holding at 4°C. A negative control in which DNA was re-
placed by sterile water was included. PCR products were analyzed by
electrophoresis in a 0.8% (wt/vol) agarose gel (Promega) in 1 X TBE buf-
fer at 90 V for 90 min and stained with GelRed. DNA banding patterns
were visualized under UV transillumination, and picture files were gen-
erated using a Quantum ST4 system (Vilbert Lourmat).

Sequencing and phylogenetic analyses. Fungal small-subunit (SSU)
ribosomal DNA (rDNA) amplicons were sequenced with forward primers
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NS1 (5'-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3') and NS3 (5'-GCAAGTCTG
GTGCCAGCAGCC-3') and reverse primers NS6 (5'-AACTTAAAGGAA
TTGACGGAA-3') and SR6 (5'-AAGTAGAAGTCGTAACAAGG-3')
(22). For ITS and long-subunit (LSU) rDNA, primers ITS1, ITS4 (22),
and LR6 (23) were used. The D1/D2 region of 26S rDNA was sequenced
using NL1 on the ITS5-NL4 fragments and NL4 on the NL1-LR6 frag-
ments (1). Sequences were obtained by use of the BigDye Terminator
technology (Applied Biosystems) on a Biogenouest sequencing platform
at the Station Biologique de Roscoff (http://www.sb-roscoff.fr
/plateformes-techniques/genomique-sbr.html). The chromatograms ob-
tained were translated into nucleotide sequences with BioNumerics soft-
ware (version 6.6; Applied Maths). After the sequences were cleaned, they
were imported into MEGA (version 5.0) software (24). Each sequence was
analyzed using the BLASTn program to determine the nearest relatives in
GenBank (25). Similarities between sequences were assessed using pair-
wise distances calculated with the MEGA (version 5.0) program. The se-
quences were trimmed to ensure that all sequences had the same start
point and endpoint and were aligned using ClustalW (version 1.83)
software (26). Phylogenetic analyses were performed by the use of
maximum likelihood criteria with 500 bootstrap replicates in the
MEGA (version 5.0) program (24). Shannon indices were calculated
on the basis of the number and abundance of species for each depth
using the vegan package in R.

Ecophysiological characterization. Ecophysiological characteriza-
tion was performed as described by Joubert etal. (27). Briefly, suspensions
of conidia from selected isolates and dilutions of those isolates were made
using PDB to achieve a final concentration of suspended spores of be-
tween 1 X 10° and 5 X 10° per ml. A 96-well plate was filled with the
calibrated suspensions (300 pl/well) and incubated in a Laser nephelom-
eter (NEPHELOstar Plus; BMG Labtech) for at least 33 h at 15, 25, 30,and
35°C. All experiments were performed in triplicate. Growth rates (kilo-
relative nephelometric units [RNU] per hour) were determined for each
culture condition, which included 0, 1.5, 3, and 4.5% sea salts at each
temperature for detection of adaptation of these fungal isolates to subsur-
face in situ conditions (3% salinity all along the core and increasing tem-
peratures, i.e., about 30 to 50°C per kilometer).

Occurrence of type Iand III PKS, NRPS, hybrid PKS-NRPS, and TPS
genes. The presence of genes involved in the biosynthetic pathways of
secondary metabolites was investigated. Type I polyketide synthase (PKS
I), type III polyketide synthase (PKS III), nonribosomal peptide synthe-
tase (NRPS), PKS-NRPS hybrid, and terpene synthase (TPS) genes were
amplified using the following degenerate primer pairs with p-inosine
modifications (indicated by i): (i) primers KAF1 (GARKSICAYGGIACIiG
GIAC) and KAR1 (CCAYTGIGCICCRTGICCiGARAA) (28) were used
for amplification of type I PKS genes, (ii) primers XKS1 (TTYGAYGCiB
CiTTYTTYRA) and XKS2 (CRTTiGYiCCiCYDAAICCAAA) (27) were
used for amplification of PKS-NRPS hybrid genes, (iii) primers AUG003
(CCGGCACCACCGGNAARCCHAA) and AUG007 (GCTGCATGGCG
GTGATGSWRTSNCCBCC) (29) were used for amplification of NRPS
genes, (iv) primers TPS1 (GCiTAYGAYACIGCiTGGGT) and TPS2 (RA
AiGCATIGCIGTRTCRTC) (30) were used for amplification of TPS genes,
and (v) primers CHSl (GAYTGGGCiVINCAYCCBGGIGGD) and
CHS2 (YTCNAYNKTRAKVCCIGGVCCRAA) were used for amplifica-
tion of type III PKS genes. Primers targeting type 111 PKS genes were
specifically designed for this study using ClustalW (version 1.83) (26). We
selected 18 fungal strains from the NCBI database known to have those
genes. Each degenerate primer was designed against two conserved do-
mains of the C terminus of the protein [DWALHPGG and FGPG(L/I)(N
IT/IS)(M/V/DE]. All PCRs were performed in 25-pl reaction mixtures
including 1X GoTaq buffer, 2 mM MgCl,, 0.4 mM each dNTP (Pro-
mega), 0.6 uM each primer (Eurogentec) (except for 1 uM each primers
KAF1/KAR2 and XKS1/XKS2), 1 U of GoTaq polymerase (Promega), and
100 ng of genomic DNA. Amplification of type I PKS and PKS-NRPS
hybrid genes included an initial denaturation step at 98°C for 2 min,
followed by 5 cycles 0f98°C for 1 min, 45°C for 1 min, and 72°C for 2 min,

May 2015 Volume 81 Number 10

Applied and Environmental Microbiology

Culturable Fungal Diversity of Subseafloor Sediments

followed by 30 cycles 0f 98°C for 1 min, 50°C for 1 min, and 72°C for 2 min
and a final extension step for 10 min at 72°C. Amplification of type III PKS
and TPS genes included an initial denaturation step at 98°C for 2 min,
followed by 5 cycles 0f 98°C for 1 min, 48°C for 1 min, and 72°C for 2 min,
followed by 30 cycles 0f98°C for 1 min, 51°C for 1 min, and 72°C for 2 min
and a final extension step for 10 min at 72°C. Amplification of the NRPS
gene included an initial denaturation step at 2 min at 98°C, followed by 35
cycles of 1 min at 98°C, 1 min at 50°C, and 2 min at 72°C and a final
extension step for 10 min at 72°C. For each experiment, we included two
positive controls and two negative controls. For positive controls, we used
DNA extracted from Aspergillus flavus (UBOCC-A-101081) and Penicil-
lium chrysogenum (CBS 306.48), both of which are known to have PKST,
PKS III, NRPS, PKS-NRPS hybrid, and TPS genes in their genomes. For
negative controls, we used DNA extracted from Saccharomyces cerevisiae
(UBOCC-A-201006), as no PKS I, PKS III, NRPS, PKS-NRPS hybrid, or
TPS gene has ever been detected in its genome (31). The other negative
control was sterile water instead of DNA.

Nucleotide sequence accession numbers. All fungal isolates have
been deposited in the Université de Bretagne Occidentale Culture Collec-
tion (UBOCC) and can be found in GenBank under accession numbers
KM222200 to KM222349 and KM232435 to KM232507.

RESULTS

Culturable fungi isolated. A total of 11 samples from 4 to 1,884
mbsf (Table 1) were tested for culturable fungi. Almost all samples
(10 0f 11,91%) yielded fungal isolates (Fig. 1). Under the expected
in situ hydrostatic pressures, 24 syringe cultures were processed
per sample, with different conditions varying by temperature (1
temperature per sample according to the expected in situ temper-
ature), salinity (0% and 3%), and nutrients (3 different media)
with and without antibiotics being tested. Each combination of
conditions was tested in duplicate. Under atmospheric pressure,
120 petri dishes were processed per sample, with different condi-
tions varying by temperature (3 temperatures per sample accord-
ing to the expected in situ temperature), salinity (0% and 3%), and
nutrients (5 different media) with and without antibiotics being
tested in duplicate. The final number of fungal isolates obtained
was 183, and their distribution across the sediment core is shown
in Table 1. The greatest number of isolates was obtained from
sediments at 4 and 12 mbsf and from sediments at 25 to 37 mbsf.
Only one isolate was obtained from the deepest layers, between
1,478 and 1,884 mbsf, the sedimentary rock (Fig. 1). Results were
analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) to assess
the effect of depth on isolation abundance. The effect of depth was
highly significant (F = 3.48, P < 0.001). The Shannon index,
which is a well-known parameter used to express the diversity of
communities, was calculated for each depth and corroborates
these findings, showing that the sample from 34 mbsf produced
the most diverse culture collection. Thus, sediment depth clearly
influenced theisolation rate and confirms that culturable fungi are
present primarily at specific depths along the core. Additionally, it
was more difficult to obtain positive cultures of samples from
deeper layers. Indeed, only one isolate was obtained from 1,884
mbsf, and no fungus was ever isolated from a sample from 1,478
mbsf. This strong statistical evidence for the uniqueness of com-
munities at different depths supports the idea that our isolates
were not contaminants.

Morphological characteristics allowed us to separate filamen-
tous fungal forms from unicellular yeasts. Observations revealed
branching hyphae and spores for filamentous fungi (124 isolates)
and budding cells for yeasts (59 isolates). Eighty-six isolates were
obtained on culture media amended with 3% sea salts, and 97
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FIG 1 Species richness along the core. Shannon diversity indices allow the identification of the relative complexity of fungal communities at different depths.

were isolated on culture media without sea salts. Thirty-seven iso-
lates were obtained under atmospheric pressure, and 146 were
obtained after enrichment under hydrostatic pressure. Among the
different conditions used to isolate deep-sea fungi, hydrostatic
pressure appeared to be important for the retrieval of fungal iso-
lates.

Clustering and phylogenetic diversity. As a dereplication
strategy, the MSP-PCR fingerprinting method was performed. We
used similarity clusters to generate two dendrograms, one for fil-
amentous fungi and one for yeasts. Using this strategy, 57 clusters,
48 for filamentous fungi and 9 for yeasts, were established as
shown in Fig. S1 and S2 in the supplemental material. The minor
fingerprint variability found within MSP-PCR clusters was de-
fined as intraspecific heterogeneity. Several representatives from
each cluster were selected for identification using SSU, ITS, and
partial LSU rRNA sequencing; 72 filamentous fungi and 40 yeast
isolates, or about 60% of the whole culture collection, were se-
quenced. Sequence analysis validated the MSP-PCR parameters
used (cutoff of 75%).

Filamentous fungi. On the basis of the gene encoding SSU
rRNA, representatives from each cluster were taxonomically as-
signed using the BLASTn program (25), and phylogenetic analy-
ses integrating the closest relatives in GenBank were performed.
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When sequences from our culture collection could not be identi-
fied using 18S rRNA genes, complementary genetic analyses were
performed using ITS and partial 285 rRNA genes. Filamentous
fungal isolates were distributed among the Ascomycota and Ba-
sidiomycota, with the Ascomycota representing more than 89% of
our culture collection. On the basis of 18S rRNA, ITS, and 28S
rRNA gene sequence analysis, isolates belonging to the Ascomy-
cota were clustered into 15 genera (Acremonium, Aspergillus, Cla-
dophialophora, Cladosporium, Cordyceps, Eurotium, Exophiala,
Fusarium, Microascus, Oidiodendron, Paecilomyces, Penicillium,
Phialophora, Purpureocillium, and Sarocladium), isolates belong-
ing to the Basidiomycota were clustered into 3 genera (Bjerkan-
dera, Sistotrema, and Trametes), and 1 uncultured Agaricomycetes
isolate was found (Fig. 2).

Yeasts. Phylogenetic analysis of the D1/D2 domain of the 26S
rRNA gene revealed that cultured yeasts were distributed among
the ascomycetous genus Meyerozyma and basidiomycetous genera
Rhodotorulaand Bullera. With 45 isolates, members of the Basidio-
mycota phylum represented more than 76% of our yeast culture
collection (Fig. 3).

Ecophysiological characterization. Laser nephelometry was
used as a high-throughput screening method for the ecophysi-
ological characterization of fungal isolates obtained from deep-
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FIG 2 Phylogenetic tree of deep-sea fungal isolates (red) and 454 pyrotags (gray) obtained by analysis of SSU rRNA genes. The tree topology is based on
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likelihood method and a Clustal W (version 1.83) alignment. Bootstrap values greater than 50% are shown at the nodes. Mucor flavus (GenBank accession number
EU071390), which belongs to the phylum Zygomycota, was used as an outgroup. Clusters highlighted with an asterisk were also retrieved in molecular analysis

data sets (15, 19).

subsurface sediments. Different filamentous fungal isolates that
were from the same cluster (on the basis of the 18S rRNA, ITS, and
28S rRNA gene sequences) but that were obtained from different
depths were selected: 5 Fusarium spp. from 4 to 765 mbsf, 4 Pen-
icillium spp. from 12 to 403 mbsf, 3 Paecilomyces spp. from 4 to 34
mbsf, 2 Exophiala spp. from 12 to 34 mbsf, and 1 Acremonium sp.
at 25 mbsf. Maximum specific growth rates (p,,,,,) were calculated
for each isolate under all sets of conditions (4 temperatures and 4
salinities).

Most of the isolates were determined to be nonhalophiles (for
which the maximal growth rate was observed in the absence of sea
salts and decreasing growth rates were observed with increasing
concentrations of sea salts in the media) or halotolerant (in which
the isolates were able to grow in the absence as well as in the
presence of sea salts) at 25°C and 30°C (Fig. 4). No useful infor-
mation was obtained from incubations at 15°C, as most of the
isolates were still in lag phase after 35 h. Only one Fusarium sp.
collected at 4 mbsf was able to grow at 15°C in less than 35 h, and
this organism displayed the same general trend at 15°C as it did at
25°C.

Isolates affiliated with Fusarium spp. were defined as nonhalo-
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philes at 25 and 30°C, regardless of the depth from which the
sample was obtained. Isolates affiliated with Penicillium spp. were
defined as halotolerant at 25°C, with better growth being observed
in the presence of 3% sea salts. Isolates affiliated with Paecilomyces
spp., Exophiala spp., and Acremonium spp. displayed the same
nonhalophilic pattern at 25°C. Interestingly, at 30°C, these isolates
were halotolerant and even halophilic in the case of the deepest
Exophiala spp. and Acremonium spp. This ecophysiological shift
was clearly observed at 35°C, where all isolates selected for
ecophysiological characterization were defined as halophiles or
halotolerant, in the case of the Paecilomyces spp. from 25 mbsf.
This shift toward halophily was much more significant for Peni-
cillium spp. recovered from deeper sediments (137 and 403 mbsf).

Different yeasts from the same cluster but from different sam-
pling depths were also selected for ecophysiological analysis. Us-
ing the same methodology, their maximum specific growth rates
at one temperature (30°C) and 4 salinities were calculated. All
isolates affiliated with Rhodotorula spp. (n = 8) were defined as
nonhalophiles. Indeed, growth rates decreased when the sea salt
concentration increased. Isolates affiliated with Meyerozyma spp.
were much more diverse, on the basis of their responses. Isolates
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FIG 4 Physiological analysis of filamentous fungi (A) and yeast (B) isolates. Growth was measured at different temperatures (25°C, 30°C, and 35°C) and
different sea salt concentrations (0, 1.5, 3, and 4.5%), and the general growth trend is shown as 3-part bars representing minimum, medium, and

maximum growth. Blank cells indicate that the results were not determined.

and halophilic fungal isolates.

obtained from between 4 and 25 mbsf were nonhalophiles, isolates
obtained from between 37 and 137 mbsf were halotolerant, and
one isolate obtained from 21 mbsf was a halophile (no growth
without sea salts).

The screening strategy allowed us to assess ecophysiological
differences between isolates using temperature and salinity as im-
portant in situ parameters. Our results suggest the adaptation of
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Red, green, and blue dots represent, respectively, nonhalophilic, halotolerant,

some fungal isolates, possibly of terrestrial origin, to deep-subsur-
face conditions.

Presence of genes involved in the synthesis of bioactive com-
pounds. All fungal isolates were investigated for genes coding for
type I and type III PKSs, NRPSs, PKS-NRPS hybrids, and TPS
(Fig. 5 and 6). Among the 124 filamentous fungi isolated, all har-
bored at least one of those genes for bioactive compounds: 6 iso-
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lates (4.8%) had 1 gene, 23 (18.5%) had 2 genes, 30 (24.2%) had 3
genes, 53 (42.7%) had 4 genes, and 12 (9.7%) had all targeted
genes (Fig. 5). Among the 59 yeasts isolated, 52 harbored at least
one of those genes: 16 isolates (27.1%) had 1 gene, 7 (11.8%) had
2 genes, 12 (20.3%) had 3 genes, and 17 (28.8%) had 4 genes.
Seven yeasts did not show evidence of having any of the targeted
genes (Fig. 6). Contrary to the results from filamentous fungi,
genes coding for PKS-NRPS hybrids were not detected in any of
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our yeast isolates. This result appears to be consistent with a pre-
vious report indicating the absence of PKS-NRPS hybrid genes in
yeast genomes (31). Filamentous fungal isolates from deep-ma-
rine subsurface sediments appear to have a greater potential for
synthesis of bioactive compounds than yeasts.

The relative occurrence of PKS I, PKS III, NRPS, PKS-NRPS
hybrid, and TPS genes at depths ranging from 4 to 1,884 mbsf was
analyzed (see Table S2 in the supplemental material). No trend
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of Life (version 2) (59).

was evident for yeasts, but filamentous fungal isolates from deeper
layers seemed to harbor fewer genes for bioactive compounds
than isolates from shallower depths.

DISCUSSION

The aim of this study was to assess deep-marine subsurface sedi-
ments for the presence of culturable fungi and to determine their
genetic potential for bioactive compound synthesis. We examined
subsurface sediments collected from the Canterbury Basin at 11
depths ranging from 4 mbsf to 1,884 mbsf. The culture collection
of filamentous fungi and yeasts obtained provides insights into the
culturable fraction of in situ fungal communities colonizing the
subseafloor at this site.

Controlling contamination. The potential for microbiologi-
cal contamination of samples was monitored carefully during the
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IODP Leg 317 Expedition and during subsequent laboratory pro-
cedures (described above). The sampling procedures and contam-
ination controls used during this expedition have been previously
described (15). One of our samples (from 1,478 mbsf) did not
produce cultivable fungi (Fig. 1), in spite of the fact that the same
methods were applied for sampling and organism isolation by
culture for samples from all depths. Although we cannot defini-
tively rule out the possibility that one or more of our cultured
isolates represents a contaminant, the fact that one of our samples
did not produce cultivable fungi is further support for the absence
of contamination during our sampling and culturing efforts. Our
ANOVA analysis and Shannon diversity indices also clearly indi-
cate that the distribution of our isolates was dependent on the
sampling depth. This strongly supports the idea that the recovered
fungi were not contaminants. The high rate of recovery of fungal
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isolates using enrichments under elevated hydrostatic pressure
conditions further indicates that these fungi are able to grow un-
der in situ pressure and suggests that our established culture col-
lection consists of indigenous taxa.

Distribution pattern of fungal communities. The phyloge-
netic diversity of fungi revealed in this study is relatively low com-
pared to that in well-characterized organic matter-rich terrestrial
or marine habitats (i.e., soils, plants, mangroves, etc.). Despite
that fact, there was a greater diversity from the upper sediment
layers down to 37 mbsf, with 25 different species representing
more than 92% of the whole diversity within our fungal culture
collection being recovered. In samples from greater depths from
137 to 1,884 mbsf, only 8 different species, representing about
30% of the recovered diversity, were observed in our culture col-
lection (Fig. 1). This could be explained by a reduction in accessi-
ble organic matter with depth. Indeed, the organic matter quality
changed from relatively labile material in shallow sediments to
more stable protokerogen at greater sediment depths (15). Among
the 27 species recovered in our cultures, some were isolated from
aunique depth and several species were shared between 2 or more
depths. The highest rate of occurrence of a species along the core
was reported for Rhodotorula mucilaginosa, isolated at 9 depths
ranging from 4 to 765 mbsf. A maximal overlap between 2 depths
was observed for samples from 34 and 37 mbsf, with 7 shared
species, i.e., an Acremonium sp., Cladophialophora bantiana, Pen-
icillium chrysogenum, a Penicillium sp., Sistotrema brinkmannii,
and the yeasts Meyerozyma guilliermondii and Rhodotorula muci-
laginosa. Interestingly, a Phialophora sp., Purpureocillium lilaci-
num, Trametes versicolor, and some species of the Agaricomycetes
were isolated only from the sample from 34 mbsfand seemed to be
depth dependent. Beyond 765 mbsf, the diversity within our cul-
ture collection decreased considerably, with only 4 different spe-
cies being recovered, including isolates belonging to the Fusarium
genus, one isolate identified as Oidiodendron griseum that was iso-
lated only from 765 mbsf, and the red yeast Rhodotorula mucilagi-
nosa. One isolate, Sistotrema brinkmannii, was obtained from
1,884 mbsf, and it was also retrieved from samples recovered at 34
and 403 mbsf.

Diversity of fungal communities. The Ascomycota domi-
nated our filamentous fungal culture collection, whereas the Ba-
sidiomycota dominated our yeast collection. This result appears
to be consistent with the findings of another phylogenetic analysis
of culturable fungi from deep-sea sediments of the Central Indian
Basin (32). In our study, among the yeasts, Rhodotorula mucilagi-
nosa was the most abundant species isolated from samples from
depths ranging from 4 to 765 mbsf. The red yeast Rhodotorula
mucilaginosa is widely distributed and has already been isolated
from deep-sea sediments and basaltic crust (32-34). Bullera unica,
isolated from 12 mbsfin our study, was the only isolate belonging
to the Tremellomycetes. Interestingly, Bullera unica was previ-
ously isolated from New Zealand seawater (35). Meyerozyma guil-
liermondii was the only ascomycetous yeast in our culture collec-
tion isolated from 4 to 137 mbsf. Culturable representatives of this
opportunistic pathogen have been detected in marine environ-
ments, including hydrothermal vents (2) and deep-sea volcanoes
(36), and from Canterbury Basin sediments by culture-indepen-
dent methods (19). Yeasts were previously suggested to be the
dominant marine fungal forms on the basis of fungus-specific
clone libraries from marine water column and sediment environ-
ments (37). Here, yeasts appeared to be able to adapt to and col-
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onize the deep subseafloor, but our results suggest that filamen-
tous fungi are more diverse in marine habitats than previously
suggested (37). In agreement with the findings of molecular stud-
ies, the classes Eurotiomycetes and Sordariomycetes are the fungal
taxa most frequently detected from deep-sea environments (14).

Among the Sordariomycetes, Fusarium oxysporum is the most
abundant taxon. F. oxysporum has already been shown to grow
under marine conditions (38) and was described to be a denitri-
fying fungus in marine sediments (39). The other well-repre-
sented members of the Sordariomycetes were (i) Fusarium solani,
recently detected from Canterbury Basin sediments using culture-
independent methods (19), (ii) representatives of Acremonium
spp. already reported from several marine environments, includ-
ing deep-sea sediments (10, 32, 38), (iii) Sarocladium spp. previ-
ously isolated from brine sediments (40), (iv) representatives of
Paecilomyces spp. formerly isolated from deep-sea coral (41) and
from the first centimeter of coastal marine sediments off Goa,
India (39), and (v) Microascus spp. that may be opportunistic
pathogens of deep-sea animals, such as corals (42). Phialophora
spp., Purpureocillium lilacinum, Cordyceps confragosa, and Oidio-
dendron griseum were less represented in our culture collection.

Among the Eurotiomycetes, Penicillium was the most fre-
quently isolated genus. Molecular signatures of this genus were
previously found in the Canterbury Basin deep sediments (19).
Fourteen fungal isolates of Penicillium chrysogenum were ob-
tained. This species was described to be the dominant phylotype
among the Ascomycota in a DNA-based clone library prepared
from deep-sea methane cold-seep sediments (9). The other well-
represented Eurotiomycetes were (i) Aspergillus fumigatus and
Aspergillus terreus, known to be able to germinate under hydro-
static pressure (5), and (ii) Eurotium herbariorum, previously iso-
lated from other extreme environments, including hypersaline
waters of solar salterns (43), the hypersaline Dead Sea (44), hydro-
thermal sediments (2), and deep-sea sediments (11).

The class Dothideomycetes was represented in our culture
collection by 3 isolates belonging to the genus Cladosporium.
Among the Basidiomycota, Agaricomycetes were the most fre-
quently recovered, with isolates being affiliated with Bjerkandera
spp., Sistotrema brinkmannii, Trametes versicolor, and uncultured
Agaricomycetes. Although the cultivable representatives of Agari-
comycetes appear to be rare in marine environments (36), the
molecular signatures of Agaricomycetes have been detected in
deep-sea environments (3, 9, 11, 45) and Agaricomycetes have
been identified to be the dominant fungal class in mangrove hab-
itats (46).

All of the fungal taxa isolated from Canterbury Basin are well-
known in terrestrial environments, raising intriguing ecological
questions regarding the abilities of terrestrial fungi to adapt to
deep-subsurface conditions that include confinement, pressure,
temperature, access to only refractory organic matter, etc. The
fungal taxa detected here using culture-dependent methods can
be compared with fungal 454 pyrotags previously obtained from
the same sediment core (15, 19). The two methods provided dif-
ferent pictures of diversity. Only fungal signatures and isolates
belonging to the genera Exophiala, Fusarium, Penicillium, Rho-
dotorula, and Meyerozyma were detected by both culture-inde-
pendent and culture-dependent methods. Culture-based and mo-
lecular diversity survey approaches appear here to provide two
complementary sources of information. The fact that some iso-
lates have not been detected by molecular methods could be ex-
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plained by several reasons, including the fact that fungal spores are
lysis resistant, bias in universal primers, and the use of a limited
(or insufficient) sequencing depth. Efficient nucleic acid extrac-
tion from vegetative spores may be an important factor to con-
sider. Indeed, previous results obtained by molecular analysis
based on RNA suggest that few persistent subsurface fungal taxa
are able to colonize the deep subsurface of the Canterbury Basin
(19). Our results strongly support the importance of applying a
polyphasic approach using culture-dependent and culture-inde-
pendent methods, which together generate a general and compre-
hensive view of deep-subsurface fungal diversity. One of the main
advantages of handling fungal cultures is that the specific adapta-

Ecophysiological analyses provide concrete and relevant data that
may be used to estimate their adaptations and understand the role
of fungal communities in the deep subsurface.

Adaptation. In our study, we decided to examine the effect of
elevated hydrostatic pressure, since this is likely to be one of the
most significant physical challenges for microbiota living in the
abyss (47). We specifically examined whether cultivation under
increased pressure enhanced culture efficiency. We also per-
formed ecophysiological analyses to examine the impacts of tem-
perature and salinity.

Hydrostatic pressure enhanced the growth of a number of fun-
gal isolates in our culture collection. About 80% of our isolates
were obtained with a preliminary enrichment under elevated hy-
drostatic pressure. Thus, the elevated hydrostatic and lithostatic
pressures in deep sediments do not curb the germination and
growth of all fungi in the deep subseafloor. Previous studies have
demonstrated efficient culturing of filamentous fungi and yeasts
under elevated hydrostatic pressure (5, 11, 32, 48, 49). Although
no true piezophilic fungi have been reported to date, some fungi
are able to develop mechanisms of adaptation. For example, even
the well-known yeast Saccharomyces cerevisiae is able to modify its
membrane composition to tolerate high hydrostatic pressure (50),
revealing the potential of fungi, including terrestrial ones, to adapt
to deep-sea conditions.

Temperature and salinity are two additional significant param-
eters used to examine the adaptation of fungi to deep-subsurface
conditions. Indeed, the temperature increases along the sediment
core at a rate of 30 to 50°C per kilometer. The temperature at the
bottom of the core hole (at 1,922 mbsf) was estimated to be in the
range of from 60 to 100°C (15). Salinities in sediment samples near
the seafloor are slightly lower than the salinity of normal seawater
at 3.3%, and salinity rapidly declines to 3.0% at 28 mbsf and re-
mains relatively constant at 2.9 to 3.1% over the rest of the core
section analyzed to 1,400 mbsf (18). Our ecophysiological analysis
revealed shifts along the core. Most of the filamentous fungal iso-
lates analyzed shifted from nonhalophilic to halotolerant when
incubation temperatures increased from 25 to 35°C. Only the
deepest Fusarium and Penicillium isolates demonstrated a com-
plete shift to halophily when the temperature increased. Such a
shift from terrestrially adapted to marine-adapted lifestyles along
the core may indicate a transition from shallow layers, where fungi
are not specifically adapted but are able to survive, to deeper lay-
ers, where fungi are more adapted to higher temperatures and
higher salinities. Ecophysiological studies on deep-subseafloor
prokaryotes are scarce. Biddle et al. (51) used a low-salt medium
(R2A) to culture bacterial strains from deep sediments of the Peru
Margin and obtained colonies only from shallow depth layers.
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This may indicate the occurrence of nonmarine strains in the first
layers and endemic or adapted strains at deeper layers, even if the
possibility of a decrease in isolation success with depth cannot be
ruled out. However, another study described some generalist sub-
seafloor sediment bacteria to be more adapted to different envi-
ronmental conditions than their surface counterparts (52). Such
results strongly support our conclusions.

Fungi detected by culture-based and molecular approaches in
the deep-subseafloor biosphere may range from those that are
buried alive and are simply dormant to those that adapt to sub-
surface conditions. The same trend is observed for bacterial en-
dospores that are as abundant as vegetative prokaryotic cells in the
deep biosphere (53). Recently, Jorgensen (54) proposed that most
deep-subseafloor microbial cells are on physiological standby and
that only a few cells may be active at any given time. The metabolic
activities of long-buried microbes could be activated due to tec-
tonic activity or if subsurface fluid flows deliver an infusion of new
electron donors and acceptors. This hypothesis fits well with our
finding that some fungi may possess a range of physiological ad-
aptations for handling different physical and chemical stressors,
while others might be microbial zombies (55). Complementary
genomic, transcriptomic, and proteomic analyses are needed to
better understand the metabolic capabilities of deep-subseafloor
fungi.

Biotechnological potential of deep-sediment fungal isolates.
Many marine microorganisms have been screened for novel bio-
active compounds (56, 57), and some research has been specifi-
cally dedicated to marine fungal secondary metabolites (17). In
this study, we examined the secondary metabolite synthesis po-
tential of deep-subsurface fungal isolates under the assumption
that deep-sea sediments represent an untapped reservoir of bio-
and chemodiversity.

Almost all fungal isolates (96%) had at least one gene involved
in a secondary metabolite biosynthesis pathway. This clearly indi-
cates their genetic potential for the synthesis of numerous second-
ary metabolites. Many of these genes might be responsible for the
biosynthesis of natural compounds that may help these fungi to
compete with other microorganisms for available substrates (28).
Isolates affiliated with the genera Penicillium, Fusarium, Paecilo-
myces, and Rhodotorula have genetic differences depending on
sampling depth. Taxa from shallow depths (from 4 to 25 mbsf)
harbored type III PKS genes, while taxa from deeper layers (from
25 to 700 mbsf) did not. These subseafloor fungi may have lost or
gained some of these genes in order to adapt to their environment.
Indeed, as previously demonstrated, secondary metabolism gene
clusters evolve rapidly through multiple rearrangements, duplica-
tions, or losses (58). It may confirm our conclusion that some of
these isolates exhibit evidence of ecophysiological adaptation.
More detailed genome-based and/or phylogenetic analyses should
be performed to determine their evolutionary origin.

Our results (i) demonstrate our success in isolating some rep-
resentatives of fungal taxa occurring within deep-subseafloor
communities, (ii) give insights into their adaptation to subsurface
in situ conditions, with fungi from deeper layers appearing to be
more adapted to deep-subseafloor conditions, and (iii) illustrate
the potential for their synthesis of genes for secondary metabolites
of possible biotechnological importance. While new molecular
methods have recently allowed the genetic capacities of uncul-
tured microorganisms to be studied using single-cell genomics
and metatranscriptomics, many important physiological features
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remain culture dependent. Our established culture collection of-
fers the possibility for future applied biotechnological investiga-
tions specifically dedicated to the expression of selected genes of
interest.
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Appendixes

Fig. S1. MSP-PCR profiles obtained for filamentous fungi. Representatives of clusters

selected for sequencing were identified using the * symbol.
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Fig. S2. MSP-PCR profiles obtained for the yeasts. Representatives of clusters selected for

sequencing were identified using the * symbol.
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Table S1. Fungal isolates identification, their accession numbers (A) and their

phylogenetic nearest taxon (B).

(A)
Accession numbers
UBOCC number Genus Species Sample ID
18S ITS 26S

UBOCC-A-114001 Fusarium oxysporum IH3-PO-P1-1

UBOCC-A-114002 Fusarium oxysporum 1H3-PO-P1-2

UBOCC-A-114003 Aspergillus terreus 1H3-S0-P1-1 KM222201 KM232439
UBOCC-A-214003 Meyerozyma guilliermondii 1H3-S0-P1-2 KM222231 KM222311
UBOCC-A-214004 Meyerozyma guilliermondii 1H3-S0-P1-3
UBOCC-A-214005 Meyerozyma guilliermondii IH3-S0-P1-4

UBOCC-A-214006 Rhodotorula mucilaginosa IH3-S0-P1-5 KM222232 KM222320
UBOCC-A-114004 Fusarium oxysporum 1H3-S3-P1 KM222233 KM232440
UBOCC-A-114005 Fusarium oxysporum 1H3-MO0-P1-1

UBOCC-A-114006 Fusarium oxysporum 1H3-MO0-P1-2 KM222200 KM232436
UBOCC-A-114007 Fusarium oxysporum 1H3-M3-P1-1

UBOCC-A-114008 Paecilomyces sp. 1H3-M3-P1-2 KM222228 KM232437
UBOCC-A-114009 Fusarium sp. 2HS5-PO-P1

UBOCC-A-114010 Fusarium sp. 2H5-P3-P1 KM222202 KM232443
UBOCC-A-114011 Fusarium oxysporum 2H5-S0-P1 KM222238 KM232444
UBOCC-A-114012 Fusarium oxysporum 4H1-PO-P1-1 KM222252 KM232449
UBOCC-A-114013 Paecilomyces sp. 4H1-PO-P1-2 KM222253 KM232450
UBOCC-A-114014 Fusarium oxysporum 4H1-P3-P1-1 KM222203 KM232451
UBOCC-A-114015 Penicillium sp. 4H1-P3-P1-2 KM222254 KM?232452
UBOCC-A-114016 Fusarium oxysporum 4H1-P3-P1-3

UBOCC-A-114017 Fusarium oxysporum 4H1-S0-P1-1

UBOCC-A-114018 Fusarium oxysporum 4H1-S0-P1-2

UBOCC-A-114019 Fusarium oxysporum 4H1-S0-P1-3

UBOCC-A-114020 Fusarium oxysporum 4H1-S0-P1-3BIS
UBOCC-A-214007 Meyerozyma guilliermondii 4H1-S0-P1-4 KM222257 KM222321
UBOCC-A-114021 Fusarium oxysporum 4H1-S3-P1
UBOCC-A-114022 Fusarium oxysporum 5H1-PO-P1-1
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UBOCC-A-114023 Fusarium oxysporum 5H1-PO-P1-2
UBOCC-A-114024 Fusarium oxysporum 5H1-P0-P1-3 KM222282 KM232459
UBOCC-A-114025 Fusarium oxysporum 5H1-P3-P1
UBOCC-A-114026 Fusarium oxysporum 5H1-S0-P1-1
UBOCC-A-114027 Fusarium oxysporum 5H1-S0-P1-2
UBOCC-A-114028 Fusarium oxysporum SHI1-S0-P1-3
UBOCC-A-114029 Aspergillus Sfumigatus 15H4-PO-P1-1 KM222291 KM?232473
UBOCC-A-114030 Penicillium chrysogenum 15H4-P0-P1-2 KM222292 KM232474
UBOCC-A-114031 Penicillium chrysogenum 15H4-P0-P1-3
UBOCC-A-214008 Meyerozyma guilliermondii 15H4-P0O-P1-4 KM222293 KM222322
UBOCC-A-114032 Fusarium sp. 15H4-P3-P1-1 KM222297 KM232475
UBOCC-A-114033 Fusarium sp. 15H4-P3-P1-2
UBOCC-A-114034 Sistotrema brinkmannii 15H4-S3-P1-1 KM222299 KM232477
UBOCC-A-114035 Sistotrema brinkmannii 15H4-S3-P1-2
UBOCC-A-114036 Penicillium chrysogenum 48X3-P3-P1-1 KM222303 KM232481
UBOCC-A-114037 Aspergillus SJumigatus 48X3-P3-P1-2
UBOCC-A-114038 Fusarium sp. 48X3-S0-P1
UBOCC-A-214009 Rhodotorula mucilaginosa 2H5-S3-P2 KM222240 KM222323
UBOCC-A-114039 Penicillium chrysogenum 2H5-M3-P2-1 KM222235 KM232441
UBOCC-A-114040 Penicillium chrysogenum 2H5-M3-P2-2
UBOCC-A-114041 Penicillium chrysogenum 2H5-M3-P2-3 KM222236 KM232442
UBOCC-A-214010 Rhodotorula mucilaginosa 3H5-M3-P2-1 KM222241 KM222324
UBOCC-A-114042 Penicillium chrysogenum 3H5-M3-P2-2
UBOCC-A-114043 Sistotrema brinkmannii 5SH3-P3-P2-1 KM222271 KM232472
UBOCC-A-114044 Sarocladium sp. SH3-50-P2-1 KM222288 KM242082
UBOCC-A-114045 Acremonium sp. SH3-S0-P2-2
UBOCC-A-114046 Sarocladium sp. SH3-M3-P2
UBOCC-A-114047 Fusarium sp. 48X3-M3-P2 KM222301 KM232479
UBOCC-A-114048 Fusarium Sp. 88X1-P0-P2 KM222306 KM232482
UBOCC-A-214011 Rhodotorula mucilaginosa 2H5-P3-P3 KM222237 KM222325
UBOCC-A-114049 Fusarium oxysporum 4H1-P3-P3 KM?222255 KM232453
UBOCC-A-214012 Rhodotorula mucilaginosa 4H1-S0-P3-1
UBOCC-A-114050 Sarocladium sp. 4H1-S0-P3-2
UBOCC-A-114051 Penicillium sp. 4H1-S0-P3-3 KM222258 KM232454

eeooe
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UBOCC-A-214013 Meyerozyma guilliermondii 4H1-MO-P3-1 KM222249 KM222326
UBOCC-A-214014 Meyerozyma guilliermondii 4H1-MO-P3-2 KM222250 KM222327
UBOCC-A-214015 Rhodotorula mucilaginosa 4H1-MO0-P3-3 KM222251 KM222328
UBOCC-A-214016 Rhodotorula mucilaginosa 15H4-P0-P3
UBOCC-A-114052 Sistotrema brinkmannii 15H4-P3-P3 KM222298 KM?232476
UBOCC-A-214017 Rhodotorula mucilaginosa 2H5-MO0-P4-1 KM222234 KM222329
UBOCC-A-214018 Rhodotorula mucilaginosa SH1-S3-P4-1
UBOCC-A-114053 Acremonium sp. 5H1-S3-P4-2 KM222278 KM232469
UBOCC-A-114054  Purpureocillium lilacinum 5H1-S3-P4-3 KM222279 KM232470
UBOCC-A-114055 Acremonium sp. 5H1-S3-P4-4 KM222280 KM232471
UBOCC-A-214019 Rhodotorula mucilaginosa SH1-M3-P4-1 KM222263 KM222330
UBOCC-A-114056 Acremonium sp. 5SH3-PO-P4-1
UBOCC-A-214020 Rhodotorula mucilaginosa 5SH3-P0O-P4-2 KM222283 KM222331
UBOCC-A-214021 Rhodotorula mucilaginosa SH3-P0O-P4-3
UBOCC-A-214022 Meyerozyma guilliermondii 5H3-P0-P4-4 KM222284 KM222332
UBOCC-A-214023 Rhodotorula mucilaginosa SH3-P0-P4-5 KM222285 KM222333
UBOCC-A-214024 Rhodotorula mucilaginosa 88X1-P0-P4
UBOCC-A-114057 Sarocladium sp. IH3-P3-P5-1
UBOCC-A-114058 Sarocladium sp. IH3-P3-P5-2
UBOCC-A-214025 Rhodotorula mucilaginosa 1H3-P3-P5-3 KM222229 KM222334
UBOCC-A-114059 Sarocladium sp. 1H3-P3-P5-4 KM222230 KM232438
UBOCC-A-114060 Penicillium sp. 4H1-S0-P5-1 KM222259 KM232455
UBOCC-A-114061 Sistotrema brinkmannii 5H1-PO-P5-1 KM232435 KM232460
UBOCC-A-114062 Sistotrema brinkmannii SHI-PO-P5-1bis ~ KM222265 KM232461
UBOCC-A-114063 Trametes versicolor 5SHI1-PO-PS-2 KM222266 KM232462
UBOCC-A-114064 Penicillium sp. SHI1-PO-P5-3 KM222267 KM232463
UBOCC-A-114065 Acremonium sp. 5H1-P3-P5-1 KM222272 KM232466
UBOCC-A-114066 Paecilomyces sp. SH1-P3-P5-2
UBOCC-A-214026 Rhodotorula mucilaginosa 5H1-P3-P5-3 KM222286 KM222335
UBOCC-A-214027 Meyerozyma guilliermondii 5H1-S0-P5-1 KM?222276 KM222317
UBOCC-A-214028 Rhodotorula mucilaginosa 5H1-S0-P5-2
UBOCC-A-214029 Rhodotorula mucilaginosa 15H4-P0-P5-1 KM?222294 KM222315
UBOCC-A-214030 Meyerozyma guilliermondii 15H4-P0-P5-2 KM222295 KM222314
UBOCC-A-114067 Fusarium sp. 48X3-P3-P5-1

LX)
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UBOCC-A-214031 Rhodotorula mucilaginosa 48X3-P3-P5-2

UBOCC-A-114068 Acremonium sp. 3HS5-P0O-P6-1 KM222243 KM232446
UBOCC-A-114069 Acremonium sp. 3HS5-P0-P6-2

UBOCC-A-214032 Meyerozyma guilliermondii 3H5-P0-P6-3 KM222244 KM222318
UBOCC-A-214033 Meyerozyma guilliermondii 3H5-P0-P6-4 KM222245 KM222319
UBOCC-A-114070 Sarocladium sp. 3H5-P3-P6-1 KM222246 KM232447
UBOCC-A-114071 Sarocladium sp. 3H5-P3-P6-2
UBOCC-A- 214143 Meyerozyma guilliermondii 3H5-P3-P6-3 KM222247 KM222336
UBOCC-A-114073 Sarocladium sp. 3H5-S0-P6-1 KM222248 KM232448
UBOCC-A-214034 Rhodotorula mucilaginosa 5H3-S0-P6-1 KM?222289 KM222337
UBOCC-A-214035 Meyerozyma guilliermondii 5H3-S0-P6-2 KM222290 KM222316
UBOCC-A-114074 Fusarium sp. 48X3-M0-P6 KM222300 KM232478
UBOCC-A-214036 Rhodotorula mucilaginosa 88X1-P3-P6-1 KM222307 KM222338
UBOCC-A-214037 Rhodotorula mucilaginosa 88X1-S0-P6-1 KM222309 KM222339
UBOCC-A-114075 Fusarium sp. 88X1-S0-P6-2

UBOCC-A-114076 Fusarium sp. 88X1-S3-P6-2 KM222310 KM232483
UBOCC-A-214038 Rhodotorula mucilaginosa 2H5-S0-P7-1

UBOCC-A-114077 Sarocladium sp. 2H5-S0-P7-2

UBOCC-A-114078 Exophiala sp. 2H5-S0-P7-3 KM222239 KM232445
UBOCC-A-214039 Rhodotorula mucilaginosa 4H1-P3-P7-1 KM222256 KM222340
UBOCC-A-214040 Rhodotorula mucilaginosa 4H1-S0-P7-1 KM222260 KM222341
UBOCC-A-114079 Acremonium sp. 4H1-S0-P7-2 KM222261 KM232456
UBOCC-A-214041 Rhodotorula mucilaginosa 4H1-S3-P7-1

UBOCC-A-114080 Acremonium sp. 4H1-S3-P7-2

UBOCC-A-114081 Acremonium sp. 4H1-83-P7-3

UBOCC-A-214042 Rhodotorula mucilaginosa SHI1-PO-P7-1 KM222268 KM222342
UBOCC-A-114082 Exophiala sp. 5H1-P0-P7-2 KM222269 KM232464
UBOCC-A-114083 Acremonium sp. 5H1-PO-P7-3 KM222270 KM232465
UBOCC-A-214043 Rhodotorula mucilaginosa 5H1-P3-P7-1 KM222273 KM222343
UBOCC-A-114084 Phialophora sp. 5H1-P3-P7-2 KM222274 KM232467
UBOCC-A-114085 Exophiala sp. 5H1-P3-P7-3 KM222275 KM232468
UBOCC-A-214044 Rhodotorula mucilaginosa 5H1-S0-P7-1 KM222277 KM222344
UBOCC-A-214045 Rhodotorula mucilaginosa 15H4-PO-P7-1 KM222296 KM?222345
UBOCC-A-214046 Rhodotorula mucilaginosa 48X3-P0-P7-1

eeooe
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UBOCC-A-114086 Fusarium solani 48X3-P0-P7-2 KM222302 KM232480
UBOCC-A-214047 Rhodotorula mucilaginosa 48X3-S0-P7-1 KM222304 KM222346
UBOCC-A-214048 Rhodotorula mucilaginosa 3H5-P3-P8-1

UBOCC-A-214049 Rhodotorula mucilaginosa 3H5-M3-P8-1 KM222242 KM222347
UBOCC-A-214050 Rhodotorula mucilaginosa SH1-MO-P8-1

UBOCC-A-114087 Penicillium sp. 5H1-MO-P8-2 KM222262 KM232457
UBOCC-A-114088 Acremonium sp. SH1-M3-P8-1 KM222264 KM232458
UBOCC-A-214051 Rhodotorula mucilaginosa 5H3-P3-P8-1 KM222287 KM222348
UBOCC-A-214052 Rhodotorula mucilaginosa SH3-MO-P8-1

UBOCC-A-114089 Acremonium sp. SH3-MO0-P8-2

UBOCC-A-214053 Rhodotorula mucilaginosa SH3-M3-P8-1 KM222281 KM222349
UBOCC-A-214054 Rhodotorula mucilaginosa 48X3-S3-P8 KM222305 KM222313
UBOCC-A- 214144 Rhodotorula mucilaginosa 88X1-P0O-P8-1

UBOCC-A- 214145 Rhodotorula mucilaginosa 88X1-P3-P8-1

UBOCC-A-214055 Rhodotorula mucilaginosa 88X1-P3-P8-2 KM222308 KM222312
UBOCC-A- 214146 Rhodotorula mucilaginosa 88X1-S3-P8-1

UBOCC-A- 214147 Rhodotorula mucilaginosa 88X 1-M3-P8-1

UBOCC-A-114094 Cladosporium sp. CB1 KM222206 KM232484
UBOCC-A-114095 Bjerkandera sp. CB2 KM222207 KM232485
UBOCC-A-114096 Fusarium sp. CB3 KM222208 KM232486
UBOCC-A-114097 Penicillium brevicompactum CB4

UBOCC-A-114098 Penicillium brevicompactum CB5

UBOCC-A-114099 Penicillium brevicompactum CB6 KM222209 KM232487
UBOCC-A-114100 Penicillium brevicompactum CB7

UBOCC-A-114101 Penicillium brevicompactum CB8

UBOCC-A-114102 Penicillium brevicompactum CB9 KM222210 KM232488
UBOCC-A-114103 Penicillium brevicompactum CB10 KM222211 KM232489
UBOCC-A-114104 Penicillium chrysogenum CB11

UBOCC-A- 214148 Bullera unica CB12 KM222212 KM232490
UBOCC-A-114106 Penicillium sp. CB13 KM222213 KM232491
UBOCC-A-114107 Microascus cirrosus CB14 KM222204 KM232492
UBOCC-A-114108 Microascus cirrosus CB15

UBOCC-A-114109 Penicillium sp. CB16 KM222214 KM232493
UBOCC-A-114110 Penicillium chrysogenum CB17 KM222215 KM232494

eeooe
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UBOCC-A-114111 Penicillium chrysogenum CB18 KM222216 KM232495
UBOCC-A-114112  Cladophialophora bantiana CB19 KM222217 KM232496
UBOCC-A-114113 Cladosporium sp. CB20 KM222205 KM232497
UBOCC-A-114114  Agaricomycetes sp. CB21 KM222218 KM232498
UBOCC-A-114115 Agaricomycetes sp. CB22
UBOCC-A-114116 Agaricomycetes sp. CB23
UBOCC-A-114117 Penicillium chrysogenum CB24 KM222219 KM232499
UBOCC-A-114118  Cladophialophora bantiana CB25 KM222220 KM232500
UBOCC-A-114119  Cladophialophora bantiana CB26 KM222221 KM232501
UBOCC-A-114120 Penicillium sp. CB27
UBOCC-A-114121 Cordyceps confragosa CB28 KM222222 KM232502
UBOCC-A-114122 Penicillium sp. CB29
UBOCC-A-114123 Penicillium chrysogenum CB30 KM222223 KM232503
UBOCC-A-114124 Penicillium chrysogenum CB31
UBOCC-A-114125 Penicillium chrysogenum CB32
UBOCC-A-114126 Eurotium herbariorum CB33 KM222224 KM232504
UBOCC-A-114127 Eurotium herbariorum CB34
UBOCC-A-114128 Sistotrema brinkmannii CB35 KM222225 KM232505
UBOCC-A-114129 Oidiodendron griseum CB36 KM222226 KM232506
UBOCC-A-114130 Sistotrema brinkmannii CB37 KM222227 KM232507
(B)
GenBank accession
UBOCC number Genus Species Sample ID number of the closest Identity
relative

UBOCC-A-114003 Aspergillus terreus 1H3-S0-PI-1 KF660536.1 1575/1576(99%)
UBOCC-A-214003 Meyerozyma guilliermondii 1H3-S0-P1-2 KC178873.1 1587/1596(99%)
UBOCC-A-214006 Rhodotorula mucilaginosa 1H3-S0-P1-5 JQ838010.1 1594/1594(100%)
UBOCC-A-114004 Fusarium oxysporum 1H3-S3-P1 KC143070.1 1584/1586(99%)
UBOCC-A-114008 Paecilomyces sp. 1H3-M3-P1-2 KC790497.1 1583/1583(100%)
UBOCC-A-114010 Fusarium sp. 2H5-P3-P1 KC790525.1 1636/1636(100%)
UBOCC-A-114011 Fusarium oxysporum 2HS-S0-P1 KC143070.1 1584/1586(99%)
UBOCC-A-114013 Paecilomyces sp. 4H1-P0O-P1-2 KC790497.1 1165/1165(100%)
UBOCC-A-114014 Fusarium oxysporum 4H1-P3-P1-1 JF807401.1 1640/1640(100%)
UBOCC-A-114015 Penicillium sp. 4H1-P3-P1-2 HM161749.1 1167/1169(99%)
UBOCC-A-114024 Fusarium oxysporum SH1-PO-P1-3 KC493355.1 1168/1168(100%)
UBOCC-A-114029 Aspergillus Sfumigatus 15H4-P0-P1-1 AF548062.1 1586/1586(100%)

[ N )
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UBOCC-A-114030 Penicillium chrysogenum 15H4-P0-P1-2 JX480902.1 1586/1587(99%)
UBOCC-A-214008 Meyerozyma guilliermondii 15H4-P0O-P1-4 KC178873.1 1584/1584(100%)
UBOCC-A-114032 Fusarium sp. 15H4-P3-P1-1 FJ613599.1 1584/1587(99%)
UBOCC-A-114043 Sistotrema brinkmannii SH3-P3-P2-1 DQ898714.1 1581/1588(99%)
UBOCC-A-114049 Fusarium oxysporum 4H1-P3-P3 KC493355.1 1168/1168(100%)
UBOCC-A-114051 Penicillium sp. 4H1-S0-P3-3 HM161749.1 1586/1586(100%)
UBOCC-A-214013 Meyerozyma guilliermondii 4H1-MO0-P3-1 KC178873.1 1584/1585(99%)
UBOCC-A-214017 Rhodotorula mucilaginosa 2H5-MO0-P4-1 KC186124.1 1172/1172(100%)
UBOCC-A-114053 Acremonium sp. 5H1-S3-P4-2 AJ278754.1 1573/1578(99%)
UBOCC-A-114054  Purpureocillium lilacinum 5H1-S3-P4-3 KC143069.1 1578/1579(99%)
UBOCC-A-114059 Sarocladium sp. IH3-P3-P5-4 KC987205.1 1573/1575(99%)
UBOCC-A-114060 Penicillium sp. 4H1-S0-P5-1 HM161749.1 1586/1586(100%)
UBOCC-A-114061 Sistotrema brinkmannii 5H1-PO-P5-1 DQ898712.1 1140/1143(99%)
UBOCC-A-114062 Sistotrema brinkmannii SHI1-PO-P5-1bis DQ898714.1 1589/1593(99%)
UBOCC-A-114063 Trametes versicolor SH1-P0-P5-2 AY336751.1 1591/1591(100%)
UBOCC-A-114064 Penicillium sp. 5H1-P0-P5-3 KF741226.1 1586/1590(99%)
UBOCC-A-114065 Acremonium sp. 5H1-P3-P5-1 AJ278754.1 1576/1582(99%)
UBOCC-A-214033 Meyerozyma guilliermondii 3H5-P0-P6-4 KC178873.1 1589/1589(100%)
UBOCC-A-114070 Sarocladium sp. 3H5-P3-P6-1 K(C987205.1 1579/1581(99%)
UBOCC-A-214143 Meyerozyma guilliermondii 3H5-P3-P6-3 KC178873.1 1589/1590(99%)
UBOCC-A-114073 Sarocladium sp. 3H5-S0-P6-1 K(C987205.1 1579/1580(99%)
UBOCC-A-214035 Meyerozyma guilliermondii 5H3-S0-P6-2 KC178873.1 1168/1172(99%)
UBOCC-A-114078 Exophiala sp. 2H5-S0-P7-3 EU090193.1 1585/1587(99%)
UBOCC-A-114079 Acremonium sp. 4H1-S0-P7-2 AJ278754.1 1581/1589(99%)
UBOCC-A-114084 Phialophora sp. SH1-P3-P7-2 AJ278753.1 1571/1585(99%)
UBOCC-A-114086 Fusarium solani 48X3-P0-P7-2 AB473810.1 1581/1584(99%)
UBOCC-A-114087 Penicillium sp. 5H1-MO0-P8-2 KF741226.1 1585/1586(99%)
UBOCC-A-214054 Rhodotorula mucilaginosa 48X3-S3-P8 GQ433375.1 1594/1594(100%)
UBOCC-A-114094  Cladosporium sp. CBI KF776916.1 1627/1627(100%)
UBOCC-A-114095 Bjerkandera sp. CB2 DQO060083.1 1121/1122(99%)
UBOCC-A-114096 Fusarium sp. CB3 KC790525.1 883/883(100%)
UBOCC-A-114099 Penicillium brevicompactum CB6 AF548083.1 881/883(99%)
UBOCC-A-214148 Bullera unica CB12 AY887945.1 884/887(99%)
UBOCC-A-114106 Penicillium sp. CB13 JX192598.1 1634/1635(990%)
UBOCC-A-114107 Microascus cirrosus CB14 M89994.1 1636/1641(99%)
UBOCC-A-114109 Penicillium sp. CBl16 EU667999.1 1625/1632(99%)
UBOCC-A-114110 Penicillium chrysogenum CB17 J1X480902.1 881/882(99%)
UBOCC-A-114111 Penicillium chrysogenum CBI18 JX480902.1 881/882(99%)
UBOCC-A-114112  Cladophialophora bantiana CBI19 KC977560.1 885/885(100%)
UBOCC-A-114113  Cladosporium sp. CB20 KF776914.1 1586/1589(99%)
UBOCC-A-114114  Agaricomycetes sp. CB21 GU305981.1 885/885(100%)
UBOCC-A-114117 Penicillium chrysogenum CB24 TX480902.1 881/882(99%)
UBOCC-A-114118 Cladophialophora bantiana CB25 KC977560.1 864/864(100%)
UBOCC-A-114119 Cladophialophora bantiana CB26 KC977560.1 885/885(100%)
UBOCC-A-114121 Cordyceps confragosa CB28 JF310743.1 422/425(99%)
eeoeo
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UBOCC-A-114126
UBOCC-A-114128
UBOCC-A-114129
UBOCC-A-114130

Eurotium
Sistotrema
Oidiodendron

Sistotrema

herbariorum
brinkmannii
griseum

brinkmannii

CB33
CB35
CB36
CB37

AB008402. 1 1643/1646(99%)
DQ898714.1 883/887(99%)
AY618676.1 491/493(99%)
DQ898714.1 873/875(99%)
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Table S2. Relative occurrence of PKSI, PKSIII, NRPS, Hybrids and TPS genes in

filamentous fungi (A) and yeasts (B).

A FILAMENTOUS FUNGI
Depth (mbsf)| PKS1 | PKSIIl | NRPS Hybrids | TPS
4 0.76 0.52 0.76 0.71 0.67
12 0.75 0.83 0.58 0.83 0.42
21 1.00 0.57 0.57 0.57 0.14
25 1.00 0.59 0.94 0.82 0.47
34 0.90 0.41 0.83 0.66 0.31
37 1.00 0.82 0.71 0.82 0:00
137 0.88 0.50 0.88 0.63 0.75
403 1.00 0.25 0.86 0.63 0.13
765 1.00 0.25 1.00 1.00 0.25
1884 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00
B YEASTS
Depth (mbsf)| PKS | PKS Il | NRPS Hybrids TPS
4 0.40 0.20 1.00 0 0.40
12 0.80 0.40 0.80 0 0.60
21 0.50 0.33 0.50 0 0.33
25 0.50 0.38 0.63 0 0.50
34 1.00 0.56 0.78 0 0.67
37 0.78 0.44 0.78 0 0.78
137 0.60 0.20 0.20 0 0.40
403 0.75 0.25 1.00 0 1.00
765 0.50 0.38 0.38 0 0.50
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CHAPITRE 2

Criblage d’activités antimicrobiennes et extraction des
composés bioactifs de champignons de sédiments marins

profonds

Deep subseafloor fungi as an untapped reservoir of

amphipathic antimicrobial compounds

Marion Navarri, Camille Jégou, Laurence Meslet-Cladiére, Benjamin Brillet, Georges Barbier,

Gaétan Burgaud, Yannick Fleury. 2016. Marine Drugs. 14 (3) : 50
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Le potentiel génétique des champignons marins isolés de sédiment a été révélé au cours du
chapitre précédent par genome mining, en recherchant la présence de génes impliqués dans la
synthése de polycétides, peptides non ribosomiques, terpenes et hybrides. Dans un contexte,
d’antibiorésistance menacant les systémes de santé publique et ou la recherche de nouvelles
molécules antimicrobiennes est devenue une priorité, nous nous sommes concentrés sur les
activités antimicrobiennes de cette collection originale. Dans la mesure ou les génes détectés ne
sont pas exclusivement impliqués dans la biosynthese de métabolites antimicrobiens, nous avons

mené dans ce chapitre un criblage fonctionnel sur une sélection de souches de la collection.

Ainsi, 110 représentants (24 levures et 86 champignons filamenteux) ont été sélectionnés en
fonction de leur appartenance aux différents groupes établis par MSP-PCR fingerprinting, de leur
profondeur d’isolement et de leur potentiel génétique. Les souches sélectionnées ont été criblées
contre 16 cibles (12 bactéries et 4 champignons) identifiées comme pathogénes cliniques ou
aquacoles. Les levures de la collection ont été cultivées en milieu liquide Yeast extract Peptone
Glucose medium (YPG) alors que les champignons filamenteux ont été cultivés sur milieu solide
Potato Dextrose Agar (PDA). Les tests d’activité, ont été réalisés en diffusion dans la gélose. Aucune
des levures criblées n’a démontrée d’activité contre les cibles étudiées. En revanche une forte
proportion de champignons filamenteux (32.5%) a montré des activités antibactériennes
(principalement sur les bactéries a Gram-positif) et antifongiques. Le spectre d’activité de ces
souches de champignon reste limité puisqu’ils sont actif spécifiguement contre une catégorie de
micro-organismes. Seules 5 souches sur 28 actives ont inhibé 2 catégories de micro-organismes

(Champignon et bactérie Gram-positif ou bactérie Gram-positif et négatif)

Les souches actives ont été essentiellement isolées dans les premiers metres de la carotte
sédimentaire, la ou la biodiversité est la plus importante, suggérant un réle de ces composés dans
la compétition pour la niche écologique. Le long de la carotte de sédiment, la proportion de souches
fongiques aux propriétés antimicrobiennes diminue avec la profondeur et donc avec la biodiversité

microbienne.

Nous avons tenté d’optimiser la production des métabolites antimicrobiens afin de faciliter

leur caractérisation ultérieure. Pour ce faire, 6 souches parmi les plus actives ont été sélectionnées.
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Elles ont été cultivées dans du PDB (Potato Dextrose Broth) contenant différentes concentrations
en agar (0%, 0,2%, 1,7%). Apres 14 jours de culture a 25°C, une extraction des composés amphiphiles
a été réalisée. L'activité antimicrobienne des extraits a été évaluée sur la souche la plus sensible
révélée par le criblage précédent. Elle a été détectée pour 5 des 6 souches soulignant ainsi le
caractére amphiphile des molécules actives. Par ailleurs, aucune activité antimicrobienne n’a été
détectée dans les extraits issus de surnageant de culture en I'absence d’agar. Bien qu’aucune
corrélation n’ait été observée entre la concentration en agar et lintensité de Iactivité
antimicrobienne ces résultats illustrent I'importance des conditions de cultures dans la production

de métabolites bioactifs.

La forte proportion de souches fongiques avec des activités antimicrobiennes et le caractere
amphiphile des molécules actives, renforcent I'idée que les champignons de sédiment marins
profonds constituent un réservoir de molécules antimicrobiennes avec un rdle écologique

potentiellement majeur dans la compétition entre communautés microbiennes.
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Abstract: The evolving global threat of antimicrobial resistance requires a deep renewal of the
antibiotic arsenal including the isolation and characterization of new drugs. Underexplored marine
ecosystems may represent an untapped reservoir of novel bioactive molecules. Deep-sea fungi
isolated from a record-depth sediment core of almost 2000 m below the seafloor were investigated
for antimicrobial activities. This antimicrobial screening, using 16 microbial targets, revealed 33%
of filamentous fungi synthesizing bioactive compounds with activities against pathogenic bacteria
and fungi. Interestingly, occurrence of antimicrobial producing isolates was well correlated with
the complexity of the habitat (in term of microbial richness), as higher antimicrobial activities were
obtained at specific layers of the sediment core. It clearly highlights complex deep-sea habitats as
chemical battlefields where synthesis of numerous bioactive compounds appears critical for microbial
competition. The six most promising deep subseafloor fungal isolates were selected for the production
and extraction of bioactive compounds. Depending on the fungal isolates, antimicrobial compounds
were only biosynthesized in semi-liquid or solid-state conditions as no antimicrobial activities were
ever detected using liquid fermentation. An exception was made for one fungal isolate, and the
extraction procedure designed to extract amphipathic compounds was successful and highlighted
the amphiphilic profile of the bioactive metabolites.

Keywords: deep subseafloor fungi; antimicrobial metabolites; amphipathic compounds;
solid-state fermentation

1. Introduction

The increasing trend of bacterial resistance currently jeopardizes global public health and thus
the global healthcare system. Outbreaks due to antimicrobial resistant microorganisms kill about
3 million people each year in the world [1] including 23,000 American [2] and 37,000 European
people [3]. The threat is of particularly of concern as most of the currently available antibiotics
have lost their efficiency [4]. To counteract antibiotic resistance, Centers for Disease Prevention
and Control are developing and financing research programs dedicated to (i) the prevention of
healthcare-associated infections; (ii) the improvement of antibiotic prescription; and (iii) the promotion
of new antibiotics exploration.

Natural and natural-derived drugs in pharmaceutical pipelines represent 71% of newly approved
molecules [5]. According to J. Bérdy (2012), 60,000-80,000 microbial compounds have been
characterized, 32,000-34,000 were bioactive of which 15,000 are of fungal origin [6] some of them
being real blockbusters. Some examples of fungal success stories are the well-known (i) penicillin,

Mar. Drugs 2016, 14, 50; doi:10.3390/md 14030050 www.mdpi.com/journal /marinedrugs
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which started the antibiotic era [7], statins preventing coronary heart diseases [8] or cyclosporins as
immunosuppressive agents [9].

Marine ecosystems paid special attention as a new reservoir of antimicrobials as emphasized by
Blunt et al. since 2003 in their annual reviews on marine natural products. Oceans harbor a broad
diversity of ecosystems colonized by a huge diversity of microorganisms synthetizing a wide array
of original bioactive metabolites [10,11]. Marine fungi have usually been considered as uncommon
microorganisms and are still largely underexplored. Logically, the number of marine fungal natural
products characterized to date (almost 700 new molecules between 2006 and 2010 [12]) remains
low, albeit following an increasing trend. However, marine fungal chemodiversity appears original
with numerous novel structures described. As numerous shallow-water marine fungi have been
screened for bioactive compounds, the challenge now is to search for untapped fungal resources in
untargeted ecological niches as marine extreme environments. Deep-sea ecosystems, as deep-sea
hydrothermal vents or the deep subseafloor appear as extreme and complex habitats, i.e., harboring
numerous microorganisms [13], which may be allegorized as chemical battlefields [14] of interest for
biotechnological applications.

In this underexplored context, a collection of almost 200 deep subseafloor fungal strains obtained
from a sediment core, recently established by Rédou et al. [15], highlighted (i) the fungal diversity
within the deep-subseafloor from 4 to 1884 mbsf and (ii) its biotechnological potential using genome
mining for specific genes involved in biosynthesic pathways of bioactive secondary metabolites [16].
Here, we report the functional screening of this deep subseafloor fungal collection for antimicrobial
activities. A set of 110 fungal strains was selected, as a representative sub-collection, in all identified
clusters and at different depths of isolation. We also discuss their ecological significance and finally
report first insights into the antimicrobial compound production and their chemical nature.

2. Results and Discussion

2.1. Antimicrobial Screening

A selection of 110 deep subseafloor fungal isolates was screened against a panel of 16 microbial
targets using agar diffusion method. Surprisingly, in our culture conditions, no antimicrobial activity
was ever detected from the 24 assayed marine yeast isolates, identified as strains of Bullera alba,
Meyerozyma guillermondii and Rhodotorula mucilaginosa species [15]. Some terrestrial representatives of
those species were already demonstrated as antimicrobial peptide producers [17-20]. Alternatively,
a high proportion of filamentous fungi exhibiting antimicrobial activities was revealed. Indeed, 28
fungal strains of the 86 assayed exhibited antimicrobial activity (even partial) against at least one
microbial target (Figure 1 and Figure S1). Thus, around 33% of the deep subseafloor filamentous fungal
collection was shown to produce antimicrobial compounds. Such a high proportion of antimicrobial
producing fungal strains has already been described from marine sediment- or invertebrate-associated
fungi [21-24]. As a comparison, a screening of deep-sea surface sediment bacteria against
eight microbial targets revealed 13% of bacterial strains synthesizing bioactive compounds [25].
Thus, deep-sea complex habitats, such as deep subseafloor, do appear as reservoirs of bioactive
secondary metabolites.
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Fungal strains synthesizing antimicrobial compounds could be divided into three groups
depending on their antimicrobial spectrum:

e Anti Gram-positive fungi, as the most important group clustering 15 strains (53% of the
bioactive strains). Isolates were identified as belonging to Aspergillus fumigatus 48X3-P3-P1(2),
Aspergillus terreus 1H3-S0-P1(1), Eurotium herbariorum CB_33, Fusarium oxysporum (1H3-P0-P1(1),
4H1-P0-P1(1) and 4H1-P3-P3), Penicillium bialowiezense (CB_5, CB_7 and CB_8), Penicillium
chrysogenum (2H5-M3-P2-(3), CB_11, CB_17 and CB_24), Penicillium sp. CB_16 (1 strain), and
Oidiodendron griseum CB_36 species. Marine species of Penicillium, Aspergillus and Fusarium
genera are well-known as producers of a wide array of bioactive metabolites, i.e., polyketides,
alkaloids and peptides, with a broad spectrum of biological activities [12,26-28]. Several
marine-derived Eurotium species have been investigated for antimicrobial activity with a special
focus on Eurotium cristatum. An algae-associated E. cristatum strain was assessed as producer
of the tardioxopiperazine A antibiotic inhibiting Staphylococcus aureus [29] contrary to one
sponge-associated E. cristatum strain [30]. Interestingly, and to the best of knowledge, no
antimicrobial activity was ever detected from marine-derived Oidiodendron strains while, some
terrestrial strains, as Oidiodendron truncatum or Oidiodendron fuscum, are able to synthesize
antibacterial polyketide (fuscin) [31] and terpenoid (clerocidin) [32].

e  Anti-fungal strains gathering: Penicillium bialowiezense (CB_4, CB_5, CB_6, CB_7, CB_8, CB_9
and CB_10), Sarocladium sp (2H5-S0-P7(2), 3H5-P3-P6(1) and 5H3-M3-P2), Fusarium oxysporum
(4H1-PO-P1(1) and 4H1-P3-P3) and Paecilomyces sp. 1H3-M3-P1(2) species. Marine species
of Penicillium and Fusarium genera have already been described as producers of antifungal
terpenoids like penicisteroids and polyketides as fusarielin E, respectively [33-38]. Marine-derived
Paecilomyces species, isolated from mangrove habitats, have been shown to produce antifungal
polyketides [39,40]. Sarocladium kiliense and Sarocladium oryzae are known to produce antifungal
terpenoid and polyketide against phytopathogenic fungi [41] and C. albicans [42,43]. A marine
endophytic Sarocladium sp. was described for its ability to inhibit bacterial quorum sensing [44].
Here, we report an original ability of a deep subseafloor Sarocladium isolate to biosynthesize
bioactive compounds against A. flavus.

e  Five deep subseafloor fungal isolates had a weak antibacterial activity against Gram-negative
bacteria (partial inhibition). Those isolates were identified as Acremonium sp. 5H1-M3-P8§(1),
Aspergillus terreus 1H3-S0-P1(1), Fusarium oxysporum S5H1-S0-P1(3), Sistotrema brinkmanii
5H1-P0-P5(1)bis and an uncultured Agaricomycete CB_23. If species of Aspergillus, Fusarium
and Acremonium genera have already been described to produce an array of anti-Gram-negative
compounds [45-50], to the best of knowledge we here described an original antimicrobial activity
from a Sistotrema brinkmannii species.

As clearly shown in the Venn diagram (Figure 2), most of the deep subseafloor fungal isolates
produce narrow-spectrum antimicrobial compounds. Indeed, 82% of antimicrobial producing isolates
are active against a specific category of microorganisms, i.e., Gram-positive bacteria (10 isolates), fungi
(nine isolates) or Gram-negative bacteria (four isolates). Only five isolates could be characterized
as producers of a broader spectrum of activity with a mix of Gram-positive and fungal inhibition
(P. bialowiezense CB_5, CB_7, CB_8 and F. oxysporum 4H1-P3-P3) or Gram-positive and Gram-negative
inhibition (A. terreus1H3-S0-P1(1)).
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Figure 2. Venn diagram summarizing the spectrum of activity of the 28 antimicrobial producing deep

subseafloor fungal isolates.

This screening seems to exhibit a distribution pattern of antimicrobial activities with higher
occurrence of antimicrobial producing fungal isolates at shallow sediment core depths (4-37 mbsf)
compared to deeper layers (>100 mbsf) (Figure 1 and Figure S1). It is thus attractive to try glimpsing
for any statistical correlations between antimicrobial potential and some environmental parameters, as

depth or microbial richness.

2.2. Ecological Significance

Specific attention on the antimicrobial screening revealed a pattern of activity along the sediment
core with a trend consisting in decreasing of the proportion of strains producing antimicrobial
compounds when depth increases (Figure 3A). Indeed, relative occurrence of fungal isolates
synthesizing bioactive compounds was higher at shallow depths compared to deeper layers.
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Figure 3. Antimicrobial activity along the sediment core. (A) Antimicrobial activity (%) expressed as a
function of depth (size of the circles is directly linked to the number of screened fungal isolates, from
one isolate (1884 mbsf) to 22 isolates (34 mbsf); (B) Relationship between antimicrobial activity (%) and
bacterial Operational Taxonomic Unit (OTU) number (used as a proxy to estimate the complexity of
the different sediment samples). The number of prokaryotic OTU was 28, 31, 26, 14 and 6 between
4-6 mbsf, 15-12 mbsf, 24-37 mbsf, 346-403 and 1827-1884 mbsf, respectively. The reader is referred to

Ciobanu et al. [13].

Deep subseafloor sediments harbor a great reservoir of microbial cells, from 103 to
108 cells/cm® [51,52] decreasing with depth [53]. Such a global trend was also obtained in the
Canterbury basin sediment core with a significant decrease of bacterial and archaeal OTUs [13]. Linear
regression was thus processed (Figure 3B) using diversity richness (in terms of Operational Taxonomic
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Units) at different depth layers, an exception being made for 765 mbsf depth, which was not used for
diversity analyses [13]. Such analysis revealed a significant correlation between bacterial OTU number
and deep subseafloor antimicrobial activity (p-value = 0.032), indicating that the more complex the
microbiota is (NB: the highest OTU is observed in the shallow-layer sediment), the more the potential
of deep subseafloor fungal isolates to synthesize antimicrobial compounds is important. From an
ecological point of view, it seems to indicate that complex deep-sea ecosystems harboring a high
diversity of microorganisms, with complex interactions to maintain/settle/colonize, can be allegorized
as untapped chemical battlefields, as previously defined in other marine ecosystems [54-56].

2.3. Antimicrobial Compounds Production and Extraction

From the 28 deep subseafloor fungal isolates synthesizing antimicrobial compounds, a selection
was performed according to different criteria as novelty, isolation depth and genetic potential based
on a previous study [13]. Doing so, six strains namely, Aspergillus fumigatus 48X3-P3-P1(2), Eurotium
herbariorum CB_33, Penicillium bialowiezense CB_7, Penicillium sp. CB_16, Oidiodendron griseum CB_36
and Sarocladium sp. 5H3-M3-P2 have been selected for deeper investigations to get insights into an
optimized culture condition for an efficient production of bioactive metabolites. Sistrotema brinkmanii
5H1-P0-P5(1)bis was exluded because of its partial activity (Figure 1).

After extraction, antimicrobial activity was checked against the most sensitive target (see Figure 1).
An exception was made for Sarocladium sp 5H3-M3-P2, antimicrobial activity was recovered and thus
highlights the amphipathic chemical nature of the secreted bioactive compounds (Figure 2). Overall,
as no antimicrobial activity was ever detected from culture in liquid medium Potato Dextrose Broth
(PDB), semi-liquid (PDB complemented with 0.2% agar, (PDA 0.2%) or solid (PDB complemented
with 1.7% agar, PDA 1.7%) medium were the best culture conditions to be used for an efficient
antimicrobial production.

These results clearly indicate that specific culture conditions, i.e., here liquid versus solid-state
fermentation, trigger antimicrobial production. Interestingly, agar-based media seem to boost
the production of antimicrobial compounds as no activity was ever detected in C18-SPE cell-free
supernatant fractions (F10-90) of strains cultivated in PDB (data not shown). Interestingly,
Bigelis et al. [57] have demonstrated that only solid-state fermentation allowed the fungal synthesis of
antimicrobial compounds, albeit such organisms were able to grow in liquid media and thus support
our findings on deep subseafloor marine fungi. As a result, solid state fermentation recently has
received growing interest [58]. On the other hand, submerged fermentation have been extensively used
as a large scale method to maximize the production of bioactive metabolites. We have assessed different
kinds of fermentation: submerged fermentation (PDB and PDA 0.2%) and solid-sate fermentation
(PDA 1.7%). No positive correlation was observed between the increasing agar concentration and the
bioactivity. Culture conditions that stimulate the production of antimicrobial compounds thus appear
strain-dependent, the different culture conditions leading to different metabolisms as desmonstrated
in literature [59,60].

The antimicrobial producing deep subseafloor fungal isolates harbor many genes involved in the
biosynthesis of secondary metabolites (Figure 4). If this genetic pattern illustrates the biotechnological
potential of the deep-sea fungal isolates, it does not allow to clearly identify the chemical nature of the
bioactive compounds but rather to obtain hints. Here, polyketides, non ribosomal peptides and/or
terpenes might be responsible for the detected antimicrobial activities. LC-MS/MS analyses coupled
with a dereplication strategy will allow researchers to go deeper into the characterization of the deep
subseafloor fungal chemodiversity.
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Figure 4. Antimicrobial activity after extraction. O: size of the inhibition zone 2, 3 and 5 mm. v/
Presence, or x absence of genes coding PKS I, PKS ITI, NRPS, PKS-NRPS and TPS [15]. F10-90: C18-SPE
fraction eluted with acetonitrile 90%. OP: Organic phase. In bracket the concentration (mg/mL) of the
crude extract. Na: Not assayed

3. Materials and Methods

3.1. Strains Collection

Marine fungal strains were isolated from a sediment core drilled in the Canterbury Basin on
the eastern margin off New Zealand during the Integrated Ocean Drilling Program (IODP) Leg 317
Expedition [15]. All the isolated strains were identified, characterized and cryopreserved at —80 °C in
the Université de Bretagne Occidentale Culture Collection (UBOCC) [61]. Here, 110 fungal isolates
were chosen as an exhaustive strain sub-collection in order to select all representatives of the different
taxonomic clusters isolated at different depths, from 4 to 1884 mbsf.

3.2. Cultivation Methods

Filamentous fungal isolates were cultivated on Potato Dextrose Agar (PDA) for 7 days at 25 °C.
Then, isolates were subcultured onto PDA plates by central inoculation for 14 days at 25 °C. Spores
suspension were calibrated at 1 x 107 spores/mL and 500 pL were used to inoculate 50 mL liquid
medium (PDB) or semi liquid (PDB + 0.2% Agar; PDA 0.2%). Solid medium (PDA) was centrally
inoculated by dropping 10 pL of the spores suspension (1 x 107 spores/mL). All media were incubated
at 25 °C for 14 days. Broths were under rotary shaking (100 rpm) and plates were in static conditions.

Yeast isolates were first cultivated on Yeast extract Peptone Dextrose Agar (YPDA) for 2 days at
25 °C. Then, one colony was used to inoculate a 5 mL YPD Broth (YPDB) for 24 h at 25 °C with rotary
shaking at 100 rpm. Finally 50 uL of this pre-culture was incubated in 5 mL of YPDB during 4 days at
25 °C and 100 rpm.

3.3. Antimicrobial Screening

Sixteen microbial targets, belonging to human or marine animal pathogenic bacteria and fungi
were selected in different culture collections: (i) Enterobacter aerogenes CIP 6086, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella oxytoca CIP 7932, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica
CIP 8297, Vibrio parahaemolyticus Ifremer 01/252 and Yersinia ruckeri ATCC 29473, representing the
Gram-negative bacterial targets; (ii) Enterococcus faecalis CIP A 186, Lactococcus garviae ATCC 43921,
Listeria monocytogenes SOR 100 Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus equinus NRRL B-4268
representing the Gram-positive bacterial targets. Antimicrobial activity was also assessed against
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different filamentous fungi: Aspergillus flavus CBS 100927, Exophiala dermatidis UBOCC-A-113043,
Fusarium solani CBS 181.29 and the yeast Candida albicans ATCC 2092. All of the target cells were
cultivated according to the ATCC standards.

For antimicrobial assays, bacterial and yeast target cells were respectively included in Trypton
Soy and in YPDA agar at 1 x 10° cfu/mL, while, filamentous fungi spores were included at
1 x 10° spores/mL in PDA.

Antimicrobial screenings were assessed using agar diffusion methods. After 4 days incubation for
yeast, 5 pL of culture was inoculated into a well made in the target cell medium. While, after 14 days
incubation for filamentous fungi a plug of culture was dropped off into a well made in the target cell
medium. The antimicrobial activity was expressed as the radius of the inhibition zone in mm.

3.4. Extraction of Amphipathic Bioactive Compounds

Fungal isolates producing antimicrobial compounds were cultivated during 14 days in PDB, PDA
0.2% and PDA 1.7%. In order to extract amphipathic metabolites, cell-free supernatants (20 mL) from
PDB and PDA 0.2%, were collected (centrifugation, 8000 g, 4 °C, 40 min), loaded and fractionated onto
Solid Phase Extraction C-18 cartridge (SPE/C18 UPTI-clean, Interchim, France). After a first washing
step performed with 10% acetonitrile +0.07% Trifluoroacetic Acid (TFA), the retained compounds were
eluted using 90% acetonitrile +0.07% TFA in a fraction named F10-90. and finally freeze-dryed [62].

Biomass and solid culture media (PDA 1.7%) were collected crushed in liquid nitrogen and then
extracted using Methanol /Chloroform/Water (4V/5V/1V; 1 g/10 mL) for 10 min at 100 rpm and
finally centrifuged (4 °C, 8000 g, and 20 min). The aqueous phase was removed, and Organic Phase
(OP) was dried under vacuum and solubilized in 20% acetonitrile (1 g of fresh mycelium/5 mL). All
fractions of interest (F10-90 and OP) were freeze-dried and solubilized in 20% acetonitrile. Since the
examined fractions arose from an extraction onto non polar phase and then were soluble in a more
polar solvent (i.e., 20% acetonitrile), they were considered as made of amphipathic compounds.

4. Conclusions

Our study revealed the antimicrobial properties of a unique deep subseafloor fungal collection
obtained from a record-depth sediment core. A sub-collection of 110 fungal strains was screened
for antimicrobial activities against 16 Gram-negative, Gram-positive and fungal targets. A relatively
high proportion of bioactivity was obtained as 33% of filamentous fungi inhibit the growth of at
least one microbial target. Antimicrobial activities were mainly directed towards Gram-positive
bacteria and fungi. To the best of our knowledge, this is the first screening to deal with deep
subseafloor fungi. Here, the high proportion of fungi producing antimicrobial compounds coupled
with the evidence that deep subseafloor fungi possess a range of adaptations to cope with numerous
biological, physical and chemical stressors clearly highlights such organisms as an untapped reservoir
to investigate for novel molecules of biotechnological interest. Complementary analyses will now been
focused on the fractionation, dereplication and identification of molecules in search of putatively novel
antimicrobial compounds.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1660-3397/14/3/50/s1,
Figure S1: Antimicrobial screening of 110 deep subseafloor fungi.
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CHAPITRE 3

Métabolites bioactifs produits par Oidiodendron griseum

UBOCC-A-114129 isolé de sédiments marins profonds

Bioactive metabolites from the deep subseafloor fungus

Oidiodendron griseum UBOCC-A-114129

Marion Navarri, Arnaud bondon, Sandrine Pottier, Stéphane Bach, Blandine Baratte, Sandrine

Ruchaud, Georges Barbier, Gaétan Burgaud, Yannick Fleury. Marine Drugs

En préparation
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Isolé a 765 metres sous la surface du plancher océanique, O. griseum UBOCC-A-114129 représente
I'isolat produisant des métabolites antimicrobiens le plus profond de cette collection et a notre
connaissance le plus profond jamais décrit. Cet isolat apparait comme le plus original de cette collection,
les autres especes majoritairement affiliées aux genres Penicillium, Aspergillus et Fusarium étant
communément décrits en milieu marin comme les principaux producteurs de métabolites bioactifs
(Imhoff, 2016). De ce fait, nous avons focalisés nos travaux sur a cette souche d’O. griseum et ses

métabolites secondaires antimicrobiens.

Aprés 14 jours d’incubation en milieu PDA 0,2%, a 25°C, sous agitation a 25°C, le surnageant de
culture a été collecté et une extraction sur colonne SPE C-18 a été réalisée. Les deux fractions obtenues
apres élution par de 'acétonitrile a 10% puis a 90% en présence de 0,1% TFA, ont été lyophilisées puis
leur activité antimicrobienne a été évaluée sur la bactérie cible la plus sensible, Enterococcus faecalis
(chapitre 2). L'activité antibactérienne n’a été détectée que dans la fraction résultant de I’élution avec
90% d’acétonitrile. Cette fraction a été analysée et fractionnée par HPLC en phase inverse. L'activité
antimicrobienne des différentes sous-fractions a été détectée dans les fractions dont les temps de
rétentions (tr) sont 25, 26 et 30 min. Aprés optimisation du gradient d’élution, la purification des
composés bioactifs a été menée. La caractérisation structurale par RMN a révélé la présence de la fuscine
(1) et dihydrofuscine (2) co-éluées dans le méme pic d’absorbance (tr=13,8min), la dihydrosecofuscine (3)

(tr=15,3min) et de la secofuscine (4) (tr=23,1 min).

Ces 4 métabolites produits par O griseum UBOCC-A-114129., ont été décrits chez d’autres
champignons tels que Potebniamyces gallicola, un champignon terrestre. Seules la fuscine et la
dihydrofuscine ont été précédemment décrites comme des métabolites bioactifs de champignons
appartenant au genre Oidodendron (O. fuscum, et O. griseum). La fuscine et ses dérivés sont les
métabolites amphiphiles majoritairement produits par la souche UBOCC-A-114129 en phase stationnaire.
Une étude a suggéré que la dihydrosecofuscine était un intermédiaire dans la biosynthése de la fuscine.
Les cinétiques de production des 4 métabolites évoluent de fagon identique et présentent un maximum

de production atteint vers 18 jours de culture.

Alors que la fuscine et la dihydrofuscine ont été décrites comme des métabolites antibactériens

produits par O. fuscum, aucune activité biologique n’a été reportée dans la littérature pour la secofuscine
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et dihydrosecofuscine. De ce fait, I'activité antibactérienne a été évaluée. Ainsi, les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées sur un panel de 9 bactéries, en suivant les lignes
directrices de la norme CLSI-MO07-A9. Une faible activité antibactérienne (CMI de I'ordre de 100ug/mL) a
été détectée sur les bactéries a Gram-positif. Cette faible activité est, néanmoins, significative puisque un
mode d’action bactéricide a été mis en évidence aux concentrations identiques a la CMI contre S. aureus,
S. aureus résistant a la méthicilline, A. baumannii et K. pneumoniae. Néanmoins, cette activité est plus

faible que celle d’autres polycétides isolés de champignons marins.

Nous avons également évalué I'activité d’inhibition de kinase de la dihydrosecofuscine. Un criblage
sur un panel de 12 kinases a permis de révéler I'activité anti-kinase de la dihydrosecofuscine sur la CLK1.
L'ICso a été déterminée a 15,56pug/mL et est comparable a d’autres inhibiteurs de kinase, tels que les
hypochromines A et B, isolées de champignons marins affiliées a I'espéce Hypocrea vinosa. La CLK1 est
impliquée dans la maladie d’Alzheimer et représente une cible intéressante dans la lutte contre cette
maladie neurodégénérative. Bien que I'lCso obtenue pour la dihydrosecofuscine soit nettement inférieure
aux inhibiteurs de kinase les plus efficaces, cette molécule peut représenter un nouveau modeéle de

structure moléculaire pour de nouvelles molécules thérapeutiques.

O. griseum UBOCC-A-114129 représente la souche antimicrobienne la plus profonde de la
collection et plus globalement la plus profonde jamais décrite. Bien que les composés purifés aient déja
été isolés précédemment, ce travail décrit pour la premiere fois leur production par une espéce marine
d’Oidiodendron. De plus, cette étude a mis en évidence une nouvelle activité biologique d’inhibition de

kinase jusqu’alors inexploré pour ces molécules.
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Abstract: Four bioactive compounds have been isolated from the fungus Oidiodendron griseum
UBOCC-A-114129 cultivated from deep subsurface sediment. They were structurally characterized
using a combination LC-MS/MS and NMR analyses as Fuscin and derivatives (dihydrofuscin ,
dihydrosecofuscin and secofuscin ) and identified as polyketides. Albeit those compounds were
already obtained from terrestrial fungi, this is the first report of their production by a Oidiodendron
species and moreover by a the deepest subseafloor isolate ever studied for biological activities. We
report a weak antibacterial activity of dihydrosecofuscin and secofuscin mainly directed against
Gram-positive bacteria (MIC = MBC, in the range of 100pg/mL). The activity of kinase inhibition
was also screened. It has revealed an inhibition of CLK1 by dihysecofuscin at relatively low
concentration ((ICs=15.56ug/mL).

Keywords: deep subseafloor fungi; bioactivities; antibacterial, anti-kinase

1. Introduction

The Ocean harbors a tremendous diversity of habitats, ranging from coastal waters to the deep
biosphere, where microorganisms, through their biotic and abiotic interactions, are the major actors
of the biogeochemical processes [1,2]. Bacteria, Archaea and protists are the most commonly
documented microorganisms in the marine environment. However, recent studies strongly support
the idea that marine microbial communities also host fungi as an important component in different
kind of habitats, including the deep biosphere [3]. Deep subseafloor sediment microbial
communities are in constant interactions though the production of a wide array of secondary
metabolites, as recently revealed using metatranscriptomics [4,5]. If a huge number of marine
microorganisms is able to produce a wide array of bioactive metabolites and has consequently
received a great attention in the search of natural compounds [6-8], the deep biosphere still appears
as an untapped reservoir.

Recently, an exhaustive culture-based approach allowed us to isolate 183 deep subsurface
marine fungi [3]. An antimicrobial screening on 110 of those fungal isolates highlighted 33% of
strains with antimicrobial properties [9]. Among those 110 fungal isolates, 14 were considered as
promising based on their antimicrobial activities and finally the strain Oidiodendron griseum CB_36
UBOCC-A-114129 (isolated at 765 meters below the sea floor) was selected for further investigation
since it appeared as the bioactive strain with the deepest origin known to date.

Mar. Drugs 2016, 14, x; doi: FOR PEER REVIEW www.mdpi.com/journal/marinedrugs
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In this study, the bioactive metabolites of O. griseum CB_36 were investigated using a bioguided
fractionation. Four antimicrobial compounds have been characterized using NMR: Fuscin (1),
dihydrofuscin (2), dihydrosecofuscin (3) and secofuscin (4). Surprisingly, although those structures
are known for years from terrestrial fungi [10,11], no biological activity has been ever described to
the best of our knowledge for secofuscin and dihydrosecofuscin.

Antimicrobial resistance represents an increasing threat jeopardizing global public health. The
antibiotic resistance crisis has been partly attributed to the lack of new drug development by the
pharmaceutical industry. The “old” chemical structures discovered during the Golden age of
antibiotic and abandoned because of their toxicity or lack of efficiency are currently re-investigated
for therapeutic use, such as polymyxins, fosfomyecin, fusidic acid or chloramphenicol [12]. Therefore,
we re-analyzed biological properties of fuscin and its derivatives using recent technologies. We
described herein their antibacterial activity but also their ability to inhibit kinase enzyme activity.
Our results suggest that these old known structures may not be obsolete for biotechnological
applications.

2. Results

2.1. Purification and Characterization of the bioactive compounds produced by O. griseum UBOCC-A-114129

Cell-free culture supernatant resulting from a 14 day-long incubation culture of O. griseum
UBOCC-A-114129 was subjected to a solid phase extraction step using C-18 cartridge. After a first
washing step using 10% acetonitrile (ACN) + 0.07% Trifluoroacetic acid (TFA), elution were
performed using 90% ACN + 0.07% TFA (F10-90). Both extracts (FO-10 and F10-90) were freeze-dried
and solubilized in 20% ACN.

Antimicrobial activities were only recovered in the F10-90 extract supporting previous data [9].
The F10-90 extract was afterward analyzed by RP-HPLC (Figure 1). Fractions were collected along
the elution, freeze-dried, resolubilized in 20% ACN and assayed for antimicrobial activity. Only,
three fractions eluted from 24 min to 32 min exhibited antimicrobial activity against E. faccalis (Figure
1).
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Figure 1. RP-HPLC analysis of the F10-90 fractions. Elution was performed using a linear gradient of
ACN+0.07%TEA (blue line). The chromatogram represents the max plot recorded between 220 and
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78 600 nm. Peaks exhibiting antimicrobial activity are overlaid in green. Bioactive compounds were
79 numerated according to their elution order.
80 Purification of bioactive compounds was performed according to a linear gradient of

81 ACN+0.07%TFA and leads to 4 compounds with antimicrobial properties against E. faecalis.
82  LC/ESIMS analyses of the peak A revealed a co-elution of 2 compounds named 1 (m/z 277 [M+H]+)
83  and 2 (m/z = 279 [M+H]+). They were obtained together as dark orange powder. The compound 3
84  (m/z 279 [M+H]+, white powder) and 4 (m/z 277 [M+H]+, dark orange powder) were eluted under
85  the peak B and C, respectively.

86

87 Structural elucidations were conducted by NMR. The bioactive compounds isolated from O.
88  griseum UBOCC-A-114129 were identified as fuscin (1), dihydrofuscin (2), dihydrosecofuscin (3) and
89  secofuscin (4) (Figure 2). Fuscin and its derivatives characterized here appear as already known
90 fungal compounds. Fuscin and dihydrofuscin have been isolated from Oidiodendron fuscum Robak,
91  isolated from soil [10], the phytopathogenic fungus Potebniamyces gallicola n. sp.[11] and from
92 Oidiodendron griseum, isolated from soil [13]. Fuscin and dihydrofuscin were described as
93  antibacterial metabolites [10]. However secofuscin and dihydrosecofuscin, previously isolated from
94 P gallicola n. sp. [11], were not described for any kind of bioactivity.

95
CH3 CHB
CH3 CH3
0 0] 0] 0
N
0 0
0 OH
CH; OH CH;  OH
Fuscin (1) Dihydrofuscin (2)
H;C CHy HsC CH3
0 OH 0 OH
AN
8} 0
OH o}
CH;  OH CH;  OH
96 Dihydrosecofuscin (3) Secofuscin (4)
97 Figure 2. Chemical structures of the bioactive compounds produced by O. griseum CB_36
98
99 Interestingly fuscin and its derivatives were clearly the main amphiphilic metabolites produced

100 by the strain of O. griseum since they represented almost 68% of the area of the chromatogram.

101 2.2 Kinetics of fuscin derivative production
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102 The fungal biomass and the production of fuscin derivatives were quantified over time. Fuscin
103 and its derivatives were only detected when O. griseum UBOCC-A-114129 reached the stationary
104  phase of fungal growth. Fuscin and its derivatives were detected after 7 days of culture at 25°C and
105  their production increased and achieved a maximal production after 18 days of culture. To date, the
106  ecological role of these compounds is still unknown. Nevertheless, such a constitutive production
107  during the stationary phase is commonly described for antimicrobial metabolites, such as citrinin
108  produced by Penicillium chrysogenum [14).

109
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111 Figure 3. Kinetics of growth of O. griseumn UBOCC-A-114129 and of fuscin and derivatives
112 production. The latter was quantified by the area below the elution peak detected by RP-HPLC after
113 SPE extraction of the cell-free supernatant.
114

115  2.3. Biological activities

116  2.3.1 Antimicrobial activity

117  We investigated the antimicrobial activity of secofuscin and dihydrosecofuscin since these

118  metabolites (HPLC fractions) exhibited antimicrobial activity against E. faecalis. Their minimal

119  inhibitory concentrations (MIC) were defined in accordance with the international standards (CLSI
120 guidelines M7-A09) against a panel of 9 bacterial targets. The MIC of positive controls, in agreement
121 with MIC listed by CLSI, validated the MIC values of secofuscin and dihydrosecofuscin. A weak
122 antibacterial activity was detected (MIC in the range of 100pg/mL). To get insights into the

123 antibacterial mode of action (bactericidal versus bacteriostatic), 5 uL of suspension at MIC and

124 MIC/2 was dropped onto Tryptone Soy Agar (TSA) medium and incubated at the optimal

125  temperature for bacterial target growth. Interestingly, these compounds were not only bacteriostatic
126  but also bactericidal at MIC for S. aureus, MRSA, A. baumannii and K. pneumoniae (Table 1)
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Table 1. Antimicrobial activity of isolated compounds. MICs were determined according CLSI
guidelines M7-A09. Controls for Gram-negative and Gram-positive bacteria were polymixin B and
and erythromycin, respectively. NA: Not Assayed. (¥) indicates that a bactericidal mode of action

was highlighted
MIC (pg/mL)
Dihydrosecofuscin Secofuscin Control
E. faecalis ATCC 29212 128-256 >256 4
VRE BM4147 128-256 >256 NA
S. aureus ATCC 29213 128* 256* 1-2
MRSA 128* 2256 NA
S. equinus NRRL-B-4268 64-128 256 NA
A. baumannii CIP70.34T 128-256* >256 NA
E. coli ATCC 25922 >256 >256 4
K. pneumoniae ATCC 8045 128-256* >256 NA
P. aeruginosa ATCC 27853 2256 >256 4

2.3.2.Enzymatic inhibition of Kinase

Dihydrosecofuscin obtained from Oidiodendron griseurn UBOCC-A-114129 was assayed on a panel of
twelve disease-related kinases. It was first assayed at a final concentration of 50pg/mL. When
enzymatic inhibition was lower than 50% (IC50>50ug/ml), dihydrosecofuscin was considered as
inactive (Table 2). At 50ug/mL dihydrosecofuscin was able to inhibit by 83% the activity of the
CLK1.

Table 2. Residual kinase activity (%) in the presence of t dihydrosecofuscin (50 pg/mL).

Kinase Y A XE g XEg % ¥ ¥ oz B O£
= OB8Fx ¥ G658 Y Y B K -
Compounds A § e & 8 > Y g & 3I EI -
1%
& T o2 & 2 -
Dihydrosecofuscin 63 17 69 57 55 57 72 8 =nd 86 60 67

nd: not determined Bold values showed inhibition of kinase activity at 50ug/mL
When kinase inhibition was higher than 50%, the IC50 was defined from the dose response curves

using a wide range of concentrations (usually from 0.015ug/ml to 50pg/ml) (Figure 4). The ICso value
of diyhdrosecofuscin against CLK1 was estimated at 15.56ug/mL.
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144 Figure 4. Normalized curve of log dose-response for Mm_CLK1 kinase
145
146 3. Discussion
147 Ocean covers almost 70% of the earth surface with a wide array of contrasting habitats

148  harboring complex microbial communities. Marine microorganisms were proved to be a great
149  reservoir of secondary bioactive metabolites [15]. Among them, marine fungi represent a potential
150  new reservoir of bioactive natural and sustainable products [16,17]. Deep-sea and subseafloor fungi
151  are the least studied marine fungi and therefore may appear as an untapped diversity with
152 biotechnological potential [18,19]. Indeed, deep sea fungal communities can feed natural
153  compounds libraries with putatively novel structures and mode of actions [20].

154

155 To reveal the chemical structure of the bioactive metabolites, we investigated the deepest fungal
156  strain (765 meters below the sea floor), O. griseum UBOCC-A-114129. Fuscin (1), dihydrofuscin (2),
157  dihydrosecofuscin (3) and secofuscin (4) were structurally characterized from O. griseum
158  UBOCC-A-114129. These compounds have already been described from terrestrial Oidiodendron
159  fuscum [10], O. griseum[13] and Potebniamyces gallicola n. sp.[11]. However, to the best of our
160  knowledge, this is the first report of (i) the production of fuscin and its derivatives by a marine
161  fungus in the meantime and (ii) the antimicrobial activity of secofuscin and dihydrosecofuscin.

162

163 The production of fuscin (1), dihydrofuscin (2), dihydrosecofuscin (3) and secofuscin (4)
164  occurred after the fungus has completed his growth and can thus be qualified as secondary
165  metabolites [21]. Secondary metabolites are small molecular weight molecules produced by
166  microorganisms to compete with environmental stressing conditions as temperature, pressure,
167  salinity or with other microorganisms [22]. Some of them could be beneficial as antimicrobial or
168  antitumor ones whereas other could be deleterious to human kind (e.g mycotoxins) [23].

169 .

170 Dihydrosecofuscin was previously described as a biosynthesic precursor of fuscin [24]. It was
171  here the most produced metabolite and appeared to co-occured with the other derivatives. This is
172 the first report on their co-production in a Oidiodendron species. Although fuscin and its derivatives
173 appear as the major metabolites produced during the stationary phase, their ecological role remains
174 to dlarify. The chemical structure of those compounds suggested a polyketide, a terpenoid structure
175  or a hybrid of both as suggested by Birch and his colleagues [25]. Previous investigation of genes
176  coding polyketides synthases and terpene synthases revealed the unique presence of polyketide
177  synthases in O. griseun UBOCC-A-114129 genome [3] and so likely highlighted the polyketide
178  nature of the bioactive metabolites produced by this isolate.

179
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180 Although fuscin (1) and dihydrofuscin (2) were previously investigated for antimicrobial
181 activities, no data were available regarding dihydrosecofuscin (3) and secofuscin (4). MIC values
182  reflected a weak but significant antimicrobial activity. A bactericidal mode of action was also
183  revealed against various Gram-positive bacterial targets.

184

185 Finally, dihydrosecofuscin showed in wvitro inhibition of kinase activity against CLKI.
186 Penicillium terrestre, a marine fungus isolated from marine sediment, has also been described for its
187  anti-kinase activity. A 35% inhibition of tyrosine kinases was observed when incubated with
188  3ug/mL of the bioactive metabolite terrestrol G synthetized by Penicillium terrestre [26]. So
189  dihydrosecofuscin weakly inhibited CLK1 activity with an ICsoof 15.56 pg/mL. Since this kinase has
190  been reported to be a relevant target in Alzheimer’s disease, dihydrosecofuscin may provide a
191  structural pattern for developing new therapeutic drugs.

192 4. Materials and Methods

193 4.1. Fungal isolation and identification

194 Isolation and identification of the fungal isolate selected in this study was described in an
195  earlier report [3]. Briefly, sediment samples were plated onto five low nutrient media with or
196  without sea salts, at different temperatures and different hydrostatic pressures. Subcultures of each
197  colony were performed to obtain pure cultures. Purified isolates were then cryo-preserved on beads
198  at preserved at -80°C.

199

200 The sequence analysis of 18SrDNA and ITS genes revealed Oidiodendron griseum as the nearest
201  relative of our strain with 99% of similarity in GenBank database under the accession number
202 KM222226. The strain was deposited in the Université de Bretagne Occidentale Culture Collection
203  under the UBOCC-A-114129 number (www.univ-brest.fr/ubocc)

204

205  4.2. Cultivation method and fermentation

206 One bead was plated onto Potato Dextrose Agar (PDA) and incubated at 25°C for 10 days. Then,
207  the strain was subculture onto PDA for 14 days at 25°C. Six 250-mL Erlenmeyer, containing 50mL of
208  PDB complemented with 0.2% agar (PDA 0.2%), were inoculated with 2 plugs of 4mm diameter cut
209  from the edge of the actively growing culture of 14 days old. They were incubated under rotary
210  shaking (100 rpm) at 25°C for 21 days.

211

212 4.3. Kinetics of biomass and metabolite production

213 The production of biomass and bioactive metabolites were assessed during 21 days. At 4, 7, 11,
214 14, 18 and 21 days of incubation, antimicrobial assays were performed before extraction of the
215  culture. The culture was filtered under vacuum to separate broth from biomass: (i) The biomass was
216  dried at 58°C for at least one week and then was weighed. (ii) The broth was centrifuged (8000g,
217 20min, 4°C) and supernatant (25mL) was loaded and fractionated onto Solid Phase Extraction C-18
218 column. After a washing step, a first elution with 10% acetonitrile+0.07%TFA (Tri Fluoro Acetic acid)
219  (Fraction 0-10), and a second using 90% acetonitrile+0.07% TFA (Fraction 10-90) were performed.
220  The obtained fractions were freeze-dried and suspended into 2.5mL of 20% acetonitrile to obtain a
221  crude extract 10-times concentrated.

222

223 4.4. Bio-guided isolation

224 Antimicrobial assays were performed on Enteroccocus faecalis CIP-A-186 as the most sensitive
225  target of this fungal strain [9]. An overnight culture of the target was performed in Trypton Soy
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226  broth. Then this culture was diluted and included in Trypton soy Agar (TSA) to obtain 1.0x106
227  cfu/mL. Finally, 20uL crude extracts or fractions were dropped into wells, previously performed in
228  the TSA including E. faecalis. Inhibition diameter was measured after 24h incubation at 37°C.

229 4.5. Purification of bioactive compounds

230 Active extracts were fractionated (each 2 minutes) on a semi-preparative column
231  Ci18-reverse-phase HPLC (Interchim Uptisphere strategy; 5um; 250 x 10mm; 4mL/min). A gradient
232 from 20% to 90% acetonitrile+0.07% TFA in water+0.1%TFA over 35 min was used and allowed the
233 isolation of 19 fractions. Antimicrobial activity of those fractions was assessed. The antimicrobial
234 compounds in the F10-90 were then purified using a gradient from 36% to 45% Acetonitrile+0.07%
235  TFA in water+0.1%TFA over 18min (data not shown). It yield to the isolation of compounds 1 and 2
236  which were co-eluted in Fraction 1 (13.8min and 1.2mg), 3 (15.3min and 2.5mg), and 4 (23.1min and
237  0.8mg) with antimicrobial activities.

238

239 4.6. Characterization/Spectral data

240 H NMR measurements were carried out on a Bruker AVANCE 500 spectrometer with a TCI
241  cryoprobe. The spectra were recorded at 298K. Homonuclear and hetero-nuclear standard pulse of
242 Bruker database were used. Samples were solubilized in d6-DMSO and chemical shift were
243 expressed as ppm.

244 4.7. Biological activities

245  4.7.1. Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

246 MIC of Fraction 1, dihydrosecofuscin (3) and secofuscin (4) and commercial fuscin (Adipogen
247  Life Science, USA) were determined using micro-broth dilution methods on Enterococcus faecalis
248  ATCC 29212, vancomycin-resistant Enterococcus faecium BM4147 (VRE), Staphylococcus aureus ATCC
249 29213, methicillin-resistant S. aureus (MRSA), and Streptococcus equinus NRRL-B-4268 for
250  Gram-positive bacteria, Acinetobacter baumannii CIP70.34T, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
251  pneumoniae ATCC8045, and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 representing Gram-negative
252 bacteria. Experiments were performed as described in CLSI standard M07-A9: methods for dilution
253  antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically [27]. Targets were cryo-preserved
254 at-20°C. Strains were streaked onto Trypton Soy Agar and incubated 24h at 37°C. One colony was
255  suspended into 5mL of Mueller Hinton and incubated 4h at 37°C under rotary shaking. Then a
256  suspension at 1.0x106cfu/mL was performed in Mueller-Hinton 2X and then 50uL of this suspension
257  were dispended in 96-wells microplate containing 50uL of our compounds. Final bacterial
258  concentration reached 5.0x10%fu/mL, and antibiotic final concentration was 256ug/mL and then
259  two-fold serial dilution to 0.5ug/mL half serial diluted.

260

261 4.7.3. Anti-kinase activity
262

263 Kinase activities were assayed in appropriate kinase buffer, with either protein or peptide as
264  substrate in the presence of 15uM [y-33P] ATP (3,000Ci/mmol; 10mCi/ml) in a final volume of 30 pl
265  following the assay described in [28]. Controls were performed with appropriate dilutions of
266  dimethylsulfoxide. Full-length kinases are used unless specified. Peptide substrates were obtained
267  from Proteogenix (Oberhausbergen, France). The inhibitory activity of dihydrosecofuscin (3) was
268  assayed on twelve disease-related kinases incubated in appropriate buffer: (i) DYRK1A
269  (Dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinaselA) from Rattus norvegicus; (ii) murine
270  CLK1 (CDC2-like kinase 1); (iii) human CDK9/CyclinT (Cyclin-dependent Kinase 9); (iv) human
271  CDK5/p25; (v) human CDK2/CyclinA; (vi) GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase-3a/g) from porcine
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272 brain; (vii) CK1 (casein kinase 1) from porcine brain and from the parasite, Leishmania major; (viii)
273  TLK1 (Tousled-like kinase) from the parasite, Leishmania donovani; (ix) human PIM1; (x) human
274  Haspin; (xi) human RIPK3 (receptor-interacting protein kinase-3) (see supplementary data for
275  details on buffer composition and enzymes condition incubation).

276 5. Conclusions

277 In this study, we characterized 4 bioactive compounds produced by O. griseum, isolated from a
278  sample collected at 765 meters below the sea floor. To our knowledge, this strain is the deepest ever
279  studied for biological activities. Although, all the compounds were previously described from
280 terrestrial fungus, two of them, dihydrosecofuscin and secofuscin, were not previously described as
281  bioactive ones. Here we investigated their biological activities and showed their antibacterial
282  activities against Gram-positive bacteria, with bactericidal mode of action. Moreover,
283  dihydrosecofuscin inhibited CLK1 kinase activity with ICs0=15.56pg/mL, highlighting a possible
284  interest for putative applications in human disease treatment such as Alzheimer. Such compounds,
285  especially dihydrosecofuscin, could represent new structural patterns in the search for new bioactive
286  compounds to fight antimicrobial resistance and neurodegenerative disease threats. Albeit no new
287  structures were revealed here for Oidiodendron griseumn UBOCC-A-114129, the collection of deep
288  subsurface isolates still represents an untapped reservoir of bioactive compounds since many other
289  promising isolates remained to be screened for their secondary metabolites.

290

291 Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/link, NMR spectral data of
292  identified compounds and Buffer composition for anti-kinase activity
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Supplementary Data
Anti-kinase activity

—  Buffer composition

Buffer A: 10mM MgCl2, ImM EGTA, 1mM DTT, 25mM Tris-HCI pH 7.5, 50ug/ml heparin;

Buffer B: 60mM p-glycerophosphate, 30mM p-nitrophenyl-phosphate, 25mM MOPS (pH 7), 5mM
EGTA, 15 mM MgCl2, ImM DTT, 0.1mM sodium orthovanadate;

Buffer H: MOPS 25mM pH 7.5, 10mM MgCl2;

Buffer K: Tris 50mM pH 7.5, 20mM MgCl2, 2mM MnCl2;

Buffer R: 1.67mM MOPS pH 7.2, 0.83mM e-glycerophosphate, 1.33mM MgCl2, 0.83mM MnCl2,

0.33mM EGTA, 0.13mM EDTA, 16.67ug/ml BSA, 0.017mM DTT

— Kinases Incubation :

HsRIPK3 (human, recombinant, expressed by baculovirus in Sf9 insect cells) was assayed in buffer R

with 0.1 pg/ul of MBP as substrate.

HsPIM1_(human proto-oncogene, recombinant, expressed in bacteria) was assayed in buffer B with 0.8

pg/pl of histone H1 (Sigma #H5505) as substrate.

HsHaspin-kd (human, kinase domain, amino acids 470 to 798, recombinant, expressed in bacteria) was
assayed in buffer H with 0.007 ug/ul of Histone H3 (1-21) peptide (ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA)

as substrate;

HsCDK2/CydlinA_(cyclin-dependent kinase-2, human, kindly provided by Dr. A. Echalier-Glazer,

Leicester, UK) was assayed in buffer A (+ 0.15 mg/ml of BSA + 0.23 mg/ml of DTT) with 0.8 pg/ul of

histone H1 as substrate.
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HsCDK9/CydlinT (human, recombinant, expressed by baculovirus in Sf9 insect cells) was assayed in
buffer A (+ 0.15 mg/ml of BSA + 0.23 mg/ml of DTT) with 0.27 ug/ul of the following peptide:

YSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSKKKK, as substrate.

HsCDK5/p25 (human, recombinant, expressed in bacteria) was assayed in buffer B, with 0.8 ug/ul of

histone H1 as substrate.

SscGSK-3a/p (glycogen synthase kinase-3, porcine brain, native, affinity purified) was assayed in
buffer A (+ 0.15 mg/ml of BSA + 0.23 mg/ml of DTT), with 0.010 ug/pl of GS-1 peptide, a GSK-3-

selective substrate (YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQSpEDEEE, “Sp” stands for phosphorylated serine).

SscCK1d/e (casein kinase 10/, porcine brain, native, affinity purified) was assayed in buffer B, with

0.022 pg/ul of the following peptide: RRKHA AIGSpAYSITA as CK1-specific substrate.

RnDYRK1A-kd (Rattus norvegicus, amino acids 1 to 499 including the kinase domain, recombinant,
expressed in bacteria, DNA vector kindly provided by Dr. W. Becker, Aachen, Germany) was assayed
in buffer A (+0.5 mg/ml of BSA + 0.23 mg/ml of DTT) with 0.033 pg/ul of the following peptide:

KKISGRLSPIMTEQ as substrate.

MmCLK1 (from Mus musculus, recombinant, expressed in bacteria) was assayed in buffer A (+ 0.15
mg/ml of BSA + 0.23 mg/ml of DTT) with 0.027pg/ul of the following peptide: GRSRSRSRSRSR as

substrate.



Travaux de recherche — Chapitre 3

LATLK (tousled-like kinase, from Leishmania donovani, recombinant, expressed in bacteria), was
assayed in buffer K with 0.6 pg/ul of casein dephosphorylated from bovine milk (Sigma #C4032) as

substrate.

LmCK1 (from Leishmania major, recombinant, expressed in bacteria) was assayed in buffer B (adjusted

at pH 8) with 0.028 ug/ul of the following peptide: RRKHAAIGSpAYSITA as CK1-specific substrate.
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Résultats complémentaires

A la suite du criblage (chapitre 2), nous avons sélectionnés les 14 isolats les plus actifs. Tous ont été
analysés en suivant la méme procédure que celle décrite précédemment pour la souche O. griseum
UBOCC-A-114129, a savoir (i) culture en PDA 0,2% pendant 14 jours, (ii) extraction des surnageants par
SPE et (iii) analyse par RP-HPLC. A chacune des étapes I'activité antimicrobienne a été recherchée. De
facon étonnante, seuls 3 des 14 isolats sélectionnés ont présentés des fractions antimicrobiennes apres
I’étape de fractionnement par RP-HPLC O. griseum UBOCC-A-114129, Penicillium bialowiezense UBOCC-
A-114097 et, Penicillium sp. UBOCC-A-114109. Les métabolites actifs des deux isolats affiliés au genre

Penicillium ont été caractérisés par LC-MS-MS.

Ainsi, le métabolite bioactif produit par P. bialowiezense UBOCC-A-114097 a montré un poids
moléculaire de 320 Da, identique a celui de I'acide mycophénolique, bien documenté dans la littérature
pour son activité antimicrobienne (Abraham, 1945; Franklin & Cook, 1969; Noto et al., 1969; Bentley,
2000; Frisvad et al., 2004). La comparaison des spectres de fragmentation obtenus par LC-MS-MS de
I’acide mycophénolique commercial (Sigma-Aldrich, M5255) et du composé produit par P. bialowiezense
UBOCC-A-114097 a révélé la présence d’ions fragments majoritaires identiques. Les caractéristiques
spectrales (spectres UV identiques) chromatographique (tr identiques) et moléculaires (masses et profils
de fragmentation identiques) indiquent que le métabolite bioactif produit par P. bialowiezense UBOCC-A-

114097 est I'acide mycophénolique (Figures 22 et 23).

%50 207.3

3509 i % 177.0

3004 -ﬂmu 159.1

of
J:om e
p Al Lol A

1509 1000 i g 207.1

el mfz

Al

0.507 I 177.1

0909 o 159.0
. , ! . : : . : . . . : . . . : : .
200 400 B0 GO0 1000 1200 | 1400 1800 1600 | 2000 | Ze00 | 2400 2600 | 300 0007 | 3200 400 3600
Miures

.
P
G

1

102.9
T

o = mfz

Figure 22 : Chromatogramme de I’extrait de PDA 0,2% de P. bialowiezense UBOCC-A-114097. En vert le composé
antimicrobien a 320Da. A droite le spectre de fragmentation du composé purifié (A) et de I’acide mycophénolique

(B)
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Figure 23 : Structure de I'acide mycophénolique

Le métabolite antibactérien produit par Penicillium sp. UBOCC-A-114109 posséde une masse
moléculaire de 542Da. Cette masse correspond a celle de la rugusoline, décrite dans la littérature pour
ces propriétés antimicrobiennes contre des bactéries a Gram-positif (Yamazaki et al., 2010). De facon
identique, nous avons identifié le métabolite bioactif isolé de Penicillium sp. UBOCC-A-114109 comme de
la rugulosine par comparaison des profils chromatographiques, spectraux et de fragmentation, de la

molécule commerciale (AdipoGen Life science, AG-CN2-0124), (Figures 24 et 25).
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Figure 24 : Chromatogramme de I'extrait de PDA 0,2% de Penicillium sp. UBOCC-A-114109. En vert le composé
antimicrobien a 542Da. A droite le spectre de fragmentation du composé purifié (A) et de la rugulosine (B)
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Figure 25 : Structure de la rugulosine
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CHAPITRE 4

Déréplication métabolique

XX
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Bien qu’un fort potentiel de production de métabolites secondaires ait été mis en évidence
(chapitre 1), I'approche que nous avons privilégiée n’a pas permis d’aboutir a des composés bioactifs
originaux. Pour obtenir un inventaire exhaustif de la production de métabolites par les champignons
de sédiments marins profonds, nous avons utilisé 'HPLC couplée a la détection de masse a haute
résolution. Cette approche permet une déréplication des métabolites produits par les champignons
marins. Cette étude a été menée en collaboration avec Catherine Roullier et Samuel Bertrand sur la

plateforme Thalassomics (Corsaire, MMS Nantes).

La déréplication métabolique des extraits actifs consiste a analyser les extraits bruts par LC-
HRMS et a identifier, les composés déja décrits dans la littérature, en interrogeant différentes bases
de données telles que Dictionary of Natural products, Dictionary of Marine Natural products,
LipidMaps ou encore Universal Natural Products Database. Par conséquent, elle permet de détecter

des composés originaux dans les extraits bruts bioactifs.

Par cette approche, nous avons ainsi analysés 24 extraits bruts provenant de 11 isolats cultivés
dans différentes conditions de culture : PDA 0,2% et PDA 1,7%. Les milieux PDA 0,2% ont été extrait
sur phase solide (colonne C-18) et ont conduit a 2 fractions : éluées avec 10% d’acétonitrile (0-10)
et éluées avec 90% d’acétonitrile (10-90). Les thalles cultivés sur PDA 1,7% ont été broyés puis
extraits avec un mélange de méthanol chloroforme et eau (4V/5V/1V) menant a deux fractions,
I'une aqueuse et I'autre organique. Tous les extraits avec des activités antimicrobiennes (actifs) ont
été analysés en déréplication. Si pour un méme isolat des extraits actifs et inactifs (non
antimicrobiens) ont été obtenus, alors les deux extraits ont été étudiés afin de comparer les profils

métaboliques obtenus (Tableau 3) (voir annexe 1 pour le détail du matériel et méthode).

Cette étape a permis la détection de 352 molécules (tout extrait confondus) dont 44.9 % non

référencées dans les bases de données interrogées. Ces résultats soulignent ainsi la grande chimio-

diversité métabolique produite par les champignons de sub-surface.
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Tableau 3 : Extraits analysés par RP-HPLC-HRMS. — : Aucun extrait analysé

Profondeur
Code souche |dentification d'isolement PDA 0.2% PDA 0.2% PDA 1.7% thalle PDA 1.7% thalle
u fhicati sous le plancher Surnageant 0-10 Surnageant 10-90 Phase aqueuse Phase organique
océanique (m)
CANEERAY A. fumigatus 403 1 actif 1 actif — 1 actif
UBOCC-A-114037
€B_33 E. herbariorum 37 — 2 actifs — —
UBOCC-A-114126
CB_4 . . . . . . . .
P. bialowiezense 4 — 1 actif et 1 inactif — 1 actif et 1 inactif
UBOCC-A-114097
B
B> P. bialowiezense 4 — — — 1 actif
UBOCC-A-114098
cB_7 P. bialowiezense 4 — 2 actifs — —
UBOCC-A-114100
CB_8
= P. bialowiezense 4 — 1 actif 1 actif
UBOCC-A-114101
B_1i
CB_10 P. bialowiezense 4 — 2 actifs — 1 actif et 1 inactif
UBOCC-A-114103
CB_16 Penicillium sp. 21 — — — 2 actifs
UBOCC-A-114109
CB_24
N P. chrysogenum 37 — — - 1 actif
UBOCC-A-114117
CB_36
= O. griseum 765 — — — 1 actif
UBOCC-A-114129
5H3-M3-P2
Sarocladium sp. 37 — — — 1 actif et 1 inactif

UBOCC-A-114046

Une analyse des correspondances multiples, basée sur I'absence ou la présence des
molécules dans les extraits, a été réalisée en utilisant le logiciel d’analyse statistique XLSTAT. En
ionisation positive, les résultats montrent une homogénéité dans 22 extraits (regroupés au niveau
de l'origine des axes) (Figure 26). En revanche I'extrait du PDA 0,2%, élué avec 90% d’acétonitrile
(0.2%_10-90) de la souche A. fumigatus UBOCC-A-114037 et I'extrait du PDA 1,7% de la souche P.
bialowiezense UBOCC-A-114098 se distinguent respectivement par la présence de 60 et 26

molécules qui leur sont propres (Figure 26).

Pour différencier les 22 autres extraits qui semblent présenter un profil métabolique trées
proche, nous avons supprimé les composés « rares » c'est-a-dire spécifique a un extrait soit environ
230 molécules « rares » (Figure 27). Le nuage de point apparait plus dispersé et permet de mettre
en évidence I'impact des conditions de culture sur le profil métabolique des différents isolats. Par
exemple, les souches P. bialowiezense UBOCC-A-114097 et UBOCC-A-114103, qui ont des profils
métaboliques proches, affichent des différences métaboliques dans I'extrait PDA 0,2% et PDA 1,7%
(les points sont éloignés). Cette méthode de déréplication illustre I'intérét d’'une approche de type
OSMAC dans I'étude du métabolisme secondaire fongique et met en évidence I'effet indéniable de

la concentration en agar dans la synthese de métabolites.
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Figure 26 : Analyse en composante multiple de la répartition des métabolites produits par les différents
isolats dans les différents extraits.
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Figure 27 : Analyse en composante multiple de la répartition des métabolites produits par les différents
isolats avec suppression des variables rares
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Enfin une analyse des données de déréplication a permis d’obtenir un diagramme de Venn
(Figure 28). Il révele que la grande majorité de la chimio-diversité des composés est détectée au
cours des analyses par LC-HRMS en ionisation positive. L’analyse complémentaire par ionisation en
mode négatif n’est pas dénuée d’intérét puisqu’elle révéle des composés spécifiques. Ce diagramme
illustre également, I'effet des conditions de culture sur la production de métabolites secondaires.
Ainsi, toutes souches confondues, la production de composés apparait équivalente en nombre de
molécules entre les milieux PDA 0,2% et 1,7%. En effet, méme si le milieu PDA 0,2% semble favoriser
la production de métabolites secondaires (plus de métabolites détectés), le milieu PDA 1,7% offre

une toute autre chimio-diversité.

9 ~\
/PDA 1,7% ™
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Figure 28 : Diagramme de Venn démontrant la distribution des métabolites secondaires en fonction
des conditions de culture (PDA 0,2 et 1,7%) et d’analyse (ESI+ et ESI-)

Les extraits provenant des 3 isolats sélectionnés pour |'approche fonctionnelle ont
également été analysés par cette méthode de déréplication : P. bialowiezense UBOCC-A-114097
(PDA 0,2% et PDA 1,7%), Penicillium sp. UBOCC-A-114109 (PDA 1,7%) et O. griseum UBOCC-A-
114129 (PDA 1,7%).

L’acide mycophénolique a été identifié a partir des extraits de milieux PDA 0,2% est détecté
dans toutes les conditions de cultures analysées par LC-HRMS (PDA 0,2% et PDA 1,7%). En revanche,
la rugulosine, la fuscine et ses dérivés respectivement produite par Penicillium sp. UBOCC-A-114109

et O. griseum UBOCC-A-114129 et purifiées a partir des extraits de PDA 0,2%, n’ont pas été détectée
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en LC-HRMS dans les extraits provenant d’une culture en PDA 1.7%. Ces résultats illustrent a

nouveau l'influence de la concentration en agar sur la production de métabolites antimicrobiens.

Bien que des composés originaux aient été détectés par LC-HRMS dans I'extrait PDA 0,2% de
P. bialowiezense UBOCC-A-114097, aucun n’a été caractérisé a ce jour. Il semble par conséquent
que les composés originaux détectés ne présentent vraisemblablement pas d’activités

antimicrobiennes aux concentrations testées.
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I. DISCUSSION GENERALE

L’OMS alerte les dirigeants nationaux et internationaux sur I’émergence et la propagation des
micro-organismes résistants aux antibiotiques qui menacent le systéme mondial de santé publique.
Une des stratégies préconisées pour lutter contre I'antibiorésistance est la recherche de nouvelles
molécules pour renouveler I'arsenal thérapeutique. Les micro-organismes terrestres ont fourni a
I'industrie pharmaceutique un grand nombre de molécules antimicrobiennes (Walsh & Wright,
2005; Aminov, 2010). Aujourd’hui, I'étude de ces micro-organismes conduit fréquemment au ré-
isolement de molécules déja décrites (Donadio et al., 2010; Radi¢ & Bratkovi¢, 2012). Par
conséquent, la recherche de nouveaux composés bioactifs s’orientent vers des écosystémes
atypiques et/ou inexplorés. Le milieu marin, sa diversité d’habitats et sa composante microbienne
représentent des écosystemes d’intérét. De nombreuses études ont depuis longtemps témoignés
de l'intérét des Bacteria et Archaea dans cette recherche de nouveaux métabolites bioactifs,
notamment les actinomycétes marins qui sont a 'origine de plusieurs milliers de métabolites
secondaires bioactifs (Fenical & Jensen, 2006; Zotchev, 2012). D’autres études tendent également
a montrer que la composante micro-eucaryote et notamment fongique, est particulierement riche
tant en termes de diversité taxonomique et de chimio-diversité (Ebada & Proksch, 2015). Dans ce
contexte, les objectifs de cette these étaient de (i) définir la diversité des champignons marins et
leur écophysiologie dans un écosystéme marin inexploré, a savoir la biosphére profonde a travers
I’étude de sédiments de subsurface, (ii) d’évaluer leur potentiel de synthese de métabolites
secondaires, et (iii) d’établir leur production de métabolites bioactifs, en se concentrant

principalement sur les molécules antimicrobiennes.

A. Diversité fongique et caractéristiques écophysiologiques des

champignons de sédiment marins

Dans le cadre de I'exploration de la biosphére profonde, une collection de champignons, isolés
de sédiments marins profonds, a été établie (Rédou et al., 2015). Elle est constituée de 183 isolats
collectés entre 4 et 1884 métres sous la surface du plancher océanique. Elle est dominée par des
formes fongiques filamenteuses appartenant aux champignons dits « supérieurs », notamment les

Ascomycetes. Cette diversité cultivable apparait cohérente au regard des différents travaux portant
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sur la diversité fongique révélée dans les premiers centimetres des sédiments marins profonds
(Damare et al., 2006; Singh et al., 2012; Zhang et al., 2014; Nagano et al., 2016). Les isolats de cette
collection sont majoritairement affiliés aux genres Penicillium, Fusarium et Aspergillus. Ces genres
sont fréguemment rencontrés dans les sédiments marins (Damare et al., 2006; Singh et al., 2010;
Zhang et al., 2014) mais également en milieux aquatique et terrestre. Par exemple, Fusarium
oxysporum, champignon filamenteux ascomycete, est fréquemment impliqué dans des maladies
végétales telles que la fusariose (Rekah et al., 2000; Pérez-Vicente et al., 2014). Il est également
retrouvé dans des systémes de distribution d’eau potable (Sautour et al., 2015) et responsable
d’infections de bassins de culture de poisson-zebre (Kulatunga et al., 2016). La découverte de cette
espéce dans les sédiments marins de subsurface souléve de nombreuses questions sur son origine

et son adaptation aux conditions du biotope.

Les informations bibliographiques relatives a I'origine des champignons marins restent assez
sommaires a ce jour. Plusieurs transitions « milieu terrestre vers milieu marin » ont été mises en
évidence sur la base d’analyses phylogénétiques ciblant les Halosphaeriales, un des principaux
groupes de champignons marins dits « obligatoires » (Spatafora et al., 1998), suggérant une origine
terrestre des champignons suivie d’'une colonisation du milieu marin. Néanmoins, de nombreuses
séquences nucléotidiques affiliées a des lignées fongiques basales ont été retrouvées dans
différents types d’écosystéemes marins, principalement extrémes (Bass et al., 2007; Le Calvez et al.,
2009; Nagano et al., 2010; Nagahama et al., 2011). Par conséquent, I’hypothese de I'’émergence et
de la diversification des champignons (lignées basales) en milieu marin semble probable. La
colonisation du milieu terrestre résulterait d’'une étape ultérieure, elle-méme suivie par des
recolonisations secondaires du milieu terrestre vers le milieu marin. Néanmoins, la validation de
cette hypothése nécessiterait de nombreuses analyses a I'aide des outils omiques tels que la

génomique comparative ou la transcriptomique.

Plusieurs analyses réalisées lors de cette étude ont permis de mettre en évidence des
phénomeénes adaptatifs des champignons aux conditions présentes dans des sédiments marins
profonds. Bien que les souches de la collection ne soient pas piézophiles, elles ont majoritairement

été isolées aprés une étape d’enrichissement sous pression hydrostatique élevée (Figure 29).
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Figure 29 : Nombre d’isolats cultivés aprés une étape d’enrichissement sous une pression correspondant a
la profondeur de collecte (bleu) et sous pression atmosphérique (rouge)

La pression (hydrostatique et lithostatique) élevée représente le principal facteur
environnemental impactant la diversité au sein de la biosphére profonde (Bartlett, 2002). D’une
facon similaire, d’autres études ont montré qu’une étape d’enrichissement sous pression
hydrostatique, réalisée en amont de l'isolement, permettait d’augmenter le nombre d’isolats
obtenus (Singh et al., 2010, 2012). La pression hydrostatique élevée n’est donc pas un frein a la
germination et/ou a la croissance. Cette caractéristique semble par conséquent indiquer une forme

d’adaptation des isolats aux conditions de pression élevées.

La salinité et la température sont deux autres parametres clés de I'environnement de la
biosphére profonde. La concentration en sels de mer le long de la carotte sédimentaire analysée
apparait constante, proche des 3% du milieu marin. En revanche, la température augmente le long
de la carotte de sédiment selon un gradient estimé entre 30 et 50°C par kilométre, soit une
température maximale comprise entre 60 et 100°C a 2km de profondeur (Ciobanu et al., 2014).
L’étude des caractéristiques de croissance de différents isolats obtenus a différentes profondeurs a
été réalisée par néphélométrie laser, une technique haut-débit qui permet I'étude des
caractéristiques de croissance de micro-organismes filamenteux. Contrairement a la densité
optique qui mesure la quantité de lumiére absorbée par une suspension, la néphélométrie laser

mesure la quantité de lumiere réfléchie par les particules en suspension, et permet ainsi d’estimer
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la croissance fongique (Joubert et al., 2010). Au cours de cette étude, la croissance de différentes
souches, d’une méme espece, isolées a différentes profondeurs a été étudiée en fonction de la
température et de la salinité. Elle a révélé un profil d’adaptation écophysiologique le long de la
carotte sédimentaire. Les isolats les plus profonds apparaissant plus adaptés aux conditions de

I’environnement que les isolats obtenus a faible profondeur.

Ce changement de caractéristiques éco-physiologiques en fonction de la profondeur
d’isolement semble refléter la mise en place de mécanismes d’adaptation au cours de
I’enfouissement. Certaines espéces fongiques, se déposant au niveau du plancher océanique par
sédimentation semblent, au départ, peu adaptées aux conditions de I'’environnement profond en
termes de température et de salinité. Cependant, certaines apparaissent capables de survivre et de
développer des mécanismes d’adaptation au cours de [|'enfouissement. Damare et ses
collaborateurs (2006) ont démontré que les champignons sont capables de s’adapter a une
augmentation graduelle de pression hydrostatique. Cette capacité d’adaptation des champignons a
différentes variables environnementales, méme les plus extrémes, leur permet de coloniser une
grande diversité d’habitats depuis le sol jusqu’a des sédiments situés a plusieurs kilométres sous la

surface du plancher océanique.

L’analyse de la diversité microbienne dans les sédiments de subsurface est une thématique
de recherche particulierement dynamique sur le plan international. Ainsi, plusieurs études se sont
concentrées sur cet écosystéme en utilisant la métagénomique et/ou la métatranscriptomique.
Récemment, il a été démontré que les 3 domaines du vivant sont en interaction dans cet écosysteme
via I'expression de genes impliqués dans la synthése de métabolites secondaires comme les PKS ou
les NRPS (Orsi et al., 2013b; Pachiadaki et al., 2016). De plus, les communautés microbiennes
semblent impliquées dans des phénoménes de compétition via la synthése de métabolites
secondaires antimicrobiens. Les sédiments de sub-surface apparaissent donc comme un
écosystéme compétitif. De ce fait, I'activité métabolique de I'’écosystéme microbien des sédiments
marins profonds pourrait constituer une nouvelle source de métabolites bioactifs et antimicrobiens

en particuliers.
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B. Recherche de métabolites antimicrobiens produits par les champignons

de sédiments marins profonds

La stratégie élaborée prend en compte les résultats de criblage génétique ciblant les génes
impliqués dans la biosynthese de métabolites bioactifs (Genome mining) ainsi qu’un criblage

fonctionnel sur des activités antimicrobiennes (Figure 30).
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Figure 30 : Schéma de la stratégie élaborée pour sélectionner les
isolats d’intérét

1. Le criblage génétique

L’'ensemble de la collection a été criblé pour la présence de génes impliqués dans les voies de
biosynthése de métabolites secondaires potentiellement bioactifs, a savoir les PKS de type | et Ill,
les NRPS, les hybrides PKS-NRPS et les TPS (Figure 30). En effet, certains composés de ces familles
de molécules présentent des activités antimicrobiennes. (Keller et al., 2005). Ainsi, le précurseur de
la pénicilline ou de la céphalosporine est synthétisé par une NRPS (Aharonowitz et al., 1992; Hamed
et al., 2013) ou encore la griseofulvine est synthétisée par une PKS (Cacho et al., 2013). La présence
de tels génes dans les génomes fongiques de la collection laisse présager de la synthése putative de
métabolites secondaires bioactifs et potentiellement antimicrobiens. Ce criblage permet donc une
sélection des isolats intéressants. Il a démontré que plus de 96 % des souches possedent au moins
un gene impliqué dans les voies de biosynthése de métabolites secondaires. La présence des genes
de PKS de type I, de type Ill, de NRPS, d’hybrides et de TPS a été respectivement détectée dans
environ 82%, 51%, 74%, 49% et 43% des isolats. La synthése de métabolites secondaires bioactifs
par les champignons marins des sédiments a déja été démontrée a plusieurs reprises (Gao et al.,
2011; Li et al., 2011a, 2013a; Shang et al., 2012; Wang et al., 2013; Ebada & Proksch, 2015).
Néanmoins, il est surprenant de retrouver une proportion aussiimportante de genes impliqués dans

leurs voies de biosynthése. La prépondérance des génes codant des PKS dans la collection reflete
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les résultats de la littérature, puisque les polycétides représente plus de 40% des molécules
bioactives des champignons marins (Rateb & Ebel, 2011; Ebada & Proksch, 2015).
Comparativement, une telle proportion n’a été détectée que chez des actinobactéries (91%) isolées
de sédiments de fjord (Undabarrena et al., 2016). En revanche, les génes impliqués dans le
métabolisme secondaire sont largement sous-représentés chez les micro-organismes isolés de
spongiaires et ne concernent que 10% a 25% des souches de collection de bactéries (Zhang et al.,
2009) et de champignons (Zhou et al., 2011; Yu et al., 2013) testés pour la présence de genes codant
des PKS et/ou des NRPS. Ces résultats soulignent la richesse du potentiel métabolique des micro-

organismes fongiques des sédiments profonds.

Néanmoins, ce criblage, aussi prometteur qu’il soit, n’est que peu discriminant. De plus, il
n’indique en rien une production de métabolites secondaires bioactifs. En effet, leur expression
reste hypothétique tout comme la nature de I'activité biologique des métabolites produits. Ce

criblage génétique doit donc étre associé a différents criblages fonctionnels.

2. Le criblage antimicrobien

Ce criblage antimicrobien a été réalisé sur 110 isolats de la collection (24 levures et 86
champignons filamenteux). Ces derniers ont été sélectionnés en fonction de leur appartenance aux
différents groupes résultant de la déréplication des isolats par MSP-PCR, en fonction de leur
profondeur d’isolement et de leurs caractéristiques génétiques (Figure 30). Le criblage d’activité
antimicrobienne a été réalisé contre un panel de 16 souches cibles. Il a révélé 28 isolats aux
propriétés antimicrobiennes soit 32,5% des souches filamenteuses. Un criblage de champignons de
sédiments marins, collectés dans les 30 premiers centimétres du plancher océanique (a 2 000m de
profondeur) a récemment révélé que plus de 55% de la collection avait des activités
antimicrobiennes contre des pathogenes marins : Micrococcus luteus, Pseudoalteromonas piscida,
Aspergillus sydowii et Aspergillus versicolor (Zhang et al., 2013). Des proportions avoisinant les 50%
ont également été obtenues a partir de collections de champignons isolés d’invertébrés marins
(Baker et al., 2008; Zhang et al., 2012b). Ces différents résultats montrent que les champignons

marins possedent fréquemment des activités antimicrobiennes.

133



Discussion et perspectives

3. Caractérisation des molécules actives

Les isolats les plus actifs ont été retenus pour la caractérisation structurale des composés
antimicrobiens (Figure 31). La fermentation en milieu liquide est trés utilisée dans la recherche de
molécules naturelles actives. Les micro-organismes (bactéries, champignons) sont cultivés dans de
grands volumes de milieu de culture, ce qui permet de maximiser la quantité de métabolites
produits (Holker & Lenz, 2005). La fermentation en milieu solide est moins développée bien qu’elle
se révele pertinente dans la recherche de molécules naturelles isolées de champignons, puisqu’elle
simulerait leurs conditions naturelles de croissance (Barrios-Gonzalez, 2012) et donc stimulerait leur
métabolisme secondaire (Holker & Lenz, 2005). Une meilleure production de molécules naturelles
sur des milieux gélosés est fréquemment décrite (Barrios-Gonzalez et al., 1993, 2008; Harris &
Mantle, 2001; Bigelis et al., 2006; Alani et al., 2009; Nigam, 2009). Dans cette étude, les isolats les
plus actifs ont été cultivés sur un milieu nutritif de composition identique (PDB) dont seule la
concentration en agar a varié (un milieu sans agar, un milieu semi-liquide contenant 0.2% d’agar et
un milieu solide avec 1.7% d’agar). Bien que les souches se soient bien développées dans les 3
milieux de culture, nos résultats ont démontré que les milieux contenant de I’'agar semblaient plus
propices a la production de molécules antimicrobiennes. Cependant, les résultats obtenus n’ont pas
permis de définir une concentration optimale en agar a utiliser pour I'ensemble des isolats, certaines

montrant plus d’activités a 0,2% et d’autres a 1,7%.

La procédure d’extraction mise en place a permis de rechercher des molécules bioactives
amphiphiles. En effet, les molécules amphiphiles sont susceptibles d’interagir avec la membrane
lipidique des cellules cibles et peuvent désorganiser sa structure comme dans le cas des polymyxines

(Newton, 1956).

Les extraits actifs ont été fractionnés par HPLC en phase inverse. Les fractions ont été
analysées pour leurs activités antimicrobiennes. Cette étape a permis de sélectionner 3 souches
(Figure 31) P. bialowiezense UBOCC-A-114097, Penicillium sp. UBOCC-A-114109 et O. griseum

UBOCC-A-114129. La purification des composés actifs a abouti a I'identification de 6 molécules :
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Figure 31 : Schéma de la stratégie suivie pour sélectionner les isolats fongiques a activité
antimicrobienne et accéder aux composés antimicrobiens

— l'acide mycophénolique a été extrait a partir de P. bialowiezense UBOCC-A-114097,
isolé a 4 metres sous le plancher océanique. Cette mycotoxine est décrite dans la
littérature pour avoir des propriétés antimicrobiennes contre des Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, et Staphylococcus aureus (Abraham, 1945; Franklin & Cook,
1969; Noto et al., 1969; Bentley, 2000; Frisvad et al., 2004). Ce métabolite est produit
par différentes espéces de Penicillium dont des souches marines de P.
brevicompactum, collecté d’une éponge (Bringmann et al., 2004), et de Penicillium sp.
SOF07, isolé de sédiments marins (675m de profondeur sous le niveau de la mer) (Chen

et al., 2012). Méme si les études concernant la synthése d’acide mycophénolique en
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milieu marin restent anecdotiques, il n’est pas exclu de considérer que P.
bialowiezense soit capable d’entrer en compétition avec les communautés

bactériennes et fongiques via la synthése de ce métabolite.

— Larugulosine est produite par Penicillium sp. UBOCC-A-114109, isolé a 21 metres sous
le plancher océanique. Cette mycotoxine fongique est produite par différentes espéces
de Penicillium dont Penicillium rugulosum, morphologiquement proche de la souche
productrice Penicillium sp. UBOCC-A-114109 (Breen et al., 1955; Ueno et al., 1980).
Isolée de Penicillium d’origine terrestre puis marine (Breen et al., 1955; Sumarah et al.,
2008; Brunati et al., 2009; Ellinger et al., 2014), la rugulosine est décrite pour des
activités antimicrobiennes contre des bactéries a Gram-positif comme S. aureus et S.
aureus résistant a la méthicilline (Yamazaki et al., 2010). Cependant elle est aussi
nocive puisqu’elle est également décrite comme carcinogene et hépato-toxique chez

les souris (Ueno et al., 1980).

— La dihydrofuscine, la fuscine, la dihydrosecofuscine et la secofuscine sont des
molécules produites par O. griseum UBOCC-A-114129 isolé a 765 metres sous le
plancher océanique, soit I'isolat produisant des composés antimicrobiens le plus
profond jamais décrit a notre connaissance. Elles ont été caractérisées par RMN. La
fuscine, produite par Oidiodendron fuscum, isolée d’écosysteme terrestre, a été
décrite pour des activités antibactériennes sur des bactéries a Gram-positif (Michael,
1948). La dihydrosecofuscine et la secofuscine n’ont été reportées que chez

Potebniamyces gallicola (Boulet & Poulton, 1983).

Les 6 molécules caractérisées appartiennent a la famille des polycétides ou des
méroterpenoides (hybride polycétide-terpéne) pour I'acide mycophénolique (Shibata, 1973; Boulet
& Poulton, 1983; Hansen et al., 2012). Des genes codant des PKS, enzymes impliquées dans les voies
de biosynthése des polycétides, ont été détectés chez les 3 isolats sélectionnés et plus globalement
dans I'ensemble la collection de champignons de sub-surface, puisque plus de 80% des souches

possedent des genes codant la PKS de type .
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A notre connaissance, aucune activité biologique n’a été décrite pour la dihydrosecofuscine
et la secofuscine. Les activités antimicrobiennes des molécules purifiées a partir de O. griseum ont
donc été évaluées. Les valeurs de CMI montrent une activité antibactérienne plus importante sur
des bactéries a Gram-positif. Cependant les CMI obtenues de I'ordre de 100ug/mL indiquent une

faible activité antibactérienne, comparée a celle de I'érythromycine (CLSI, 2014).

Malgré de faibles activités antibactériennes en suspension, des résultats préliminaires ont

montré que la dihydrosecosfuscine est capable d’inhiber, jusqu’a 50%, la formation de biofilm de E.

faecalis CIP-A-186 a une concentration de 32ug/mL (équivalente a la CMI/4).

4, Les activités anticancéreuses

Les molécules produites par O. griseum, et plus spécifiquement la fuscine, ont été décrites
dans la littérature uniqguement pour leurs propriétés antimicrobiennes. Par conséquent, afin de
valoriser au mieux ces molécules, les activités anticancéreuses ont également été évaluées pour ces

molécules.

En effet, les champignons marins sont également décrits pour produire des métabolites a
activité anticancéreuse. La plinabuline, une molécule marine inspirée de I’halimide d’origine
fongique, est actuellement en troisieme phase d’étude clinique comme agent anticancéreux utilisé
dans le traitement du cancer du poumon (Adis International Ltd, 2016; BeyondSpring
Pharmaceuticals, 2016). Les scopularides A et B isolés de Scopulariopsis brevicaulis (provenant d’'une
éponge) sont des peptides originaux brevetés depuis 2009 comme nouvelles molécules
thérapeutiques utilisables contre le cancer du pancréas, de l'intestin ou du colon (Yu et al., 2008;
Imhoff et al., 2009). De plus, des champignons isolés de sédiments marins produisent des molécules
actives contre des lignées cancéreuses (leucémie HL-60 et poumon A-549) (Du et al., 2010; Li et al.,

2011b).

Afin de valoriser les molécules décrites précédemment, nous avons évalué leurs activités de :

(i) modulation du signal calcique cellulaire (C. Brigaudeau, plateforme CalciScreen, CGO) et (ii)
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d’inhibition de différentes kinases impliquées dans des mécanismes de cancérisation et dans les

maladies neurodégénératives (S. Bach, plateforme Kissfs, SBR).

Le déreglement de mécanismes cellulaires, tels qu’un dysfonctionnement des signaux
calciques ou des protéines kinases, peut entrainer I'apparition de cancer et favoriser la prolifération
de lignées cancéreuses. Dans les cellules, les ions calciques (Ca?*) sont impliqués dans de
nombreuses voies de signalisation intra-cellulaires (Berridge, 2012). Les flux de calcium dans la
cellule sont régulés par les canaux calciques présents sur la membrane de la cellule et/ou des
organites (réticulum endoplasmique, mitochondrie). Une altération de ces canaux induit un
dysfonctionnement du signal calcique et peut entrainer I'apparition de cancer (Monteith et al.,
2012). Par conséquent, la modulation du signal calcique au travers des canaux calciques
membranaires dans les cellules cancéreuses semble étre une nouvelle cible thérapeutique pour le
traitement du cancer (Monteith et al., 2012). La gliotoxine est une toxine fongique capable d’induire
un influx de calcium dans la cellule entrainant la mort cellulaire (Hurne et al., 2002). Cependant elle
reste peu utilisée comme agent anticancéreux du fait de son manque de spécificité (Hagens et al.,

2006).

Les protéines kinases sont également des acteurs majeurs de la vie cellulaire. Souvent
impliquées dans des mécanismes de cancérisation, elles représentent des cibles thérapeutiques
dans le traitement cette maladie (Lapenna & Giordano, 2009; Bharate et al., 2013). Plusieurs
métabolites produits par des champignons marins ont été décrits comme inhibant 'activité de

protéines kinases (Oda et al., 2005; Wang et al., 2007; Chen et al., 2008; Ohkawa et al., 2010).

La dihydrosecofuscine n’a démontré aucune modulation des flux calciques intracellulaires aux
concentrations testées. En revanche, elle a provoqué une inhibition de I'activité enzymatique de la
CLK1 (ICso=15,56pg/mL), protéine kinase impliquée dans les maladies neurodégénératives
(Feldmann et al., 2010; Jain et al., 2014). Cette activité est comparable a celles des hypochromine A
et B capable d’inhiber I'activité d’une protéine tyrosine kinase avec respectivement une
IC50=32.22ug/mL et 10ug/mL. Ces molécules ont été extraites de Hypocrea vinosa, champignon
ascomycete isolé d’un échantillon de sable, sur une plage (Ohkawa et al., 2010). Brauers et ses

collaborateurs ont extraits des anthraquinones de Microsphaeropsis sp., champignon isolé d’'une
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éponge aux activités inhibitrices de différentes kinases (PKCe, CDK4/cyclin D1, et EGF-R) a des ICso
comprises entre 4 et 20ug/mL (Brauers et al., 2000). Le terrestrol G, extrait de Penicillium terrestre,
isolé de sédiment, provoque une inhibition de 30% de I'activité tyrosine kinase des 3ug/mL (Chen

et al., 2008).
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Il. PERSPECTIVES

Les analyses par HPLC-HRMS ont révélé I'importance relative de la diversité des molécules
produites par quelques isolats de la collection. Sur les 11 souches analysées en LC-HRMS, prés de
45% des composés détectés ne figurent pas dans les bases de données interrogées. Dans un objectif
de valorisation de la collection, une stratégie focalisée sur I'originalité structurale des métabolites
secondaires permettrait de caractériser de nouveaux métabolites. Il est probable que les composés
originaux détectés soient minoritaires. De ce fait, méme s’ils n‘ont présenté aucune activité
biologique dans les conditions testées, ils pourraient présenter des activités biologiques, y compris
antimicrobiennes, a des concentrations supérieures. Dans l'idée de caractériser des molécules
originales a partir de cette collection, nous proposons une nouvelle stratégie ou la synthése
organique jouera un role clé (Figure 32) pour la suite de ce travail. Cette stratégie séquentielle,
basée sur les premiers résultats de déréplication des isolats et de criblage génétique (chapitre 1),

combinerait :

— Une premiére étape de déréplication métabolique des isolats permettrait (i) d’éliminer

des isolats aux profils métaboliques similaires et (ii) de sélectionner ceux qui

produisent des composé originaux

— Une approche OSMAC réalisée sur les isolats sélectionnés

— La synthése organique des composés originaux identifiés

— L’évaluation des activités biologiques des produits de synthéses.

Les principaux verrous technologiques de cette stratégie se situent au niveau de I'approche

OSMAC, des analyses par LC-HRMS et de la synthése organique. En effet, des méthodes de cultures

et d’analyses a haut- débit devraient étre mises en place.
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Déréplication métabolique 1
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Figure 32 : Nouvelle stratégie proposée pour caractériser des molécules naturelles originales

Les 110 isolats sélectionnés suite a la déréplication et au criblage génétique pourraient étre
cultivés dans une condition de culture, PDA 0,2%. D’apreés les résultats obtenus par déréplication,
ce milieu favoriserait la production de métabolites secondaires. Des analyses par HPLC-HRMS
permettraient :

— d’identifier les isolats aux profils métaboliques similaires et donc de ne sélectionner
gu’un représentant. En effet, au cours de ce projet, la déréplication a permis de mettre
en évidence des profils métaboliques proches pour des isolats affiliés a P.
bialowiezense. |l est donc possible que pour d’autres isolats d’'un méme groupe avec

un profil génétique différent le profil métabolique soit similaire.

— de faire ressortir les extraits qui présentent des composés originaux et de ne

sélectionner que les isolats producteurs de métabolites originaux.

L’automatisation des analyses de LC-MS-MS et, surtout, de l'interrogation des bases de

données permettra d’atteindre un débit d’analyse plus important.

L’utilisation de nombreuses conditions de culture (différentes sources de carbone, co-culture,

température, sels de mer etc...) appelée « approche OSMAC » (Bode et al. 2002) permet de stimuler
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la production et la diversité de métabolites secondaires. Néanmoins, ces approches sont
particulierement chronophages (préparation de milieux, temps de croissance, etc...) et conduisent
parfois a la production d’une trop faible biomasse, et donc une faible production de métabolites
secondaires, pour des analyses métabolomiques. Pour limiter les pertes de temps, elle devrait étre

réalisée sur un nombre restreint d’isolats produisant des composés originaux.

En amont de cette approche OSMAC une étape de criblage écophysiologique a haut-débit par
néphélométrie laser pourrait étre envisagée. Elle permettrait de repérer les conditions de culture
permettant d’obtenir une croissance fongique suffisante pour des analyses métabolomiques. Alors
gue les méthodes conventionnelles de culture des champignons génerent des temps d’incubation
de plusieurs semaines, |'utilisation de la néphélométrie laser permet de diminuer ces temps
d’incubation a seulement 72h et ainsi de déterminer plus rapidement les parameétres de croissance
des isolats étudiés. Une fois les conditions de culture établie, les isolats peuvent étre cultivés dans
de plus grands volumes pour étudier et optimiser la production de métabolites secondaires. Les
extraits obtenus pourront également étre analysés en LC-MS-MS pour mettre en évidence une
meilleure production des métabolites originaux ciblés ou alors la présence de nouveaux

métabolites.

Néanmoins, les métabolites originaux sont probablement minoritaires dans les extraits bruts
et donc difficile a purifier en quantité suffisante pour des criblages d’activité biologique. La synthese
organique représenterait une alternative efficace pour accéder aux quantités nécessaires aux
criblages d’activités biologiques. Cependant, les molécules naturelles, méme les plus simples,
peuvent engendrer des difficultés de synthése et/ou de rendement car elles peuvent posséder
plusieurs groupes fonctionnels réactionnels ou des carbones asymétriques. Malgré I'évolution
constante de la chimie organique, aujourd’hui le principal défi des chimistes organicien reste la
chimio-sélectivité des molécules naturelles, et leur synthése en un minimum d’étape, avec un
rendement maximal. Dans ce contexte, la synthése organique devra s’appliquer de fagon

préférentielle a des métabolites de faible poids moléculaires afin de limiter les étapes de synthése.

L’étude de la chimio-diversité des champignons de sub-surface a révélé un fort potentiel de

synthése de métabolites secondaires. Bien que les molécules caractérisées dans ce travail aient été
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préalablement décrites, la nature des métabolites détectés par déréplication et inconnus des bases

de données reste a éclaircir.

Les techniques a haut-débit et particulierement les techniques « omiques » apparaissent
comme des outils suffisamment puissants pour engendrer une rupture scientifique dans le domaine
de la recherche de composés bioactifs. La compilation de la métagénomique/métatranscriptomique
(pour révéler le potentiel métabolique d’un échantillon environnemental), de la culturomique (pour
obtenir en culture une grande diversité de micro-organismes jusque-la incultivés), de
« I"écophysiolomique » (pour révéler les caractéristiques de croissance et de physiologie des micro-
organismes) et de la métabolomique (pour révéler toujours plus finement la composition en
métabolites d’un extrait brut) représente un panel complet d’outils a développer, optimiser et
utiliser pour analyser de fagon exhaustive un écosysteme, sa composante microbienne associée et

son potentiel de synthése de métabolites secondaires.
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Deep sea fungi: a potential reservoir of new bioactive compounds "™
NAVARRI M, JEGOU C, MESLET-CLADIERE L, BRILLET B, BARBIER G, BURGAUD G, FLEURY Y Lu“_l}ﬁm
L iversitaire de é et Ecologie (EA3882), de Bretagne, Université de Brest, Plouzané, France h—g
Drug-resi bacteria i global mortality and so have become a major public heaith [1]. Micr i from ped can be viewed as a chemical reservoir to fight
{ back this threat. Marine fungi have been shown to produce many bi i bolites such as antibiotics [2]. Thus, deep-sea fungi appear as a treasure trove for novel biomolecules.
1. A collection of 183 deep-sea fungal strains was ob d from a deep dii core Figure 1: Flow chart for extraction of bioactive compounds from culture media

collected in the Canterbury basin(New-Zealand) [3]. All strains are preserved in the UBO
Culture Collection [4]

® ® 06 O ©

2. An antimicrobial scveening was perfurmed using a plug diffusion method on 16 microbial
targets as hi /;

3. The production of bi i bolites was for the most active strains. They

were cultured on media with different concentrations of agar. Bioactive compounds

PDB (Potato Dextrose Broth) ; PDB 0.2% (PDB + 0.2% of agar) ; PDA (PDB + 1.7% of agar); SPE: solid phase

were extracted from those cultures after 14 days according to the flow chart (Figure 1) FRCH; itrile; M/C/W: {Water:: 4V/SV/2V
/" 1.Antimicrol screening 2. Growth kinetics and antimicrobial acti \
Here 109 fungal strains were d for anti obial activities on different microbial The most active strains (framed in red in the tree in Figure 2) were selected for optimization.
targets (bacteria, and fungi). Active fungal strains and their spectrum of activity are Stralns were cultivated in 2 different media : PDB 0.2% and PDA. The growth and the
summarized in Figure 2 and activities are shown in Figures 3 and 4 were 1 during 21 days. An example is shown in figure 5 and 6
Figure 2 : Antimicrobial activity of deep sea fungi. The size of the circle is proportional to the Figure. 5.1 Growth :and activity Kinetics of the. Penfcillium Figee 6 FIohibition phite
diameter of the inhibition zone ) A bialowiezense CB_10 strain. Gl cRe e
@ Anti Gram-negative (7 targets) Green circle represent the diameter (mm) of the inhibition zone
@ Anti Gram-positive (5 targets) >
@ Antifungal (4 targets) i /;/
fo <
H =
(O partial inhibition 3 -~ b
i ¥
@ Total inhibition L
Figure 3 : Inhibition plate of ~ Figure 4 : Inhibition plate of o
S. aureus ATCC 25923 C. albicans ATCC 90028 [ = 7 TR ,> Red frame: activity of
strain CB_10
PDB 0.2% g . (e f =
Supernatant 7
= 7 =
° PDA (e () () e
» 28 fil: fungi led obial acti (32% of the entire collection) » The most bi were ined from PDA medi
3. Extraction of bioactive compounds 4. RP-HPLC analysis
After 14 days of cultivation, bi i pounds were d and the activity of each The active fractions were then analyzed with RP-HPLC. An example of metabolic profile is
fraction was d on the most target (Table 1 and Figure 7) presented in Figure 8
Table 1: Activity in the fraction after extraction Figure 8 : Metabolic profiles of strain CB_10 P. bialowiezense.
SPE crude extract crude extract of thall Figure 7: Inhibition plate of A: fraction 10-90 of supernatant; B: organic fraction of thalli ; Arrows: peak with the same retention time
Strai Target 0/10 10/90 Aqueous Organic ” o« ™
48X3-P3-P1-2 £ foecolis 4 3(R) o 2 Efaecelis CIR ARG | A =
5H3-M3-P2 A flavus 0 o o 0 o
3HS-P3-P6-1 A flavus ND ND 0 o 2 o )
MESOPT2 A flavus o 0 o 0
B4 £. solani 0 4(R) 0 3(R)
c8s € abicons 0 0 0 4
CBG. F. solani 0 0 0 0
F. soloni
87 il 0 5(R) 0 3(R) )
ces € albicons 0 ] 3 4 2
ce10 F. solani 0 S(R) 0 2(R)
c816 E. foecoks o o o 3
cB24 5. aureus. o 0 o o o
€833 . equinus 0 3 0 0
836 & foecols ND ND. 0 2
» Metabolic profiles of the CB_10 strain sh d a great diversity of pound:
» The activity seems due to an organic compound as organic fractions are active » Surpernatant and biomass may contain the same main metabolites (red arrows)
Figure 8
X . » These metabolic fingerprints are now investigated for original bioactive compounds /
1/7 R
Antimicrobial screemng revealed 28 deep-sea fungal strains (32% of the collection) with antimicrobial activities against at least one of the d mici i A activity was
mainly dil d against G p b and fungi. The most active strains were sel to op the production of bi i ds. The exp performed on the same
media different of agar st i that the p of agar enh d the production of antimicrobial ds. The ion of the culture and their analysis on RP-
\HPLC sh d a great bolic di We are now d ping a di i strategy to identify original bi i d: v
Contacts [1] Garcia Robles et al. (2015). New chemotherapeutic agents against common infections: clinical studies on new anti-infective agents. Frontiers in Anti-infective drug discovery, 4, 210-229
marion.navarri@univ-brest.fr [2] Rateb EM and Ebel R (2011). Secondary metabolites of fungi from marine habitats. Nat. Prod. Rep 28:290-334
Yannick fleury@univ-brest fr (3] Rédou V et al. (2015). Species richness and adaptation of marine fungi from deep-subseafloor sediments. Appl. Environ. Microbiol. 81, 2571-2582
gaetan. iv-brest.fr (4] http://www.univ-brest.fr/souchotheque/
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ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF DEEP SEA FUNGI 27

NAVARRI M, JEGOU C, MESLET-CLADIERE L, BRILLET B, BARBIER G, BURGAUD G, FLEURY Y Lu m
L ire de Biodi é et Ecologie i (EA3882), Uni de Bretagne, Université de Brest, Plouzané, France e ’/
s N 3. The most active strains were selected to optil the production on different media with
According to the World Health O obial resi is an increasing serious different concentrations of agar. Those cultures were extracted after 21 days following
threat jeopardizing global public health. Untapped microorganisms can be viewed as a the flow chart described in figure 1.
r.hemlcal reservoir to counteract this threat. Marine fungi have been shown to produce many Figure 1: Flow chart for extraction of bioactive compounds from culture media
bi bolites such as lecules [1]. Thus, deep-sea fungi appear as a
| treasure trove for novel biomolecules.. 1
e = — v puoson)
1. A collection of 183 deep-sea fungal isolates was previously isolated from a deep. y X | s090% | J
sediment core collected in the Canterbury basin, off the coast of New-Zealand [2]. All / \ .
strains are preserved in the UBO Culture Collection [3]. £ X i
[ e | ™ [SERS [ o | -

r__nmmj

2. An antimicrobial screening was performed using a plug diffusion method on 15 —

®®00® -

microbial targets. PDB (Potato Dextrose Broth) ; PDB 0.2% (PDB + 0.2% of agar) ; PDA (PDB + 1.7% of agar) ; M/C/W :
Methanol/Chloroform/Water ; 4V/5V/1V
4 % N
Here 109 fungal strains isolated from deep-sea dii were d for imicrobial After 21 days of cultivation, bioactive Table 2 : Activity in the fraction after
activities on different microbial targets (bacteria, and fungi). Active fungal strains and their compounds were extracted and the activity extraction
spectrum of activity are summarized in table 1. of each fraction was assessed on the most R S
iti icrobi supernatont. Fracvions 3 @ @ 218
Table 1 : Antimicrobial spectrum of deep sea fungi sensitive microbial targets (Table 2). 55 210808 .8
5 H 3 - s Vi
N 83z £ 5 o z i > o4&
2 - P o | 42 | % ] s 38 3§ gn % &8
F £ 3% 8% .3 BB o= g3 1t opp 3% B8 . i e
& L & g i % f‘g §2 al iz <§ <8 oF » The activity seems due to an organic R i A
g g€ o 3 = e
* 2 - compound as active fractions are
1H390-P1(1) 3 : <8 » e w w9~ 2 3
143 50 P1(1) ) R organic. Pt Faoms o @ B ® o o
1H3.M3.P1(2) sR) R (R AR I e )
2H5-50.P1 LR PORO% Aaeois : S
AH1-P0-P1(1) " R “+
SH1-50-91(3) o (8 . 4 . .
Avarana " - i » The active fractions of all strains were PDBO 2
s 2 Z s 2 o : e 5 g then analyzed with RP-HPLC. An So Rl EL nE
e T e example of metabolic profile is E—
Bz s SRS = presented in figure 3. PR Aqeows WD WO NN
z = : & z Dagmic NO. F5 sv- - 61 45 ruins
<0 r : o —
3 P : : -
e
.m -
€ e . ""1 Figure 3 : RP-HPLC analysis of bioactive fractions resulting
chrysogenum . from supernatant (black : PDA 0.2%, green : PDB) and
S s o R S R S ) biomass (black : PDB 0.2%, red : PDA) extractions of the
(R) : partial inhibition of microbial growth R =0 bistrain
The number of (+) indicates the inhibition zone length (mm) around the fungal plugs » Metabolic profiles of the
N . . . . e CB_6 straln showed a great |
» 28 filamentous fungal strains obial (32% of the 2 yofc s
collection). - @ |
7 The most active strains (highlighted in green) were selected for optimization. {
Figure 2 : Growth and activity kinetics of » Profiles from supernatant - 1} A
T ’ " - | 1) A
- i T . ” the Penicillium bialowiezense CB_6 strain were similar contrary to the LRt )
en, strains were cultivated in 3 different media : . B
! rofile  obtained  frOM - i e e e e s e e e e e
PDB, PDB 0.2% and PDA. The growth and the T = 5 :iomass
antimicrobial activities were followed during 21 i 7
days. An example is shown in figure 2. § . - |
: T T W W 2 s » These metabolic fingerprints .~ |
son o are now investigated for
» At day 21, activity seems to be more Somaira, o original and  bioactive Il 1 “F‘ |
important, especially in media containing sopozy) o w0 e e e ° compounds. o ) hn b el
agar S o
m © w O © @ (+]
| Green circles represent the diameter of
X the inhibition zone b S J
/ — N\
Antimicrobial ing led 28 deep fungal strains (32% of the collection) exhibitii i i ivities against at least one of the i A ial activity
was mainly di d against G positive bacteria and fungi. The most active strains were selected to optlmlze the production of bioactive compounds. The experiments performed on the same
media ining different ions of agar sh d that the p of agar h d the p! of antimicrobial pounds. The ion of the culture and their analysis on RP-
\! HPLC showed a great metabolic diversity We are now loping a | licati g to identify putative new bioactive compounds. |
- o
Contact [1] Rateb EM and Ebel R (2011). Secondary metabolites of fungi from marine habitats. Nat. Prod. Rep 28:290-334
marion. i@univ-brest.fr / Yannick @univ-brest.fr / gaetan. iv-brestfr | | [2] Rédou V et al. (2015). Species richness and adaptation of marine fungi from deep-subseafloor sediments. Appl. Environ. Microbiol. 81, 2571-
2582
[3] http://www.univ-brest. /
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et g ooy Biotechnological Potential
NAVARRI M, MESLET-CLADIERE L, BRILLET B, BARBIER G, FLEURY Y, & BURGAUD G
de t Ecologie (EA3882), de Bretagne, Université de Brest, Plouzané, France
INTRODUCTION

Between 2006 and mid-2010, 690 new chemical structures have been described from pelagic marine fungi [1]. If marine fungi from coastal Prenylate m“mmsl,,,ds
waters have been i ivel lyzed for their bi hnological lications, deep-sea fungi from deep-sea extreme environments appear as oiykatids

h pped reservoir of bi lecules with great bi hnologi ials. Most of the bioactive compounds from marine fungi are R ol
polyketides, peptides or terpenoids (80% of the 690 chemical structures) biosynthesized by mega-synthases as PKS (Poly ynthase), NRPS
(Non Rib | Peptide Synth. ), hybrids PKS-NRPS and TPS (Terpen Synthase) 80%

In this study, we have analyzed a collectvon of 184 deep—sea marine fungi from deep sedi asan pped resource of bi
potential. To rationalize the search of b i p , we designed a ic app h incor ing PKS/NRPS/TPS sequence analysis -
in the discovery process. Ao

MATERIALS AND METHODS |
184 fungal strains were previously
lated from a deep di core \
collected in the Canterbury basin, off the ~—~j
coast of New Zealand [2]. All strains are il Mo Setelite PrimedPeR (
3 * Mini, icro eliite Primed-|

preserved in the UBO Culture Collection. « PCR using degenerated primers « Antibacterial compounds

» Fingerprinting profile analysis

« Presence /Absence of PKS/NRPS/TPS specific * Antifungal compounds

The approach used is based on a 3- modules

step workflow: (i) Dereplication, (i)
Molecular screening and (iii) Bioactivity

- - \_,/

1. Genetic screening and Clustering

A

Bionumerics® was used to analyze MSP-PCR fingerprints, dendrograms were
established based on DICE (etimate similarities) and UPGMA (clustering) methods in
order to group fungal strains for the dereplication process:

> 41 clusters of filamentous fungi
> 12 clusters of yeasts

Using PKS/NRPS/T PS genetu: screening, we assessed the presence of genes involved in

Y e
L
=» 97.6% of fungal strains harbor at least one of these genes ” .
<> 3.3% of fungal strains harbor all the targeted genes, all of them were filamentous "'// FERR
fungi 2 7 ;
e X
> Yeasts did not show any PKS/NRPS hybrids genes & / ” MH \ Y& / /‘j il s
fry " "\ g3 :
Using such approach, fi Iamemous fungal strains appear much more interesting ' o \"
pared to yeasts for bi PKS1 — PKS3 ~—~ NRPS — Hybrids PKS/NRPS — TPS
Figure 1 : Clustering of fungal strains and presence of PKS, NRPS, TPS genes
2. Bioactive compounds (left, filamentous fungi and right, yeasts)
Table 1 : Spectra of activity
I (+) or Ab (-) of inhibition)
Deep-sea CB 6 1H3-MO-P1- 1H3-M3-P1- 4H1-PO-P1- 5H1-53-P4-
fungal strain = 1) @ 2) (3)
; Penicillium  Fusarium  Paecil Paecil P illi
Species
sp. sp sp sp. sp
Targeted bacteria
Bacillus megaterium
. ATCC 10778 % ¥ ; ¥ %
Figure 2 : Antimicrobial activities of fungal strain sup against Staphy aureus »
aureus (left) and Escherichia coli (right) ATCC 25923
Tryptone Soy Agar medium was inoculated with the d bacterial strain. Sup ichia coli . ) ~ B :
(20pL) of 99 fungal strains were then dropped in each well and plate were incubated 24h at SBS 363
37° C. Figure 2 shows inhibition zones (arrows) for S.aureus and E. coli. On 99 supernatants of Salmonella enterica R R . . R
fungal strains tested , 5 showed antibacterial activities (Table 1). CIP 6086
Presence of Los BRS PKS 1
Those strains were one of the most interesting strains based on genetic screening analysis. PKS/NRPS/Hybrids/TPS NRPS PKS 3 Al PKS 3 NRPS
Indeed, the 5 positive strains harboured more than 2 genes (Table 1) that could be involved in Hybrids Hybrids NRPS Tes
the bi hesis of bioacti bolites . s s
CONCLUSION )
lysis sh d a great biotechnological p ial of the deep: fungal collection established. Indeed a first screening against few bacterial targets has already shown
bioactivities agams! S. aureus, E. coli and B. megaterium. Those active fungal strains harboured genes involved in the bi hesis of bi i p ds. In the future,
complementary analyses will be performed against fifteen targets such as other pathogenic bacteria, yeasts and fil fungi. Antimicrobials p is will be then isolated
and ch ized. Optimization of their synthesis by deep-sea fungal strains will be processed using different culture conditions (temperature, salinity,...).
Contact (1) Rateb EM and Ebel R (2011). Secondary metabolites of fungi from marine habitats. Nat. Prod. Rep 28:290-334
marion.navarri@uniy-brest.fr / Yannick jv-brest.fr / gaetan jv-brest.fr [2] Ciobanu MC et al. (2014) Microorganisms persist at record depths in the subseafloor of the Canterbury Basin. The ISME Journal 1-11
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Deep-sea Fungi as an untapped reservoir of bioactive molecules

Marion NAVARRI, Camille Jégou, Laurence Meslet-Cladiére, Benjamin Brillet, Georges
Barbier, Gaétan Burgaud, Yannick Fleury. Assemblée Générale finale du Projet
MaCuMBA. Berlin, 27-30 Juin 2016

Résumé : The recent characterization of a plasmid-mediated colistin resistance has
emphasized the critical concern to renew antibiotic arsenal. As natural and natural-derived drugs in
pharmaceutical pipelines represent 71% of newly approved molecules (Newman & Cragg, 2012),
marine habitats have received a special attention as untapped reservoirs of novel bioactive
compounds (Blunt et al., 2015b). As natural product chemolibraries from marine fungi are rapidly
developing along with new reported structures (Rateb & Ebel, 2011), we can hypothesize that a
close look at fungi from extreme environments, and especially deep subseafloor sediments, will
support a dramatic increase of novel active biomolecules in a close future.

In the frame of the MaCuMBA European Project, almost 200 deep subseafloor fungal strains
isolated from deep sediment samples collected in the Canterbury Basin (New Zealand, IODP
Expedition 317) were screened for antimicrobial potential using both genetic and functional
approaches. The genome mining using degenerated primers targeting PKS (Polyketide Synthase),
NRPS (Non-Ribosomal Peptide Synthetase), hybrids (PKS-NRPS) and TPS (Terpene Synthase) was not
discriminative enough since around 97% of deep-sea fungal strains harbor at least one of those
genes (Rédou et al.,, 2015). A functional screening using 16 microbial targets revealed the
antimicrobial potential (mainly directed against Gram-positive target bacteria) of 33% of
filamentous fungi cultivated on PDA (Navarri et al. 2016). The extraction and analyzes of
antimicrobial compounds of the 14 most promising deep subseafloor fungal isolates demonstrated
their amphipathic nature and the LC-MS analyses have illustrated their metabolic chemodiversity.
The crude extract resulting from Oidiodendron griseum strain CB-36 (isolated at 765 meters below
seafloor) exhibited an important antimicrobial activity interpreted by the presence of at least four
antibacterial compounds. Dihydrosecofuscin was structurally elucidated using NMR and the three
other compounds and their biological activities are under investigation.
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Deep sea fungi: an untapped resource of biotechnological potential

Marion Navarri, Laurence Meslet-Cladiére, Yannick Fleury, Gaétan Burgaud, Georges \
Barbier. Assemblée Générale du Projet MaCuMBA. Cadiz, 22-25 Septembre 2014 ’i\

Résumé : The marine environment, which covers 70% of the earth surface and contains the
greatest diversity of life on Earth, remains a largely unexplored biome hosting a tremendous
diversity of macro and microorganisms (Bacteria, Archaea and Eukarya). Between 2006 and mid-
2010, 690 new structures have been described from marine fungi (Rateb & Ebel, 2010). If marine
fungi from coastal waters have been intensively analyzed for their biotechnological applications,
deep-sea fungi dwelling in deep-sea extreme ecosystems appear as another untapped reservoir of
biomolecules with tremendous biotechnological potential.

In the frame of the MaCuMBA European Project (Marine Microorganisms: Cultivation
Methods for Improving their Biotechnological Applications, FP7-KBBE n°311975), 200 deep-sea
fungal strains have been isolated from deep sediment samples of the Canterbury Basin (New-
Zealand). This collection of deep-sea fungal strains has been characterized (i) phylogenetically, using
Mini/Micro-Satellite Primed-PCR and 18S, 285 rRNA and ITS sequencing and (ii) physiologically, using
laser nephelometry to assess fungal growth at different temperatures and salinities.

As nearly 10% of genomes are devoted to secondary metabolism, genome mining to find
natural product biosynthetic pathways can be seen as a new paradigm for natural product discovery.
PCR targeting PKS (Polyketide Synthase), NRPS (Non-Ribosomal Peptide Synthetase), hybrids (PKS-
NRPS) and TPS (Terpene Synthase) genes have been performed on the 200 fungal strains. 177
(around 97%) of deep-sea fungal strains harbor at least one of those genes revealing the
biotechnological potential of this new collection. Finally, fungal strains are screened for their
antimicrobial activities against 10 clinical pathogens (Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter
aerogenes CIP 6086, Klebsiella oxytoca CIP 7932, Salmonella enterica CIP 8297, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Yersinia ruckeri ATCC 29473, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis CIP A 186, Listeria monocytogenes SOR 100 and Candida albicans ATCC 2092).
On 140 strains screened, 18% showing activities against E. coli, S.aureus and E. faecalis. The
spectrum will be extended to filamentous fungi. Then interesting strains will be selected and their
metabolites production will be studied. After that, interesting molecules will be isolated and
identified.
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Annexe

ANNEXE 1 : ANALYSE EN LC-HRMS DES

EXTRAITS BRUTS

Les extraits bruts a 1mg/mL ont été analysés en LC/HRMS, (Liquid Chromatographie-

Quadrupble-Time Of Flight) fournit par Shimadzu. L’appareil était équipé en phase inverse avec une

colonne C18 (Phenomenex, kinetex-2.6pum-100A-100x2.10mm) a 40°C. Les échantillons ont été

élués (10uL injectés) selon un gradient de 15% d’acétonitrile + 0.1% d’acide formique (ACN+AF)

(85% d’eau + 0.1% d’acide formique) a 100% d’ACN+AF en 23min, avec un débit de 0.3mL/min. Les

analyses ont été effectuées en ionisation positive (ESI+) et négative (ESI-). Les masses des produits

ont été ciblées entre 100 et 1000 Da.

La méthode de traitement des données a été automatisée. Le script informatique a été

élaboré pour :

détecter les molécules dans un échantillon

prédire leurs formules brutes selon les 7 regles d’or sur les molécules naturelles

établies par Kind et Fiehn (2007)
rechercher les molécules détectées dans les bases de données (Dictionnary of natural
product, Dictionnary of marine natural product, lipidmaps, KNaPSaCK, KEGG, Universal

Natural Products Database and AntiBAse

évaluer leur degré de probabilité en fonction du spectre UV et des données

phylogénétiques des souches productrices.
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Résumé - Abstract

Métabolites secondaires de champignons de sédiments marins profonds:
Criblages génétique et fonctionnel et Caractérisation structurale de molécules

antimicrobiennes

La propagation des micro-organismes résistants aux antibiotiques menace le systeme mondial
de santé publique. Pour lutter contre ce phénomeéne, le renouvellement des molécules utilisées en
antibiothérapie est devenu une priorité mondiale. Les antibiotiques étant principalement d’origine
microbienne, I'étude des micro-organismes et de leurs métabolites s’est donc renforcée et s’oriente

vers des écosystémes peu explorés comme les biotopes marins.

Nous avons exploré les activités antimicrobiennes d’une collection de 183 champignons isolés
de sédiments marins profonds et collectés entre 4 et 1884 metres sous le plancher océanique. Le
potentiel de production de métabolites de cette collection a été révélé par un criblage génétique
ciblant les PolyKetide synthase (PKS), les Non-Ribosomal Peptide Synthetase (NPRS), les TerPene
Synthase (TPS) et les hybrides PKS-NRPS. Aprés avoir regroupé les isolats en fonction de leur profil
MSP PCR, 110 ont été sélectionnés pour un criblage fonctionnel, montrant une forte proportion de

champignons filamenteux antimicrobiens (32%).

Apres extraction et fractionnement, les composés bioactifs de 3 souches ont été caractérisés
aux niveaux structural et fonctionnel. Ainsi, O. griseum UBOCC-A-114129 produit la fuscine, la
dihydrofuscine, la secofuscine et la dihydrosecofuscine, P. bialowiezense UBOCC-A-114097 produit

I’acide mycophénolique et Penicillium sp. produit UBOCC-A-114109 la rugulosine.

Parallelement, des analyses en LC-HRMS, réalisées sur des extraits fongiques, ont révélé un
grand nombre de métabolites non décrits dans les bases de données. Les champignons des

sédiments marins constituent donc un réservoir de structures originales a explorer.

Mots clés : champignons de sédiments marins profonds, métabolites secondaires, activités

antimicrobiennes, PKS, NRPS.



Résumé - Abstract

Secondary metabolites from deep subseafloor fungi: genetic and functional

screenings, and antimicrobial molecules characterization

The spreading of antimicrobial resistant microorganisms jeopardizes global health care
system. To counteract this threat the renewal of antibiotic molecules is a global priority. Antibiotic
compounds are mainly originated from microorganisms, so microorganisms and their secondary
metabolites received an increasing interest. The search for new natural antimicrobial compounds

from microorganisms gained untapped ecosystems as marine biosphere.

We investigated the antimicrobial properties of a fungal collection. The 183 fungal isolates
were collected from deep subseafloor sediment and isolated between 4 and 1,884 meters below
the seafloor. Secondary metabolites production potential was studied for all isolates in the
collection by screening genes coding PolyKetide Synthase (PKS), Non-Ribosomal Peptide Synthetase
(NRPS), TerPene Synthase (TPS) and hybrid PKS-NRPS. After isolates dereplication according to their
MSP-PCR fingerprinting, an antimicrobial screening was performed for 110 isolates, highlighting a

high proportion of filamentous fungi with antimicrobial properties (32%).

After extraction and bio-guided fractionation bioactive metabolites isolated from 3 strains,
were characterized in a structural and functional manner: O. griseum UBOCC-A-114129 produced
fuscin, dihydrofuscin, secofuscin and dihydrosecofuscine, P. bialowiezense UBOCC-A-114097

synthetized mycophenolic acid and Penicillium sp. UBOCC-A-114109 produced rugulosin.
In the meantime, LC-HRMS analysis, performed on fungal extracts, showed a great proportion
of metabolites not detected in interrogated databases. So, deep subseafloor fungi, represent an

untapped reservoir of original structures to explore.

Key words: Deep subseafloor fungi, secondary metabolite, antimicrobial activities, PKS, NRPS



