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Résumé — La biosphére profonde regroupe un ensemble trés disparate d’environne-
ments localisés en profondeur dans les océans, sous le plancher océanique et dans
le sous-sol. Dans la biosphére profonde, la pression hydrostatique augmente avec la
profondeur pour atteindre des valeurs qui inhibent la croissance des organismes de
surface. On y trouve des organismes, dits piézophiles, capables de vivre dans ces condi-
tions extrémes de pression. Les bactéries piézophiles connues sont principalement des
~-protéobactéries psychrophiles appartenant a4 cinq genres, Photobacterium, Shewa-
nella, Colwellia, Psychromonas et Moritella, alors que les Archaea piézophiles sont
toutes (hyper)thermophiles et appartiennent principalement aux Thermococcales. On
ne connait pas a ce jour de groupes microbiens limités a la biosphére profonde. La haute
pression hydrostatique a un impact important sur les macromolécules biologiques et
sur le cycle cellulaire, qui entraine une baisse de fonctionnalité de nombreux compo-
sants cellulaires et éventuellement la mort cellulaire chez les organismes piézosensibles.
Les différentes études physiologiques et génétiques menées a ce jour apportent une vi-
sion parcellaire des mécanismes adaptatifs possibles chez les piézophiles. Ainsi, il n’est
pas clair si cette adaptation requiert la modification de seulement quelques génes,
de quelques voies métaboliques, une altération globale de nombreux génes, et/ou
une régulation compensatoire des génes dont les produits sont les plus fortement af-
fectés par la haute pression hydrostatique, ou une réponse compensatoire proche de la
réponse au stress. L’adaptation piézophile est diffuse dans le génome, contrairement a
I’adaptation thermophile ou halophile.

Mots clés : Biosphere profonde / haute pression hydrostatique / piézophilie / adaptation et
évolution / réponse au stress

Abstract — The high pressure life of piezophiles.

The deep biosphere is composed of very different biotopes located in the depth of the
oceans, the ocean crust or the lithosphere. Although very different, deep biosphere
biotopes share one common feature, high hydrostatic pressure. The deep biosphere is
colonized by specific organisms, called piezophiles, that are able to grow under high
hydrostatic pressure. Bacterial piezophiles are mainly psychrophiles belonging to five
genera of ~-proteobacteria, Photobacterium, Shewanella, Colwellia, Psychromonas and
Moritella, while piezophilic Archaea are mostly (hyper)thermophiles from the Ther-
mococcales. None of these genera are specific for the deep biosphere. High pressure
deeply impacts the activity of cells and cellular components, and reduces the activity
of numerous key processes, eventually leading to cell death of piezosensitive organisms.
Biochemical and genomic studies yield a fragmented view on the adaptive mechanisms
in piezophiles. It is yet unclear whether piezophilic adaptation requires the modifica-
tion of a few genes, or metabolic pathways, or a more profound reorganization of the
genome, the fine tuning of gene expression to compensate the pressure-induced loss
of activity of the proteins most affected by high pressure, or a stress-like physiologi-
cal cell response. In contrast to what has been seen for thermophily or halophily, the
adaptation to high pressure is diffuse in the genome and may concern only a small
fraction of the genes.

Key words: Deep-biosphere / high hydrostatic pressure / piezophily / adaptation and evolution /

stress response
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Une breve histoire de la biosphere
profonde

Les études les plus récentes estiment que la grande ma-
jorité de la vie sur Terre existe dans les profondeurs
de notre globe, dans les océans qui recouvrent 70 %
de sa surface et dont la profondeur maximale est
de 11 km au niveau du Challenger Deep, dans la fosse
des Mariannes, mais aussi dans le plancher océanique
et dans le sous-sol continental. On regroupe aujour-
d’hui tous les biotopes situés au-dela de 1000 m de
profondeur dans I'océan, ou de 300 m sous les conti-
nents, sous le terme de « biosphere profonde ». Si
cette notion ne présente plus aujourd’hui de caractere
polémique, la notion de biosphéere dans les profondeurs
des océans ou dans le sous-sol continental est une no-
tion jeune. Ainsi, jusqu’en 1872, une premiere limite
de la vie dans les océans est déterminée a 500 m sous
la surface, par extrapolation de données de péche en
eaux profondes, qui montrent une raréfaction de la
vie avec la profondeur. Une des plus remarquables
remises en question de cette limite fut la premiere
expédition océanographique moderne, 'expédition du
Challenger, qui partit le 21 décembre 1872 pour
étudier les mécanismes de la circulation océanique.
Si cette expédition, conduite par Sir Charles Wyville
Thomson de I’Université d’Edimbourg, fut incapable
de découvrir ces mécanismes de circulation, elle re-
mit en cause les limites de la vie dans l'océan, et
fut a lorigine de nombreuses autres découvertes,
comme la mesure de la profondeur des océans du
globe, la découverte et la premiere mesure de la
fosse des Mariannes. Elle permit la description de
plus de 4000 especes nouvelles de plantes et d’ani-
maux, dont certaines ont été isolées & une profondeur
supérieure & 5000 m de profondeur (Thomson, 1873).
Cette expédition rapporte la premiere observation in-
directe d’une adaptation des organismes des grandes
profondeurs a la pression hydrostatique, « I’'explosion »
des poissons prélevés dans les zones les plus profondes
lors de leur conservation a bord. Il faudra attendre
les années 1950 pour que cette limite soit modifiée si-
gnificativement, lorsque 'expédition océanographique
danoise du Galathea ramene dans ses chaluts des
crevettes du fond de la fosse des Mariannes, soit
~10900 m (Wolff, 1956). Cependant, cette limite est
restée controversée jusqu’a la plongée dans la fosse
des Mariannes de Jacques Piccard et Jim Walsh a
bord du Bathyscaphe en 1960, puisque ’expédition du
Galathea n’avait remonté en surface que des cadavres
d’animaux, qui pouvaient avoir été déposés au fond de
la fosse des Mariannes par l'effet gravitaire. La plongée
du Bathyscaphe confirmera que ces animaux sont non
seulement présents mais actifs in situ dans la fosse
(Piccard & Dietz, 1962). Preuve du caractere excep-
tionnel de cette plongée, elle n’a été réalisée a nouveau

qu’une seule fois, par James Cameron a bord du Deep-
sea Challenger, en 2012, grace a qui il est désormais
possible de faire une visite virtuelle et sans risques de
la fosse des Mariannes (Deepsea Challenge 3D, 2014).

L’histoire de la biosphere profonde continentale
suit une trajectoire similaire, mais cette biosphere
continentale profonde a été a la fois plus difficile a
explorer et son existence, plus difficile & accepter. Pen-
dant tres longtemps, les scientifiques ont pensé que la
vie était limitée aux premiers centimetres du sol. La
remise en cause de cette limite interviendra sous I'im-
pulsion de la tres jeune industrie pétroliere des la fin
du XIX¢€ siecle. De fait, les foreurs mettent en évidence
des problemes récurrents de corrosion des aciers des
outils de forage et des tubes lorsqu’ils percent les
poches de pétrole. Ces corrosions sont d’autant plus
difficiles & expliquer que les zones explorées ne sont pas
oxygénées. Des 1926, Bastin met en évidence l'exis-
tence de bactéries sulfato-réductrices dans ces envi-
ronnements particuliers (Bastin et al., 1926). En 1934,
von Wolzogen Khiir et van der Vlught montrent que
ces bactéries sont responsables de la corrosion des
aciers inoxydables en conditions anaérobies (von Wol-
zogen Kithr & van der Vlugt, 1934). Enfin en 1945,
Zobell montre que ces problemes de corrosion lors des
percements de puits sont dus a 'action de bactéries
autochtones des zones explorées (Zobell, 1945). La
biosphere continentale profonde est née.

Les limites actuelles de la biosphere profonde
dépendent des environnements considérés. Comme in-
diqué plus haut, celle-ci est limitée par la profondeur
maximale des océans sur Terre, soit ~11 km, en mi-
lieu marin. En milieu continental, elle excede 3,5 km.
En milieu sédimentaire, les résultats les plus récents
montrent la présence de cellules jusqu’a 1922 m sous
le plancher océanique. De par son étendue verticale, la
biosphere profonde constitue le biotope le plus étendu
sur Terre. Bien que les nombres cellulaires par unité
de volume y soient inférieurs a ceux observés pour les
environnements de surface, on estime aujourd’hui la
quantité de cellules dans la biosphere profonde a en-
viron 10%° cellules, du méme ordre de grandeur que
I’ensemble des cellules présentes en surface (Whitman
et al., 1998 ; Kallmeyer et al., 2012).

Les piézophiles, habitants de la biosphere
profonde adaptés a la vie sous haute
pression hydrostatique (HPH)

S’ils sont tres divers, les environnements de la
biosphere profonde partagent un point commun, la
pression hydrostatique qui augmente avec la profon-
deur d’enfouissement. Cette augmentation est d’en-
viron 1 bar tous les 10 m dans la colonne d’eau et
d’environ 3 bars tous les 10 m dans la lithosphere.
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Fig. 1. Représentation schématique des courbes de crois-
sance en fonction de la pression pour les organismes
piézosensibles (noir, Popt = Patm), piézotolérants (bleu,
Popt < 10 MPa), piézophiles (vert, Popt > 10 MPa) et
piézophiles obligatoires (rouge, Popy > 50 MPa) (adapté
de Oger & Jebbar, 2010).

La pression atteint donc 110 MPa, soit plus d’une
tonne par cm?, au niveau du point le plus profond
des océans, le Challenger Deep, dans la fosse des Ma-
riannes (11 km de profondeur). La pression hydrosta-
tique impacte de maniere importante les cellules et les
composants cellulaires. Certes (1884) a été le premier
a initier les études microbiologiques de ’'océan profond
en parvenant a cultiver des micro-organismes issus
d’un échantillon d’eau de 5000 m de profondeur. Les
pionniers de la piézo-microbiologie sont Zobell, Morita
et Jannasch. Ils donneront aux micro-organismes dont
la croissance est optimale a des pressions supérieures
a la pression atmosphérique le nom de barophiles,
aujourd’hui appelés piézophiles (du grec « piézo- »
pression). L’impact physiologique de la HPH permet
de classer ces micro-organismes en quatre catégories
(figure 1). Les micro-organismes dont loptimum de
croissance en pression est supérieur a la pression at-
mosphérique sont nommés piézophiles, et piézophiles
obligatoires ceux qui sont incapables de pousser en
conditions atmosphériques. Ceux dont la pression in-
hibe la croissance sont appelés piézosensibles. Enfin,
certains organismes tolérent des pressions hydrosta-
tiques intermédiaires tout en montrant une adapta-
tion optimale a la pression atmosphérique, ils sont dits
piézotolérants (Oger & Jebbar, 2010). Les premieres
tentatives de culture de micro-organismes issus de
sédiments profonds échouerent, laissant alors pen-
ser que les fonds marins et les sédiments profonds
étaient dépourvus de vie microbienne. Nous savons
aujourd’hui que ces chercheurs ont été confrontés au
probleme de la décompression hydrostatique a laquelle
nombre d’organismes ne survivent pas, un phénomene

qui avait déja été observé lors de 'expédition Chal-
lenger (Jannasch & Taylor, 1984). C’est seulement
a partir des années 1970 que les premieres souches
échantillonées dans les fonds marins ont été isolées a
partir d’organismes maintenus sous pression lors de la
remontée. La premiere souche microbienne piézophile
obligatoire, MT-41, a été isolée d’'un amphipode de la
fosse des Mariannes récupéré a 11 000 m de profondeur
(Yayanos et al., 1981).

Diversité des procaryotes piézophiles

Les nombreuses expéditions océanographiques
réalisées ces dernieres décennies ont permis d’étendre
notre connaissance de la diversité des micro-
organismes de la biosphere profonde. La majorité
des micro-organismes piézophiles et mnotamment
piézophiles obligatoires qui ont été isolés des abysses
sont psychrophiles (du grec « psychro- », froid) et
appartiennent au domaine Bacteria. Au niveau
des sources hydrothermales profondes, on observe
également des micro-organismes piézophiles, qui
sont (hyper)thermophiles contrairement aux orga-
nismes abyssaux et appartiennent majoritairement
au domaine Archacea.

Les psychro-piézophiles

La majorité des micro-organismes piézophiles ont été
isolés de 'océan profond qui est un environnement oli-
gotrophe et froid (2 & 3 °C), ainsi que des premiéres
couches de sédiments profonds (tableau 1). Ces micro-
organismes ont été récoltés entre 2500 m et 11000 m
de profondeur; leur température optimale de crois-
sance ne dépasse pas 15 °C et, en ce qui concerne la
pression, les optima recouvrent toute la gamme exis-
tant dans la biosphere (Jannasch & Taylor, 1984). La
majorité de ces psychro-piézophiles appartiennent a
I'un de cing genres de la classe des ~y-proteobacteria :
Shewanella, Photobacterium, Colwellia, Moritella et
Psychromonas. La souche modele pour les organismes
psychro-piézophiles est la souche SS9 de Photobacte-
rium profundum qui a été isolée dans I’archipel de Sulu
a 2550 m de profondeur. La souche piézophile obli-
gatoire, MT-41, appartient au genre Colwellia. Elle
se développe de maniere optimale a 103 MPa et ne
peut croitre sous des pressions inférieures a 38 MPa
(Yayanos et al., 1981). Il n’y a aujourd’hui que tres peu
d’especes psychro-piézophiles qui n’appartiennent pas
a l'un de ces cinq genres. La premiere est PRT1, une
souche piézophile stricte appartenant a la famille des
Rhodobacterales, isolée de la fosse de Puerto Rico a
8350 m de profondeur (Eloe et al., 2011) et dont l'op-
timum en pression est de 80 MPa. Les secondes sont
deux souches & coloration Gram positive, Carnobacte-
rium sp. ATT7 et AT12, qui appartiennent au phylum
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des Firmicutes et qui ont été isolées & une profon-
deur de 2500 m au niveau de la fosse des Aléoutiennes
en Alaska (Lauro et al., 2007). Elles se développent
sur une gamme de pressions entre 0,1 et 60 MPa avec
un optimum a 20 MPa, correspondant a la pression
m situ.

Les (hyper)thermo-piézophiles

Les sources hydrothermales ont été découvertes en
1979 sur la dorsale océanique Pacifique-Est au large
des Tles Galdpagos (EPR), par 2600 m de pro-
fondeur (Corliss et al., 1979). Depuis, les nom-
breuses campagnes océanographiques ont permis de
localiser ces sources hydrothermales, d’appréhender
la diversité des organismes indigenes et de mon-
trer la présence d’organismes colonisant les fluides
chauds qui s’échappent de ces structures. La plu-
part des procaryotes (hyper)thermophiles des sources
hydrothermales sont des Archaea qui présentent des
métabolismes variés méthanogenese lithotrophe,
sulfatoréduction, organotrophie. Quelques familles
bactériennes sont également présentes, parmi les-
quelles les e-protéobactéries chimiolithotrophes sont
souvent largement dominantes.

A ce jour, trés peu de procaryotes (hyper)thermo-
piézophiles ont été isolés des sources hydrother-
males profondes, parmi lesquels les isolats d’Archaea
(hyper)thermo-piézophiles dominent (tableau 2). La
grande majorité appartient a lordre des Ther-
mococcales qui comprend trois genres, Thermo-
coccus, Pyrococcus et Palaeococcus, qui présentent
tous des especes piézophiles. Une seule souche
(hyper)thermo-piézophile obligatoire est connue
Pyrococcus yayanosii souche CH1, qui a été isolée du
site Ashadze sur la dorsale médio-Atlantique a 4100 m
de profondeur (Birrien et al., 2011). Cette souche,
dont loptimum de pression se situe a 52 MPa,
détient le record de piézophilie chez les hyperther-
mophiles (130 MPa). Elle est incapable de pousser
a des pressions inférieures a 20 MPa. Des archées
méthanogenes (hyper)thermo-piézophiles, notamment
Methanocaldococcus yannaschii, ont également été
isolées des sources hydrothermales profondes (Huber
et al., 1982).

La premiere espece bactérienne piézo-thermophile
qui a été isolée appartient au genre Thermosipho
(tableau 2). Elle a été isolée de la tranchée d’Oki-
nawa, & faible profondeur (972 m) et est modérément
piézophile (P,p; = 20 MPa). La deuxitme espece
bactérienne thermo-piézophile et sulfo-réductrice, Ma-
rinitoga piezophila, a été isolée a 2600 m de pro-
fondeur au niveau de la dorsale Pacifique-Est (EPR,
13°N) (Alain et al., 2002). Ayant une pression et
une température optimales de 40 MPa et 65 °C,
elle présente un phénotype tres marqué de sensibilité

aux basses pressions hydrostatiques. Récemment deux
nouvelles especes de bactéries piézo-thermophiles ont
été isolées, I'une appartient a ’ordre des Rhodobacte-
rales (a-proteobacteria) et la deuxiéme appartient a
Pordre des Chromatiales (Takai et al., 2009). Chez les
bactéries thermo-piézophiles, aucune piézophile obli-
gatoire n’est connue.

Impact de la haute pression
sur les composants cellulaires

La pression est la force exercée sur une surface (P =
F/A, ou F est la force normale appliquée a la zone,
et A, la zone de surface sur laquelle la pression
est appliquée). La pression hydrostatique est donc
la pression qu’exerce l'eau sur un corps immergé.
Elle augmente de 1 bar tous les 10 m (1 bar =
1 atm ~ 0,1 MPa). La pression comme parametre
thermodynamique a été introduite dans le domaine
de la biologie des la fin du XIX® siecle, avec des tra-
vaux sur la préservation des aliments par traitement
a la HPH (Regnard, 1884). En 1914, Bridgman est le
premier a démontrer 'impact des HPH sur les ma-
cromolécules biologiques, en montrant la coagulation
des protéines du blanc d’ceuf sous l'effet de la HPH
(Bridgman, 1914).

L’impact physique des HPH sur les systéemes bio-
logiques repose essentiellement sur les volumes d’acti-
vation et de réaction des biomolécules. Cet équilibre
thermodynamique est gouverné par le principe de Le
Chatelier (1884). La pression hydrostatique déplace
I’équilibre vers un état occupant le volume le plus pe-
tit. Elle accélere donc les processus pour lesquels I’état
de transition montre un volume plus petit que celui de
I’état initial, et inversement. Ainsi, selon les systémes,
la pression peut accélérer ou ralentir une réaction
(Michels et al., 1996). En perturbant I’équilibre ther-
modynamique, la HPH est potentiellement respon-
sable d’effets déléteres, réversibles ou irréversibles,
sur les structures moléculaires des systemes biolo-
giques, altérant ainsi leur fonction et par conséquent
le fonctionnement cellulaire. L’impact de ces HPH
sur les systemes cellulaires est présenté de maniere
schématique et simplifiée dans la figure 2 (Oger &
Jebbar, 2010).

Les lipides membranaires sont parmi les macro-
molécules les plus sensibles aux variations de pression
et de température. Ces variations affectent la fluidité
membranaire et alterent la perméabilité et les fonc-
tions associées a la membrane, tels que la motilité et le
transport de substrat (Winter & Jeworrek, 2009). La
HPH induit des transitions de phase de la membrane
qui entrainent des changements dans 1’organisation et
la mobilité des chaines d’acides gras dans la bicouche,
et donc une modification de la perméabilité a ’eau et
aux ions, mais aussi une modification des interactions
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traduction pas de traduction

Fig. 2. Exemples des effets des HPH sur la cellule et les composés cellulaires (Oger & Jebbar, 2010). A : lipides
membranaires, B : assemblages multimériques, C : structure des protéines, D : motilité cellulaire, E : traduction par les

ribosomes.

moléculaires avec les autres molécules de la membrane,
et notamment les protéines membranaires (Nagle,
1980). On distingue deux transitions de phases lamel-
laires thermotropiques : gel-gel (S, — Pg) qui est la
phase de pré-transition et gel-fluide (Pg — Lq) qui est
la phase de transition principale (Tm, melting tempe-
rature). Au dessus de la température de transition, les
chaines hydrocarbonées sont désordonnées et forment
la phase cristal-liquide (Lq), la bicouche se fluidifie,
c’est la phase fonctionnelle que 'on retrouve dans les
membranes biologiques. La HPH a un effet inverse a
la température, c’est-a-dire qu’'une augmentation de
la pression hydrostatique induit une transition de la
phase cristal-liquide (fonctionnelle) vers les phases gel
(non fonctionnelles) de la membrane.

Les protéines constituent le deuxieme compar-
timent biologique le plus sensible a la HPH. La
HPH tend a compacter ces structures, déstabilisant
ainsi leur conformation et altérant leur activité
ou leurs interactions (protéine-protéine, protéine-
lipide, protéine-substrat) donc le métabolisme cel-
lulaire. Le volume d’une protéine est principale-
ment décrit par le volume de ses cavités et son
volume d’hydratation. Les changements de volume
reposent sur les interactions entre les chaines pep-
tidiques et l'eau environnante. Ainsi, une augmen-
tation de pression rompt ces liens dans la protéine
native, ce qui entraine un dépliement des structures
monomériques. L’hydratation des groupes chargés
(interactions électrostatiques) accompagne les chan-
gements de volume négatif (AV < 0) et ces interac-
tions sont donc favorisées par une augmentation de
pression. Au contraire, les changements de volume

associés a l'exposition des chaines hydrophobes des
acides aminés, a l'origine enfouies dans le coeur de
la protéine, entrainent un changement de volume
positif (AV > 0). Des pressions modérées vont
altérer la conformation des protéines, de maniere
réversible, en agissant sur la structure tertiaire des
protéines. Ces changements concernent la longueur
des liaisons, les cavités et I’hydratation. Des pres-
sions plus élevées, de l'ordre de 5 Kbar vont affecter
de maniere irréversible la structure conformationnelle
des protéines en favorisant l'agrégation des protéines
(Heremans & Smeller, 1998). Concernant la struc-
ture quaternaire des complexes protéiques, la pression
peut causer la dissociation, une dénaturation partielle,
voire 'agrégation des protéines. L’impact des HPH sur
les protéines est visible sur de nombreuses structures
multimériques tels que les ribosomes et les flagelles,
avec des conséquences potentiellement critiques pour
le fonctionnement cellulaire (voir ci-apres). Par cer-
tains aspects, I'impact de la HPH sur les protéines se
rapproche de celui des basses températures.

Impact de la haute pression sur le cycle
cellulaire

Les effets des HPH sur le cycle cellulaire sont princi-
palement connus pour des organismes piézosensibles
(Escherichia coli) ou piézotolérants (Saccharomyces
cerevisiae). Les données disponibles sur les organismes
piézophiles concernent pour l'instant peu de modeles,
essentiellement deux y-protéobactéries: P. profundum
SS9 dont l'optimum en pression est de 28 MPa, et
S. wiolacea dont 'optimum est de 30 MPa.
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Tableau 3. Principales fonctions altérées par les
hautes pressions hydrostatiques chez les micro-organismes
piézosensibles (adapté de Abe, 2007).

Structure / processus cellulaires ~ Pression inhibitrice

(MPa <)
Motilité 10
Division cellulaire 20
Utilisation de nutriments 15-20
Fermentation de 1’éthanol 25-50
Fonction d'es protéines 925-50
membranaires
Réplication 50
Transcription 50-100
Synthese des protéines 50
Oligomérisation des protéines 50-100
Fonction enzymatique 100
Viabilité 100-200
Structuration des protéines 200
quaternaires
Structure de PADN (double hélice) 1000

Les effets globaux de la pression chez des
micro-organismes piézosensibles, telles la bactérie
piézosensible E. coli, et la levure piézotolérante
S. cerevisiae, sont résumés dans le tableau 3. La
membrane lipidique est la premiere affectée par les
HPH avec pour conséquence l'inhibition des fonc-
tions liées a la membrane comme la motilité et le
transport de substrats. Vers 50 MPa, la plupart des
fonctions cellulaires et les mécanismes biochimiques
et moléculaires sont inhibés, notamment ceux qui
dépendent de la synthese des protéines. La crois-
sance est affectée des quelques dizaines de MPa, et
devient impossible vers 50 MPa chez E. coli. Les
dommages cellulaires pour des pressions supérieures a
200 MPa sont tels qu’ils entrainent la mort cellulaire
chez la majorité des micro-organismes piézosensibles.
La pasteurisation & froid des aliments par les hautes
pressions (>200 MPa), aussi nommée Pascalisation,
utilise cette propriété afin de stériliser les aliments
tout en préservant leurs propriétés organoleptiques
(Knorr et al., 2006). Lorsqu’elle est soumise une
pression sub-létale, F. coli exprime une réponse au
stress comprenant la synthese de 55 protéines de
stress. Parmi ces protéines de stress, la HPH induit
11 HSP, (Heat-Shock proteins, dont RpoH, DnaK,
GroEL, GroES, GrpE et Lon) et 4 CSP (Cold-Shock
proteins, dont H-NS) (Welch et al., 1993). L’impli-
cation simultanée de HSP et CSP, répondant nor-
malement & deux stress antagonistes (chaud et froid,
respectivement) s’explique car 'impact de la HPH res-
semble pour partie a une baisse et pour partie a une
hausse de température. Les hautes températures, tout
comme la HPH, déstabilisent les structures tertiaires

et quaternaires des protéines, alors que la HPH,
comme les basses températures, rigidifient les mem-
branes. Les HSP identifiées chez FE. coli comprennent
des chaperonnes et des protéases qui participent au
bon repliement des protéines et qui empéchent les
protéines de s’agréger. Les CSP facilitent I'expression
des genes impliqués dans la traduction et limitent la
baisse de fluidité membranaire a faible température,
qui causerait un déséquilibre dans ’organisation struc-
turale et fonctionnelle de la membrane cellulaire. Une
réponse similaire est observée chez S. cerevisiae en
réponse a un stress en pression sub-létale (Fernandes
et al., 2004). Chez S. cerevisiae, la réponse au stress en
HPH implique par ailleurs la synthese d’un osmolyte,
le tréhalose, une molécule participant au maintien du
repliement et de la couche d’hydratation des protéines.

Adaptation aux HPH chez
les micro-organismes piézophiles

L’étude de l'impact de la HPH sur la physiol-
ogie cellulaire et leurs mécanismes adaptatifs n’en
est encore qu’a ses débuts. Trois mécanismes ont
été proposés pour expliquer la capacité des micro-
organismes piézophiles et piézophiles stricts a mieux
se développer sous HPH : (1) I'ajustement des genes
exprimés pour compenser la perte de l'activité bio-
logique (Campanaro et al., 2005), (2) Pexpression de
genes spécifiques aux HPH (Kato et al., 1995) et (3)
I’adaptation structurale des biomolécules pour faire
face aux HPH (Chilukuri & Bartlett, 1997). Bien
que ces mécanismes montrent que les piézophiles sont
adaptés a la vie sous HPH, aucun géne spécifique a la
piézophilie n’est connu a ce jour.

Genes spécifiques régulés par la pression

La définition de « génes spécifiques » peut s’entendre
de deux manieres. La premiere est qu’un jeu de genes
est présent uniquement chez les piézophiles et est es-
sentiel pour la croissance sous HPH, et la deuxieme
correspond a des genes exprimés dans les piézophiles
en conditions de HPH. La recherche de genes
spécifiques des piézophiles est possible aujourd’hui en
raison de la disponibilité des génomes complets de
plusieurs organismes piézophiles et piézosensibles de
la famille des Shewanella, des Photobacterium et des
Thermococcales. A ce jour, cette recherche n’a pas
permis d’identifier de genes liés a la croissance sous
HPH et spécifique des piézophiles, bien qu’il existe des
différences majeures entre les génomes des écotypes de
profondeur (absence des genes de réparation de ’ADN
ou de métabolisme des substrats carbonés simples;
présence de genes de métabolisme de polymeres or-
ganiques) et ceux de surface. Toutes ces différences
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peuvent étre associées avec des divergences de condi-
tions physico-chimiques entre les environnements de
surface et de profondeur, et il est impossible de faire
un lien avec la croissance sous HPH.

Les études transcriptomiques des deux modeles
piézophiles Photobacterium profundum souche SS9 et
Shewanella violacea ont permis d’identifier des genes
exprimés spécifiquement en conditions de pression hy-
drostatique. Les premiers genes ont été identifiés chez
la souche SS9 de P. profundum. Il s’agit de deux po-
rines membranaires OmpH et OmpL, qui sont ex-
primées en conditions de haute pression (OmpH pour
Outer membrane protein High pressure) ou de basse
pression (OmpL, Low Pressure) (Welch & Bartlett,
1998). L’expression de ces genes est régulée par un
systeme a deux composants « classique », ToxR et
ToxS que 'on retrouve impliqué dans la régulation de
la virulence chez les Vibrionaceae pathogenes, et qui
joue ici le role de « piézometre ». On suppose que la
porine OmpH est un transporteur de nutriments, ac-
tif en conditions limitantes en nutriments, ce qui est le
cas de l'océan profond et justifie donc son expression
préférentielle & HPH.

Le deuxieme exemple de gene exprimé
spécifiquement en fonction de la pression, et le
mieux documenté, concerne le cas des chaines res-
piratoires chez Shewanella violacea et Shewanella
benthica (Kato et al., 1995). La régulation de la
composition des chaines respiratoires en fonction des
conditions de milieu est un phénomene bien connu
chez les bactéries. Chez les Shewanella piézophiles, les
conditions de pression induisent la synthese de deux
types de chaines respiratoires différentes, spécifiques
pour la haute et la basse pression hydrostatique. La
chaine respiratoire de basse pression est similaire a
celle des ~-protéobactéries. La chaine respiratoire
de haute pression est plus courte, ne comportant
qu’une quinol-oxydase et aucune activité cytochrome
C-oxydase. La présence de cette chaine respiratoire
courte permettrait un couplage plus efficace entre
transfert des charges au travers de la membrane
et récupération énergétique. On suppose que ces
deux systemes respiratoires ont un role important
dans les propriétés bioénergétiques des bactéries
psychro-piézophiles issues des profondeurs.

Sans surprise, un second systéme membranaire,
le flagelle, est exprimé de maniere dichotomique en
fonction des conditions de pression chez les bactéries
psychro-piézophiles. P. profundum SS9 possede deux
systemes distincts de flagelles, 'un est polaire et
le second est latéral. Le systeme de flagelle polaire
est essentiel pour la mobilité & HPH (Eloe et al.,
2008). De maniere intéressante, la HPH inhibe la
motilité d’une souche piézosensible de P. profun-
dum 3TCK qui ne possede pas ce pole flagellaire
latéral. Ce caractere adaptatif semble généralisé chez

les y-protéobactéries, puisqu’il est aussi retrouvé chez
la souche piézotolérante, S. piezotolerans WP3 (Wang
et al., 2008). L’expression de ces systemes flagellaires
latéraux est par ailleurs régulée par les variations de
température et de viscosité, ce qui laisse supposer que
ce caractere résulte d’une adaptation principale a la
viscosité, qui est influencée de maniere significative
par la HPH et les basses températures.

Régulation des genes pour compenser une perte
d’activité

Comme mentionné plus haut, la HPH impacte la
structure et l'activité des macromolécules biologiques.
Dans le domaine des HPH observées dans les biotopes
de la biosphére profonde, a l’exception de certains
édifices particuliers comme les ribosomes, ces struc-
tures et fonctions cellulaires ne sont cependant pas
affectées de maniere irréversible ni totale. Certaines
activités augmenteront significativement avec la pres-
sion. C’est le cas de 'aspartase de E. coli, de la produc-
tion d’éthanol chez la levure ou de la méthylotrophie
chez Methanocaldococcus jannaschii (Eisenmenger &
Reyes de Corcuera, 2009). Dans la majorité des cas
cependant, ces activités sont réduites. L’étendue de
cette inactivation est spécifique de chaque enzyme, et
de chaque voie métabolique (Morita, 1957). Les trans-
porteurs membranaires, notamment, sont tres sen-
sibles aux variations de pression, et peuvent perdre
jusqu’a 90 % de leur activité. Cette inhibition étant
partielle, elle peut étre circonvenue par une modu-
lation de l'expression des genes et de la traduction
des protéines. On suppose que ce type d’adaptation
joue un role particulierement important chez les or-
ganismes modérément piézophiles (<40 MPa), pour
lesquels toutes les fonctions cellulaires restent partiel-
lement fonctionnelles quelles que soient les pressions
hydrostatiques rencontrées dans I’environnement.

Les analyses de transcriptome chez E. coli et chez
la levure mettent en évidence de nombreux genes sur-
exprimés en conditions de HPH. Ces genes incluent des
chaperonnes, dont la fonction principale est de mainte-
nir le repliement, et donc ’activité, des protéines apres
le choc en pression. Les genes surexprimés a HPH sont
majoritairement des genes du métabolisme. Chez la le-
vure, les genes de la glycolyse, de la néoglucogenese et
du métabolisme du glycogene sont tres fortement sur-
exprimés, ce qui pourrait correspondre au besoin de
répondre rapidement aux besoin énergétiques et os-
motiques de la cellule (Fernandes et al., 2004). Chez
la levure et chez FE. coli les genes des transporteurs
de sucres et d’acides aminés sont eux aussi fortement
surexprimés a HPH.

A Tinverse de ce qui est observé chez les orga-
nismes piézosensibles ou piézotolérants, le pool de
genes surexprimés chez Photobacterium profundum a
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28 MPa est modeste par comparaison avec celui ex-
primé a la pression atmosphérique. De fait, la plupart
des genes sont surexprimés a la pression ambiante
par rapport a des conditions optimales de croissance
(28 MPa). Cependant, comme on l'observe chez la
levure et E. coli, les genes les plus fortement surex-
primés comprennent ceux de la plupart des transpor-
teurs transmembranaires, des genes du métabolisme
des substrats carbonés, des systemes de transfert du
signal et des protéines membranaires. Quatre genes
codant pour des protéines de réponse au stress (hptG,
dnaK, dnaJ et groEL) sont également surexprimés
a 0,1 MPa, suggérant que la souche SS9 ressent la
pression atmosphérique comme un stress et que ces
protéines ont besoin de chaperonnes pour se replier
correctement a 0,1 MPa (Campanaro et al., 2005). La
réponse transcriptionnelle de la souche SS9 a basse
pression inclut par ailleurs la surexpression du systeme
de réparation de ’ADN, des genes de la glycolyse
et des genes de synthese du tréhalose, qui sont im-
pliqués dans la synthese d’osmolytes organiques. Il est
intéressant de noter que ce profil de réponse trans-
criptomique est I'image inversée de celle observée
chez FE. coli qui, comme la souche SS9, est une
~y-protéobactérie. Ces résultats suggerent par ailleurs
que, chez les organismes piézophiles, la régulation de
lexpression permet de compenser une baisse d’effi-
cacité du protéome a basse pression, et que ces or-
ganismes ont un protéome piézophile, présentant une
adaptation génétique et structurale.

Adaptations structurales des macromolécules

L’expression a haute ou basse pression de genes
spécifiques codant pour des fonctions identiques
chez Photobacterium ou Shewanella suggere que ces
protéines ont une activité optimisée pour les condi-
tions dans lesquelles elles sont in fine exprimées. La
surexpression majoritaire en condition de basse pres-
sion d’une fraction importante du protéome conforte
I'idée que le protéome des piézophiles est adapté au
niveau structural. Par ailleurs, de nombreux édifices
moléculaires de la cellule, notamment les édifices
protéiques multimériques, sont aisément déstabilisés
par la HPH, y compris dans la gamme des pressions
physiologiques. C’est le cas par exemple des ribo-
somes. Chez FE. coli, ceux-ci se dissocient a des pres-
sions hydrostatiques comprises entre 30 et 50 MPa
(Gross & Jaenicke, 1990). Or, ces pressions hydrosta-
tiques sont celles qui sont optimales pour la croissance
de nombreux organismes piézophiles, qu’ils soient psy-
chrophiles ou thermophiles. Pour ces fonctions essen-
tielles, dont D'activité est totalement inhibée par la
pression hydrostatique, il est difficile d’envisager que
I’adaptation des organismes piézophiles repose uni-
quement sur une régulation fine de l’expression du

génome. De fait, augmenter le nombre de ribosomes
ou d’ARN ribosomiques ne peut permettre d’assurer
la transcription du génome.

Aujourd’hui, les preuves de l'existence de
cette adaptation structurale du protéome chez les
piézophiles sont presque uniquement indirectes et
dérivent des approches de transcriptomique décrites
ci-avant. Cette démonstration est d’autant plus
difficile qu’'une fraction majoritaire du protéome,
y compris chez les organismes piézosensibles, est
essentiellement insensible a la pression hydrosta-
tique dans la gamme des pressions physiologiques,
c’est-a-dire entre la pression atmosphérique et
150 MPa. De nombreuses enzymes d’organismes
piézosensibles démontrent méme une activité qui
augmente avec la pression hydrostatique (Eisenmen-
ger & Reyes de Corcuera, 2009). Les études sur des
enzymes/protéines issues d’organismes piézophiles
sont rares. Parmi celles-ci, plusieurs montrent une
activité qui augmente avec la pression hydrostatique.
C’est le cas de la 3-isopropylmalate déshydrogénase
de Shewanella benthica, dont la vitesse de réaction
et lefficacité sont supérieures a 100 MPa chez la
souche piézophile (Kasahara et al., 2009). De la méme
maniere, on note une dépendance a la pression de
la dissociation des oligomeres de la protéine SSB
chez les Shewanella (Chilukuri & Bartlett, 1997).
La pression a laquelle la moitié des oligomeres est
dissociée est de 52 MPa chez la souche piézosensible
et 75 MPa chez la souche piézophile obligatoire. Cette
dissociation va de pair avec un appauvrissement en
proline et en glycine de la séquence protéique, ce
qui a pour conséquence de stabiliser les hélices «
et pourrait consolider la structure a HPH. Dans ces
deux cas, il est cependant difficile de relier ces obser-
vations a une signature adaptative a la piézophilie
car de nombreuses enzymes/protéines d’organismes
piézosensibles présentent un comportement similaire,
en absence d’adaptation a la HPH de 'organisme hote
(Eisenmenger & Reyes de Corcuera, 2009). De fait, si
elle existe, 'adaptation structurale ne touche qu’une
fraction minoritaire, mais essentielle, des enzymes
qui sont sensibles a la pression. Une partie de ce
groupe de genes est d’identification aisée. I s’agit
des geénes dont l'expression est régulée en fonction
des conditions de pression. Différentes approches
génomiques ont été utilisées pour tenter d’identifier
ce pool de genes et les signatures génomiques de
I’adaptation a la piézophilie, avec un succes limité.
Les raisons de cet échec sont nombreuses, et principa-
lement liées a la dispersion de ’adaptation structurale
dans les génomes étudiés. Le raffinement des calculs,
I’élimination des faux positifs et 'augmentation
du nombre de génomes d’organismes piézophiles a
cependant permis d’identifier 43 familles de genes
sous sélection positive spécifique chez Thermococcus
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barophilus, pour lesquels il reste a déterminer s’il
existe un lien avec la piézophilie.

Y a-t-il une composante non génétique
a I'adaptation ?

Les efforts réalisés pour comprendre 'adaptation a la
piézophilie ont porté sur des modifications génétiques
et génomiques. Les difficultés rencontrées lors de ces
approches posent la question de l'existence d’une
adaptation a la HPH qui repose sur une composante
physiologique et non sur une composante génétique.
Comme mentionné plus haut, une des premieres
conséquences des variations de conditions environne-
mentales sur une cellule est une modification de flui-
dité, et donc de la fonctionnalité, de la membrane. La
HPH et les basses températures ont des effets simi-
laires sur les membranes, qui s’additionnent, en aug-
mentant la compaction des chaines lipidiques (Winter
& Jeworrek, 2009). Au fond de la fosse des Mariannes,
Peffet cumulé de la basse température (3 °C) et de
la HPH (100 MPa) est équivalent & une température
de —18 °C a la pression atmosphérique. En tant
que premiere barriere entre l'intérieur de la cellule
et 'environnement, il est essentiel pour les cellules
de maintenir leur membrane dans un état de flui-
dité/perméabilité optimale. Pour pallier la rigidifica-
tion de celle-ci lors d’une variation de température,
les cellules modifient sa composition lipidique afin de
maintenir une fluidité optimale, c’est ce qu’on appelle
ladaptation homéovisqueuse (Sinensky, 1974). Ceci
est possible, car les lipides ont des températures de
transitions de phase qui varient en fonction de la na-
ture de leurs tétes polaires, de la longueur des chaines
d’acides gras, ou de la présence d’insaturations le long
de ces chaines. En ce qui concerne la HPH, on observe
une adaptation fonctionnelle de la membrane en fonc-
tion de la pression dans les environnements profonds.
Elle implique les méme mécanismes que ’adaptation
homéovisqueuse en réponse a la température, notam-
ment une régulation de la proportion d’acides gras in-
saturés, et en particulier des PUFA (Poly Unsaturated
Fatty Acids) chez les souches piézophiles comme She-
wanella violacea et Photobacterium profundum (Allen
et al., 1999 ; Kawamoto et al., 2011). On observe par
ailleurs que, chez les micro-organismes, la proportion
de ces acides gras mono- ou poly-insaturés varie dans
la colonne d’eau en fonction de la profondeur (DeLong
& Yayanos, 1986). La régulation de la composition
membranaire n’implique ni régulation transcription-
nelle ou traductionnelle, ni synthese de novo de li-
pides. C’est une réponse qui repose uniquement sur
la modification des lipides existants par des protéines
présentes dans la membrane et capables de les modifier
(insaturases/conjugases), ce qui permet une réponse

homéovisqueuse rapide et efficace aux variations des
conditions environnementales (Oger & Cario, 2013).

La deuxieme conséquence majeure de la HPH sur
les cellules est une perte d’efficacité du protéome,
en raison de changements induits sur les structures
des protéines piézosensibles, qui ressemble & celle ob-
servée chez les organismes soumis a des stress en
température ou salinité. De fait, la pression hydro-
statique est pergue comme un stress par les cel-
lules, qu’elles soient piézophiles ou piézosensibles. Les
stress salin, thermique et hyperbare ont en com-
mun de modifier 'activité de I'eau dans les cellules,
créant une « déshydratation » des cellules. Les or-
ganismes eucaryotes ou procaryotes vivant dans des
conditions de température ou de salinité extrémes
ont développé, pour contrecarrer cette déshydratation,
des mécanismes adaptatifs spécifiques qui impliquent
I’accumulation de molécules organiques appelés so-
lutés compatibles. Ces molécules, de faibles poids
moléculaires, sont des sucres ou des dérivés de sucres,
des polyols, des acides aminés. Ces solutés vont stabili-
ser les structures protéiques dans leur état natif quand
elles sont soumises a des effets dénaturants, et assurer
le maintien d’'une couche d’hydratation qui est indis-
pensable a la fonction protéique. La plupart de ces so-
lutés jouent par ailleurs un role protecteur contre les
radicaux libres générés dans ces conditions de stress.
Comme la HPH déstabilise les structures protéiques,
il est probable que des solutés compatibles soient ac-
cumulés en réponse a ce stress.

Il existe peu de données sur l'impact de la HPH
sur 'accumulation de solutés compatibles. On note
que la concentration de deux solutés organiques,
le TMAO (Triméthylamine N-oxyde) et la taurine,
augmentent avec la profondeur chez plusieurs types
d’animaux marins, en comparaison avec des especes
proches de la surface (Fiess et al., 2007). Etant donné
que seule la pression augmente avec la profondeur,
il est probable que ces solutés contrecarrent 1'ef-
fet délétere de la HPH sur les cellules. La souche
piézophile SS9 de Photobacterium profundum accu-
mule du glutamate et de la glycine bétaine quand
elle est cultivée a pression atmosphérique, alors qu’elle
accumule préférentiellement du [-hydroxybutyrate
quand elle est cultivée a 28 MPa, sa pression opti-
male de croissance. Ces solutés compatibles qui sont
accumulés spécifiquement a HPH ont été nommées
« piézolytes » (Martin et al., 2002). Enfin, on note
I'accumulation spécifique de solutés compatibles en
conditions de pression sub-optimale chez 1’ Archaea hy-
perthermopiézophile Thermococcus barophilus (Cario
et al., 2014) qui est corrélée avec l'expression de
protéines de stress (Marteinsson et al., 1999b). Ces
observations suggerent tres fortement qu’une partie
de la réponse cellulaire, y compris chez les piézophiles,
inclut la synthese de solutés organiques pour protéger
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le protéome. Les données disponibles aujourd’hui
sont trop fragmentaires pour savoir si ’accumula-
tion d’osmolytes chez les piézophiles peut étre res-
ponsable de la stabilisation des structures protéiques
pour les maintenir fonctionnelles hors de leur champ
de stabilité intrinseque, comme cela a été observé
pour d’autres conditions environnementales extrémes
(haute et basse température, haute salinité). Il est
donc possible que des osmolytes jouent un role im-
portant dans la résistance des organismes piézophiles
a la HPH.

Conclusion

Toutes ces données confirment 1’existence d’une adap-
tation spécifique a la HPH chez les organismes
piézophiles. On ne sait cependant pas encore si cette
adaptation requiert la modification de quelques génes
ou voies métaboliques, ou bien la régulation fine
de Dexpression du protéome, 'acquisition de nou-
velles fonctions, la modification structurale de cer-
taines protéines, ou enfin une réponse physiologique
des cellules. 11 est probable que la capacité a vivre
sous HPH exige toutes ces stratégies adaptatives.
Notre incapacité actuelle a identifier les bases exactes
des mécanismes adaptatifs chez les piézophiles peut
avoir plusieurs origines. Premierement, il n’existe
qu'un nombre tres limité d’organismes piézophiles
cultivables, appartenant a un nombre tres restreint
d’especes. Deuxiemement, il n’existe paradoxalement,
que tres peu d’organismes piézosensibles caractérisés.
Troisiemement, la plupart des données disponibles
ont été obtenues sur des organismes piézosensibles,
piézotolérants ou modérément piézophiles (Popy ~
30 MPa). La croissance dans cette gamme de pression
ne demande pas d’adaptation structurale, ce qui peut
expliquer pourquoi celles-ci n’ont pas été détectées.
Enfin, les organismes piézophiles étudiés a ce jour
sont principalement psychrophiles, ce qui rend diffi-
cile la distinction entre 'adaptation liée a la HPH
et celle liée a la basse température. Pour éviter ces
différents écueils, il est essentiel de développer de nou-
veaux modeles piézophiles thermophiles ou hyperther-
mophiles. Il devient par ailleurs crucial d’isoler et
de caractériser de nouveaux organismes piézophiles
modeles a partir de la biosphere profonde, marine ou
continentale.
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