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ADN

Liste des abréviations

: Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire

AHL

: Acyl homosérine lactone

Al : Auto-inducteur

AOC
APS

ARN :
ATP :
CoA:

: Appellation d'origine contrblée
: Adénosine 5'-phosphosulfate
Acide ribonucléigque
Adénosine triphosphate
Co-enzymeA

CSVs : Composés soufrés volatils
DMDS : Diméthyldisulfure

DMS : Diméthylsulfure

DMTS : Diméthyltrisulfure

DMQS : Diméthyltétrasulfure

GC:
GRX
GSH

Chromatographie en phase gaseuse
: Glutaredoxine
: Glutathion réduit

GSSG : Glutathion oxydé
GSSP : Complexe glutathion-protéine
KMBA : acide 2-céto-4-méthylthiobutyrique

MGL

: Méthioniney-lyase

LC : Chromatographie en phase liquide

LTQ

: Linear trap quadrupole

MCD : Milieu chimiquement défini

MS :
MTA

Spectrométrie de masse
: Méthylthioadénosine

MTACc : Méthylthioacétate

MTL

: Méthanethiol

NADP : Nicotinamide adénine dinucléotide phospluatgde
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphéathuit

OAS

:O-Acétylsérine

PAPS : Adénosine 3'-phosphate 5'-phosphosulfate

PSH
QS:
QTL
SAH
SAM
THF
TMD
TRX

: Protéine réduite
Quorum sensing
: Quantitative trait locus
: Sadénosylhomocystéine
: Sadéenosylméthionine
: Tétrahydrofolate
: Domaine transmembranaire
: Thiorédoxine

WGD : Whole genome duplication
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INTRODUCTION







INTRODUCTION

Les procédés de fermentations alimentaires soligagtidepuis plusieurs milliers d'années
dans le monde entier. lls permettent non seulerdentonserver de nombreuses matieres
premieres périssables (lait, céréales, viande..augihenter leur valeur nutritionnelle mais
aussi de développer d'intéressantes qualités degaitues. Ainsi, ces produits ont perduré
au cours de I'Histoire, donnant lieu a des spéégliulinaires particulieres selon les régions
du monde, dépendantes des produits locaux. Cettesse a été évaluée a 5000 produits
fermentés. Les produits représentatifs de la Franoe essentiellement le vin, le pain et le

fromage.

Aprés la phase de coagulation du lait, la fabricafromagere est constituée de plusieurs
étapes qui, par la variété de leur mode de condoiterendu possible la grande diversité
fromagere que nous connaissons actuellement. besaffes a pate molle et a crodte lavée
sont des produits typiques (Livarot, Munster, Epess Langres...) aux qualités
organoleptiques remarquables et pour lesquels rlaafiion de composés soufrés volatils
(CSVs) lors de l'affinage est primordiale. Ces cosgs clefs sont produits par les micro-

organismes d’affinage (bactéries, levures) quiGselbppent lors de cette derniére étape.

Cependant, le métabolisme du soufre est encoreq®u chez les micro-organismes de
cet écosysteme, notamment chez les levures d’g#indont font parti&luyveromyces lactis
et Yarrowia lipolytica

Ces levures appartiennent au phylum des hémias@&®&s/cau méme rang que la levure
modele Saccharomyces cerevisjaehez qui le métabolisme du soufre posséde unee pla
centrale et a donc été largement étudié. En eamétabolisme intervient notamment dans le
cycle cellulaire (lida & Yahara, 1984; Drebet al, 1990; Pattoret al, 2000), la défense
contre le stress oxydatif (Penninckx, 2002; P&tsal, 2004) et la synthése de cofacteurs
indispensables (Marobbiet al, 2003). Par ailleurs$. cerevisiaeest le premier organisme
eucaryote dont le génome a été séquencé (en 1B8flis, le séquencage de nombreux
autres organismes de ce phylum a pu étre réaliséldrffann, 2000)
(http://www.genolevures.org/), créant une situatiorique pour I'étude de I'évolution des

eucaryotes.

Nous avons donc décidé d’étudier de facon exhaustivmétabolisme du soufre chez les
levures fromagere&luyveromyces lacti®t Yarrowia lipolytica en nous appuyant sur les

connaissances deS. cerevisiae Cependant les micro-organismes du phylum des
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hémiascomycetes sont séparés par d’importanteandes évolutives (Dujon, 2006), $t
cerevisiaeest tres désaxée dans cette phylogénie (Figurd &st donc possible que le
métabolisme du soufre cheéx cerevisiaene soit pas représentatif de celui de tous les
hémiascomycetes. Nous avons donc choisi de nousyappur d’autres organismes modeles
eucaryotes unicellulairesNeurosporacrassa Aspergillusnidulans et Schizosaccharomyces

pombe(Figure 1).

S. cerevisiaeest non seulement la levure modéle du phylum éesidscomycetes, mais
elle est aussi une levure technologique, au mémeedqueKluyveromyces lactist Yarrowia
lipolytica. Cependant, ces deux dernieres sont impliquées lgdfinage fromager alors que
S. cerevisiaest majoritairement impliquée dans la fabricationpain, du vin et de la biére.
La production de composés soufrés volatils a é&iéié& chezS. cerevisiaglors de son
utilisation pour la fabrication de ces produits. Effet, les composés soufrés volatils
participent pleinement aux qualités organoleptigiievin et de la biere, ainsi qu'a celles du
fromage. Il est important de noter que ces molécsteifrées peuvent étre intéressantes dans
certains aliments (fromage) alors qu’elles peuvertdir un impact organoleptique néfaste
dans d’autres produits (vin, biére) si leur conitn dépasse un certain seuil. Par ailleurs,
ces matrices alimentaires ont des compositiongifg&gsentes et des caractéristiques physico-
chimiques spécifiques (pH, potentiel d’oxydo-rédhtt..), orientant les réactions chimiques
et biochimiques d'une maniére spécifique. La chibieehimie du soufre est donc

particuliére dans chaque produit et non directertransposable d’'un produit a l'autre.

Il est aussi important de garder a I'esprit qudfiiage fromager est réalisé par un
eécosysteme complexe, pas uniqguement composeé desewues partenaires de cet écosysteme
sont facilement cultivables, ouvrant d’intéressangerspectives sur des études d’interactions

microbiennes.

Ainsi, apres avoir étudié de facon fondamentakeainologique le métabolisme du soufre
chezK. lactisetY. lipolytica nous avons choisi d’étudier le comportemenKdkactis cultivé
en association aveBrevibacterium aurantiacumune bactérie d’affinage d’intérét majeur
pour les fromages a pate molle a crolte lavée.ddagsées participeront a la construction

d’une base solide pour la compréhension de I'é¢éBys fromager.

Nous présenterons tout d’abord, sous forme d'unathege bibliographique, les
connaissances actuelles concernant le métabolisme soufre chez les levures
hémiascomycetes, les grands principes de la falmicdromageéere ainsi que le role de
I'écosystéme fromager dans cette fabrication.
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Ensuite, nous développerons les résultats obtegloa srois axes : I'analysi silico du
métabolisme du soufre chez les levures hémiascdesjcke métabolisme du soufre et la
production de composés soufrés volatils en culpure cheX. lactisetY. lipolyticaet enfin

les conclusions concernant les cultures en asgatialeK. lactisavecB. aurantiacum

Schizosacharomyces pombe

Neurospora crassa

Emericella nidulans

Yarrowia lipolytica

Candida albicans

Pichia stipitis

Debaryomyces hanseni

—— Kluyveromyces thermotolerans

—— Lachancea kluyveri

— Eremothecium gossypii

Kluyveromyces lactig

Zygosaccharomyces rouxii

— Candidaglabrata

Saccharomyces cereviside

Figure 1. Phylogénie.

En bleu: La phylogénie des levures hémiascomyceétes.

En noir: Les quatre principales levures technologiqued tlbogénome est disponible.
En violet: La levure archeascomycéte modeéle ;

En rose Les deux champignons ascomycétes modeéles.

Le champignomspergillus nidulans récemment été renomiaénericella nidulans
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

. METABOLISME DU SOUFRE CHEZ LES LEVURES
HEMIASCOMYCETES

Le soufre est indispensable a la vie. Il permebetie de produire la méthionine et la
cystéine, les acides aminés soufrés essentielsi, gile de synthétiser des molécules clefs
pour la cellule, telles que le glutathion eSladénosylméthionine (SAM), qui seront décrites
par la suite (en I. C et I. D respectivement). pescipaux intermédiaires soufrés abordés
dans cette partie sont représentés dans la Figupew se développer, les levures peuvent
incorporer du soufre sous différentes formes, iapnigues (sulfate, sulfite, sulfure) et
organiques (méthionine, cystéine, homocystéine, tatflion, S-adénosylméthionine,
sulfonates) (Uria-Nickelseet al, 1993; Thomas & Surdin-Kerjan, 1997).

Le sulfate, qui est une source de soufre présamtabendance dans I'environnent, est
assimilable par de nombreux organismes (plantet¢ti@s, champignons et levures), excepté
les mammiferes. Il permet de synthétiser toutes neslécules soufrées organiques

indispensables. Nous allons donc commencer pairdéom assimilation par la cellule.
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Figure 2. Composés soufrés organiques et inorganigs.
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Structure des principaux intermédiaires soufrésmigges et inorganiques discutés dans ce travail.
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l. A. Assimilation du sulfate inorganique

Le soufre possede différents degrés d’oxydatiosultate étant la forme la plus oxydée et
le sulfure la forme la plus réduite. Apres son sport, le sulfate doit étre transformé en
sulfite puis en sulfure pour étre utilisé par ldlude. Cependant, la stabilité du couple
sulfate/sulfite est telle que la cellule ne pewt pHectuer cette réduction directement, et doit
tout d'abord activer le sulfate avant de le réduitees molécules générées lors de
I'assimilation du sulfate sont indispensables, naaissi trés toxiques pour la cellule. Cette
voie est par conséquent tres régulée, de maniérater tout risque d’accumulation de ces

COMpOSES.

Les différentes étapes du métabolisme du sulf&esod transport & son intégration dans

une chaine carbonée, sont décrites par la suite.

I. A.1. Transport

Le transport actif du sulfate a été mis en éviderimz la levure model8. cerevisiagar
McCready (McCready & Din, 1974). Les deux perméasgdiquées dans ce transport ont
ensuite été identifiees (Breton & Surdin-Kerjan7Zp Elles sont codées par les geSes 1
(Smith et al, 1995) etSUL2 (Jin et al, 1995). Ces deux transporteurs sulfate, qui ot ét
décrits comme perméases a haute affinité (Chetedt 1997), appartiennent a la famille des
sulfate perméases SulP. Cette famille ne regroageupiquement des transporteurs sulfate.
En effet, certains membres de cette famille trartispb d’autres anions (Pricet al, 2004;
Tejada-Jiménezt al, 2007). Les perméases de la famille SulP sonbueées chez de
nombreux organismes (bactéries, levures, champgngiantes), et semblent é&tre
ubiquitaires. Ces transporteurs sont organisés2esefments transmembranaires (Figure 3).
Il a été mis en évidence que les deux premierdaseséjouent un rble primordial dans le
transport du sulfate (Leves al, 2008).

Il a récemment été montré que le chromate provaqe carence en soufre ch&z
cerevisiag(Pereiraet al, 2008). Ce polluant hautement toxique entre egt effi compétition
avec le sulfate au niveau du transport, mais padueassi interagir au niveau de son
métabolisme. En effet, des mutants dans la voissitalation du sulfate (activation et
premiére étape de réduction) sont résistants annrate. Ceci peut-étre di a I'absence de
synthese d’'un composé toxique ou a linhibitioniiadte des transporteurs sulfate par

I'accumulation d’'un intermédiaire métabolique.

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 29



Figure 3. Structure des transporteurs de la familleSulP.

Les transporteurs de la famille SulP sont orgareséd2 segments transmembranaires. Cette figurésente
la structure prédite du transporteur sulfate dpldamte Stylosanthes hamaté’analyse de la conservation des
acides aminés des deux premiéres hélices a étéafgtrtir de 12 séquences de transporteurs etieary@
taille globale de chaque position indique le niveauconservation, et la taille de chaque lettreé position
donnée indique la fréquence a laquelle I'acide @&naigté retrouvé. Adapté de Leetsl. (Leveset al, 2008).

Deux permeéases présentant des similarités de s&zjagnc celles d8. cerevisia®nt été
identifiees chedNeurosporacrassa(Marzluf, 1997). Cependant, ces perméases, cod#es p
CYS13et CYS14 sont régulés differemment. En effet, la mutatlen’ATP sulfurylase chez
Neurospora crassae modifie pas le transport du sulfate alors quelitation de cette méme
enzyme cheZSaccharomyces cerevisiggovoque l'arrét du transport du sulfate (Marzluf,
1974; Logaret al, 1996).

Chez Aspergillus nidulande transporteur sulfate est codé g& (Arst, 1968). Il a été
montré que la mutation du gesB peut étre complémenté par le généB (van de Kampet
al., 2000), qui code pour I'un des deux transportsutfate dePenicillium chrysogenurfvan
de Kampet al, 1999). Récemment un nouveau transporteur sulHatté décrit chez

Aspergillus nidulangPitsyk et al, 2007). Cependant, contrairement a tous les gaéests
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jusqu’a présent, ce transporteur sulfate n'apparipeas a la famille SulP. Ce transporteur,
codé par le genastA est apparenté a une famille complexe de trarspsrtdont les

spécificités sont encore peu définies (Hellbetrgl, 2008).

La connaissance des transporteurs sulfate chehdesascomycetes peut encore étre
approfondie, notamment par I'étude de leurs méonassde régulation ainsi que par une

investigation plus approfondie de cette nouvelfeifi@ de transporteurs.

[. A. 2. Activation

Le potentiel d’oxydoréduction du couple sulfatefiseilest tellement faible que la réduction
directe du sulfate ne peut pas avoir lieu. Par @égument, le sulfate va subir deux étapes
d’activation avant d’étre réduit (Figure 4). Chaeute ces étapes nécessite I'utilisation d’une
molécule d’ATP.

Le sulfate est tout d’abord transformé en adéndsiphiosphosulfate (APS) par une ATP-
sulfurylase, puis en adénosine 3'-phosphate 5'ghtossilfate (PAPS) par une APS-kinase.
ChezS. cerevisiaeces enzymes sont codées par les ghHeE3 et MET14 respectivement.
Tous les génes « MET » ont été identifiés commat étapliqués dans la biosynthése de la

méthionine par Masselet al (Masselot & De Robichon-Szulmajster, 1975).

Un mutantmet3de S. cerevisiagpeut étre complémenté par le gene codant pourA’A
sulfurylase dArabidopsis thaliangLeusteket al, 1994). L’analyse de la structure de I'ATP
sulfurylase de S. cerevisiaea révélé une organisation sous forme d’hexaménsj gu’un
nouveau mode de fixation de I'ATP (Ullricat al, 2001). Le domaine responsable de
I'oligomérisation a récemment été identifié (Laédral, 2003). L'ATP sulfurylase de graines
de soja, présente une structure différente de delf cerevisiaeEn effet, celle-ci se trouve
sous forme de dimére (Phartiylal, 2006).

Le geneMET22 de S. cerevisiaecode pour une bisphosphate-3'-nucléotidase. Cette
enzyme régule le pool de PAPS, qui est tres toxppe la cellule, en effectuant la réaction
inverse de I'APS-kinase (Peng & Verma, 1995). Cepen le role de cette enzyme ne
semble pas se limiter a cette action. En effetddiétion du géndMET22 provoque une
auxotrophie non seulement pour le sulfate maisiu@m# le sulfite et le sulfure, qui sont
situés en aval du PAPS. Pourtant, toutes les eregada voie d’assimilation du sulfate sont
présentes et actives (Thomessal, 1990, 1992). Ceci reléve la question du rdle efitec

enzyme dans l'assimilation du sulfate. Il a été pageé que les enzymes de la voie
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d’assimilation du sulfate pourraient former un céemp, déstabilisé par I'absence de la
bisphosphate-3'-nucléotidase (Masselot & Surdinaferl977).

Sulfate

@)

A
@) ®)

\ PAPS
4) (9) (pentose P) |

Sulfite
Homosérine (5)(6) @
Y

(10i Sulfure

O-acétyl-homosérine
(1) Yy
Homocystéine

v

Uroporphyrinogéne lli

Aspartate

Figure 4. Assimilation du sulfate.

APS : adénosine 5'-phosphosulfaBAPS : adénosine 3'-phosphate 5'-phosphosulfdf&DPH : nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate.

En rose Activation du sulfate. (1) ATP-sulfurylase, @PS-kinase, (3) bisphosphate-3'-nucléotidase.

En bleu: Etapes de réduction. (4) 3'-phosphoadénylsulfeéductase, (5) et (6) sulfite réductase,
(7) uroporphyrinogéne 1l transméthylase, (8) préoe |l déshydrogénase et ferrochélatase, (9)agles-
phosphate déshydrogénase.

En violet: Incorporation du sulfure dans une chaine carboi0) homosérin®-acetyltransférase, (1X)-
acétylhomosérine sulfurylase, (12) aspartate kina€E3) R-aspartyl semi-aldéhyde déshydrogénase,
(14) homosérine déshydrogénase.

[. A. 3. Réduction

L’activation du sulfate est suivie par deux étaplesréduction (Figure 4), nécessitant
I'intervention d’'un coenzyme d’oxydoréduction, leicatinamide adénine dinucléotide
phosphate, nommé NADP sous sa forme oxydée et NA&IDIH sa forme réduite. Ces étapes
utilisent respectivement une et trois moléculesNdRDPH. Cette voie a donc un codt
énergétique important pour la cellule. Tout d’ahdedPAPS est réduit en sulfite, par une 3'-
phosphoadénylsulfate réductase. Le sulfite estitengéduit en sulfure par une sulfite

réductase.
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La 3'-phosphoadénylsulfate (PAPS) réductaseSdecerevisiaeest codée par le gene
MET16(Thomaset al, 1990). La fonction de ce gene a été identifiée tke I'étude de 6 loci
(MET4 MET1, MET8 MET16 MET22 et MET25) dont la mutation a pour effet I'absence
d’'activité  PAPS réductase. Cependant, aprés avffinéaleur technigue de dosage
enzymatique, Thomast al (Thomaset al, 1992) ont confirmé la perte d’activit¢ PAPS
réductase uniquement pour les IdET16 et MET4, codant respectivement pour la PAPS

réductase et I'activateur transcriptionnel des gen®IET », qui sera décrit par la suite (1. F).

La sulfite réductase d®. cerevisiaest un hétérodimere, dont les sous-unités soréesod
par les geneMETS et MET1Q Pour étre active, cette enzyme nécessite la meésde
sirohneme comme groupe prosthétique. Cette molérariculiere de heme rend possible la
réduction du sulfite en sulfure (Murpley al, 1974). CheZs. cerevisiaeelle est synthétisée
par deux enzymes codées par les gdME3 1 et MET8 (Hansenet al, 1997; Rauxet al,
1999). Tout d’abord, I'uroporphyrinogéne Il vaetméthylé par une uroporphyrinogene |l
transméthylase codée par le gdHeTL La précorrine Il ainsi produite va ensuite sul#ux
autres réactions, dont les activités sont codéeslepgeneMETS8 pour enfin former le
sirohéme. La structure de cette enzyme bifonctibbmitactivités précorrine 1l déshydrogénase
et ferrochélatase) a été définie par Schubed (Schubertet al, 2002). L'étude de mutants
de cette protéine bifonctionnelle a permis a Schuddeal (Schuberet al, 2002) d’'identifier

un site actif commun a ces deux activités enzymatq

1 2 2
Uroporphyrinogéne IlI L) précorrine I L) sirohydrochlorine L) Sirohéme

Figure 5. Synthése du sirohéme.

(1) uroporphyrinogene Il transméthylase, (2) préce Il déshydrogénase et ferrochélatase.

ChezS. cerevisiaele géneMET1¥ code pour une glucose-6-phosphate déshydrogénase,
qui est la premiere enzyme de la voie des pentolsesphate. CependamMlET19 avait été
défini comme un géne impliqgué dans le métabolismesalifre (Masselot & De Robichon-
Szulmajster, 1975), car sa mutation provoquaitauetrophie pour la méthionine. En effet,
un mutantmetl9n’est pas capable de croitre en sulfate (Thoetad, 1991). La cause de

l'interaction d’'une enzyme de la voie des pentgdexssphate avec le métabolisme du soufre a

! Met25a été renommKIET17

2MET19a été renomm&WF1
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éte identifiee. Lors de son activité de glucosdibgphate déshydrogénase, I'enzyme codée
par MET19 réduit du NADP en NADPH. Comme la voie d’assiida du sulfate est tres
consommatrice de ce cofacteur sous sa forme rédiaibsence d’'une enzyme permettant de

régénérer ce cofacteur a un fort impact sur le bodiame du soufre.

I. A. 4. Intégration du soufre dans une chaine carbonée

Le sulfure produit va ensuite étre incorporé dans ghaine carbonée (homoseérine),
fournie par le métabolisme de l'aspartate. Cettactién va conduire a la formation
d’homocystéine, qui est le premier acide aminé réosynthétisé ched. cerevisiadFigure
4). Ainsi, 'homocystéine posséde une place ceatdains le métabolisme du soufre, car cet
acide aminé est le point de départ de la biosysttdss toutes les molécules soufrées

organiques de la cellule.

La synthese de I'homosérine a partir de l'aspartatieu en trois étapes successives
(Figure 6) (Robichon-Szulmajstet al, 1966). ChezS. cerevisiagune aspartate kinase,
codée paHOM3, conduit a la formation d’aspartyl-4-P. La deux&ngéaction, réalisée par
une (-aspartyl semi-aldéhyde déshydrogénase codeeHPM2, permet la formation
d’aspartate semi-aldéhyde. Ce dernier intermédia@efinalement permettre la synthése
d’homosérine, sous l'action d’'une homosérine désigéhase codée palOMG6. Cette voie

métabolique est indispensable a la synthése détlaionine et de la thréonine.

1 2 3
Aspartate L) Aspartyl-4-P L) Aspartate-semi-aldéhyde L) Homosérine

Figure 6. Synthése de I'homosérine.

(1) aspartate kinase, (2) 3-aspartyl semi-aldél¢dbydrogénase, (3) homosérine déshydrogénase.

L’homosérine va ensuite étre activée @racétyl-homosérine par une homoséie-
aceétyltransférase codée pMET2 chez S. cerevisiae Sous l'action d’'uneO-acétyl-
homosérine sulfurylase codée par le g&fieT17, |I'O-acétyl-homosérine va ensuite réagir
avec le sulfure pour former 'homocystéine. Il & éémontré que le géne codant po@- I
aceétyl-homosérine sulfurylase #uyveromyces lactisomplémente la mutation ddET17
chezS. cerevisiagBrzywczy & Paszewski, 1999). De plUdET17 et le géne d&. lactis
sont soumis a la méme régulation ch®&z cerevisiae suggérant une conservation des

mécanismes de régulation chez ces deux especesleLgsenzymes de cette voie ont été
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étudiées chezA. nidulans L’homoseérine©-acétyltransférase et Q-acétyl-homosérine
sulfurylase sont codées pawetE et cysD respectivement (Si&o et al, 1998; Grynberget

al., 2001). Ces deux genes sont réprimés par unedomneentration en méthionine.

Nous allons décrire dans les sections suivantasyrithese des acides aminés soufrés et
autres intermédiaires dont I'importance n’est @udémontrer. L’assimilation directe de ces
molécules donne un avantage non négligeable awo+aiganismes. Nous traiterons donc de

leur transport au début de chaque section.

l. B. Biosynthése de la cystéine

l. B. 1. Transport

La cystéine peut étre directement transportée ffrehts transporteurs. Grensen al,
ont mis en évidence une perméase générale a quudivne les acides aminés, codée par le
geneGAP1(Grensoret al, 1970).

Regenbergt al ont surexprimé quinze perméases a acides amimgefRergt al, 1999)
chezS. cerevisiaelL’assimilation de cystéine a augmenté d’'un factentre deux et quatre
lors de la surexpression de quatre de ces perméastSes par les gené&P1L GNPY,
BAP2 et BAP3 Diuring-Olsenet al ont identifié deux autres perméases impliquées dan
transport de cystéine, codées PAT1et TAT2 lIs ont ensuite étudié I'implication de ces six
perméases dans le transport de cystéine selorutaesd’azote utilisée (Diring-Olseat al,
1999).

La perméase a haute affinité pour la méthionindéepaMUP1, est aussi impliquée dans
le transport de la cystéine (Kosuei al, 2001). En effet, 'analyse d'une souche Se
cerevisiaedéficiente pour le transport de la cystéine estgiémentée par le clonage du géene
MUP1

Un transporteur a haute affinité, codé ¥&T1 a réecemment été décrit ch®zcerevisiae
(Kaur & Bachhawat, 2007). Il est intéressant deengjue ce transporteur fait partie de la
méme famille complexe que le transporteur sulfgéigemment identifié cheAspergillus
nidulans Ceci suggere que d’autres transporteurs de faetigle pourraient étre impliqués

dans le transport d’'intermédiaires soufrés.
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[. B. 2. Transsulfuration

ChezSaccharomyces cerevisjda voie de transsulfuration permet I'interconvansentre

la cystéine et I'homocystéine via la cystathionj@aereskt al, 1993).

Homosérine

!

O-acétyl-homosérine

Sulfure
A\ 4 < 4) < 3)
T 2 Homocystéine Cystathionine Cystéine
> >
(1) 2) A
(6)
Sulfure
Sérine >»| O-acétyl-sérine

®)

Figure 7. Synthese de la cystéine.
En bleu: Transsulfuration inverse. (1) cystathionine Rthgse, (2) cystathionine-lyase.
En violet: Transsulfuration directe. (3) cystathioninreynthase, (4) cystathionine 3-lyase.

En rose: Sulfhydration. (5Y0-acétyl-sérine sulfurylase, (6) cystéine synthase.

Chez Scerevisiae la synthése de cystéine a partir de 'homocystést réalisée en deux
étapes. Cette voie est appelée transsulfuratiarsev Tout d’abord, 'homocystéine va réagir
avec de la sérine pour former de la cystathiorsoas I'action d’une cystathionine 3-synthase
codée palCYS4 La cystéine va ensuite étre synthétisée a pdetila cystathionine par une
cystathioniney-lyase, codée pa€CYS3 Le site actif de la cystathionine R-synthase a
réecemment été étudié par mutagénese dirigée, pamnelidentification de résidus

indispensables au maintien de la conformation tuasitif (Lodheet al, 2009).

S. cerevisia@ossede aussi la voie de transsulfuration directepermet de synthétiser de
I’'hnomocystéine a partir de la cystéine. Cette amafere a la cellule la faculté de croitre sur
cystéine. La premiere étape de cette voie, quréadisée par une cystathionipesynthase

hY bY

codée parSTR2 conduit a la production de cystathionine a pade la cystéine.
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L’homocystéine va ensuite étre produite a partirla@ecystathionine sous I'action d’une
cystathionine R-lyase, codée par le g&iER3 Ces deux voies sont conservées chez
Aspergillus nidulans (Marzluf, 1997). La cystathionine R-lyase codis metG a été
caractérisée par complémentation @& Paszewski, 1999).

Au contraire,Schizosaccharomyces ponfessede uniquement la voie de transsulfuration
directe (Brzywczy & Paszewski, 1994; Brzywaztyal, 2002). La synthese de la cystéine se
fait donc par une autre voie chez ce micro-orgaeisBette voie, nommée sulfhydration est

décrite ci-dessous.

[. B. 3. Sulfhydration

La voie de sulhydration consiste en l'incorporatidn sulfure dans une autre chaine
carbonée, D-acétyl-sérine. Cette molécule est obtenue patiVaton de la sérine par une
sérineO-acétyltransférase. U-acétyl-sérine réagit ensuite avec le sulfure, sbation

d’une cystéine synthase, pour produire de la ayst@tigure 7).

Cette voie de sulfhydration n’est pas spécifigus. pombeElle a en effet été identifiée
chez A. nidulans ou elle est décrite comme voie principale pousyathese de cystéine
(Marzluf, 1997). Grynberget al. ont défini un nouveau type de séri@eacétyltransférase
chez A. nidulans(Grynberget al, 2000) En effet, la séquence de cette enzyme est trés
difféerente des sérin®-acétyltransférases bactériennes connues, et peésere forte
similarité de séquence avec les homosétra:étyltransférases. Plusieurs cystéine synthases
ont été mises en évidence ch&znidulans(Brzywczy et al, 2007) etS. pombgFujita &
Takegawa, 2004). La redondance de ces enzymes reudjgeportance de la voie de
sulfhydration pour la cellule. La fonctionnalité evoie de transsulfuration inverse et de la
voie de sulfhydration a été demontrée chAenidulans(Brzywczyet al, 2007). En effet, seul
un mutant affecté dans les deux voies présenteauxatrophie a la cystéine. La coexistence
de ces deux voies a aussi été observée ¥hemwia lipolytica (Morzycka & Paszewski,
1979).

Chez S. cerevisiada voie de sulfhydration semble étre incomplét@e Umutation au
niveau de la voie de transsulfuration est suffisgmbur provoquer une auxotrophie a la
méthionine (Cherest & Surdin-Kerjan, 1992). De plisa réecemment été montré que
I'expression d’'une sérin@-acétyltransférase de plante chez une soucl& derevisiageut

rendre fonctionnelle la voie alternative de synghés cystéine (Muledt al, 2004).
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Une activité seérin®-actétyltransférase a été décrite chez certainexhss deS.
cerevisiae Cependant, le gene codant cette activité n'aip@i@ identifié et cette voie ne
permet pas la synthese de cystédmeivo (Ono et al, 1999). CheZ. cerevisiad'activité
cystéine synthase a été décrite comme due a I'héninegD-acétyltransférase, codée par
METL17 Il serait intéressant de détermineiSsicerevisiagposséde une ou plusieurs cystéine
synthase et, le cas échéant, déterminer quellenenast responsable de la synthése de

cystéinen vivo,

Ces différentes observations conduisent a s’ingemcsur la présence de la voie de

sulfhydration chez les levures hémiascomycetegsestentr&. cerevisiaetY. lipolytica

l. C. Métabolisme du glutathion

Le glutathion est un tripeptide formé par la corsdgion d’acide glutamique, de cystéine et
de glycine. Cette molécule particuliere joue urerihportant au niveau cellulaire, en lui

conférant une protection contre le stress oxyeatiés métaux lourds.

I.C. 1. Transport

Le transport du glutathion a récemment été mis\edeace. Le premier transporteur a
haute affinité, codé padGT1®, a été caractérisé ch& cerevisiagBourboulouxet al,
2000). La délétion delGT1 abolit le transport de glutathion, suggérant qrigéne code pour
le principal transporteur du glutathion. La struetwle ce transporteur n’a pas encore été
caractérisée, cependant les trauvaux de Kaat. ont montré que deux résidus cystéine libres
jouent un réle primordial dans le transport du guion (Kauret al, 2009). Par ailleurs, la
présence de deux glutamines, localisées respedivetians les segments transmembranaires
TMD4 et TMD9, semble indispensable a la spécifidtetransporteur de glutathion ch&z
cerevisiae(Kaur & Bachhawat, 2009). Le gene codant pourraasporteur est induit en

carence en soufre et réprimé en cystéine (Mila, 2002).

Le transport du glutathion a aussi été étudié €mwza sativa(riz) (Zhanget al, 2004) et
S. pombe(Dworeck et al, 2009). Le clonage du géneQtyza sativa(OsGT) chezS.
cerevisiae complémente I'absence ddGTLl Cependant, ce transporteur présente une

spécificité de substrat moins importante que . cerevisiaeComme ches. cerevisiage

3 HGT1 a aussi été décrit comme le g&¥T1codant pour un transporteur d’oligopeptides
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la délétion du gene d&. pombgSpOPT]) conduit a I'absence de croissance sur glutathion

comme seule source de soufre.

l.C. 2. Synthese

Le glutathion est synthétisé a partir de la cystéimia le y-glutamyl-cystéine. Le
métabolisme du glutathion a été caractérisé chenamebreuses levures et champignons
(Pdcsiet al, 2004). Ches. cerevisiagle glutathion est synthétisé en deux étapesypay-
glutamylcystéine synthétase codée @&H1 et une glutathion synthétase codée G&H?2
(Figure 8). ChesA. cerevisiagune mutatiomgshlest létale en milieu non supplémenté en
glutathion, contrairement a une mutatiegsh2 Il a en effet été observé queylglutamyl-
cystéine possede aussi des propriétés anti-oxyslap@uvant compenser partiellement
I'absence de glutathion (Graet al, 1997). La glutathion synthaseAdabidopsis thalianaa
éte caractérisée. Le clonage du géenk. dhalianacomplémente une souchegsh2de S.
cerevisiae(Ullmann et al, 1996). Le glutathion régule sa propre syntheseépnimant le
geneGSH1(Wheeleret al, 2002).

Le glutathion possede de nombreux réles au nivedulaire (Penninckx, 2002; Pocst
al., 2004). L'implication du glutathion dans I'hnoméasie redox et dans la détoxification

(cadmium, arsenite) est décrite dans la sectiorastg.
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Détoxification

(Homéostasie Red/OD
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Figure 8. Métabolisme du glutathion.
En bleu: Synthése du glutathion. ($)glutamylcystéine synthétase, (2) glutathion syratbe.
En violet: Catabolisme du glutathion. (g)glutamyltranspeptidase.

En rose Catabolisme, voie alternative. (4) Cys-Gly miétali-peptidase, (5) probable di- et tri-peptidase,
(6) probable glutamine amidotransferase.

. C. 3. Protection

Le maintien de I'homéostasie redox est primordih effet, la perturbation de cet
equilibre par un stress oxydatif provoque des dogesaellulaires irréversibles, qui peuvent
méme induire I'apoptose. Ainsi, pour contrecaresr $tress oxydatifs de nombreux systemes
coexistent dans la cellule. Ch8z cerevisiaedeux de ces systemes sont reliés au glutathion :
le systéeme glutathion/glutaredoxine et le systéheredoxine (Figure 9) (Carmel-Harel &
Storz, 2000; Grant, 2001; Toledaeal, 2007).

Ce sont les fonctions —SH (cystéine libre) du ghiten, des glutaredoxines et des
thioredoxines qui permettent le maintien de I'hostésie redox par réduction des radicaux
oxydés libres. Ces réactions sont effectuées magldéathion peroxidases et des thioredoxine
peroxidases (Figure 9). Le glutathion, les glutax@es et les thioredoxines sont ensuite
régénérés par réduction. Le systéme thioredoxihdfoeement impliqué dans la défense
contre le stress oxydatif ¢OH,O,) (Tableau 1).

La réduction des glutaredoxines et des thioredexiest respectivement dépendante et

indépendante du glutathion. Ainsi, les thioredogisent réduites de maniere analogue au
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glutathion, par une réductase spécifique dépendantBlADPH (codée paGLR1 pour le
glutathion et palTRR1 et TRR2 pour les thioredoxines). Il a été montré que Ist&aye

thioredoxine est capable de réduire le glutatimovivo (Tanet al, 2010).

Le glutathion peut prévenir I'oxydation irréverghbtle protéines possédant des cystéines
libres par glutathionylation. Le glutathion forme effet un pont di-sulfure avec les protéines,
les protégeant ainsi du stress oxydatif. Les pmeteet le glutathion sont ensuite régénérés par

le systeme thioredoxine (Greethatral, 2010).

A
NADP
GRX red 2GSH 2 GSH H-0
@) () 1)
GRX ox GS-SG GS-SG H>0o
NADPH
B
NADP
GSH + PSH TRX red TRX red H,0
2 GSH
3) ) 1)
GS-SP TRX ox TRX ox H202
Figure 9. Systéme glutathion/glutaredoxine et systée thioredoxine.
GSH : Glutathion réduitGSSG : Glutathion oxydéTRX : Thioredoxine.GRX : GlutaredoxinePSH : Protéine
réduite.GS-SP :Complexe glutathion-protéine.
A. Systeme glutathion/glutaredoxine. (1) glutathiengxidase, (2) glutathion réductase, (3) réactiedfox.
B. Systeme thioredoxine. (1) thioredoxine peroxidé&gthioredoxine réductase, (3) glutathion trareseé.

Le glutathion est aussi impliqué dans la détoxifoca du cadmium, systeme tres étudié
notamment che3. cerevisiaéTableau 2) (Mendoza-Cozat al, 2005; Baudouin-Cornu &
Labarre, 2006).
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ChezS. cerevisiagle cadmium entre dans la cellule par le trangporzinc (Figure 10)
(Gomeset al, 2002), ainsi que par les transporteurs de catiivelents (Gardariret al,
2010). La présence du cadmium induit des changesmmadicaux dans I'utilisation du soufre.
Les flux sont augmentés et redirigés vers la syetlie glutathion. En paralléle, les protéines
riches en soufre sont remplacées par des isoenzyaneses en soufre (Fauchenal, 2002).
Ainsi, le soufre économisé est disponible pour yatlsese du glutathion. Le pool de
glutathion doit en effet étre important pour luttentre le stress cadmium. La détoxification
commence par la neutralisation d’'une molécule ddmiam par deux molécules de
glutathion. Ce complexe est ensuite transporté iamacuole par un transporteur spécifique
codé parYCFl L’assimilation du cadmium est régulée par le pogtoplasmique de
glutathion-cadmium. En effet, si le transport vdaue est non fonctionnel, ce complexe

s’accumule et réprime le transporteur zinc (Gosted,, 2002).

La détoxification de I'arsenite a aussi été étudiBez Scerevisiag(Tableau 1). Comme
pour le cadmium, le métabolisme du soufre est induies pools d’intermédiaires soufrés
sont augmentés. Il a aussi été observé que liocatipn du soufre dans les protéines

diminue en présence d’arsenite.

Dans la section suivante, nous discuterons desniséges de dégradation du glutathion et

de ses conjugués.

Transporteur

/ zZinc \
/ | Réduction du soufre dans les protéines|

| Redirection du flux de sulfate |

2 GSH

v ()
Cadmium
\ 4

GS-Cadmium-SG wnnng (D) [eesnnanan

Vacuole

Figure 10. Détoxification du cadmium.

(1) glutathion transférase, (2) transporteur vamvel des molécules complexées au glutathjon,
(3) y-glutamyltranspeptidase.

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 42



Tableau 1. Stress HO, et arsenite.

Etude

Stress

Geénes

Techniques

globales

Observations-Conclusions

(Godonet al, 1998)

HO,

Protéomique

L’exposition a I' HO, induit de nombreuses protéines antioxydantes, léaysteme
thioredoxine.

(Delaunayet al, 2000)

HO,

YAP1

L’activateur transcriptionnel codé pgAPlest autorégulé.

Cette molécule est activée sous I'effet oxydatif' d¢,0,, qui provoque la formatio

d'un pont disulfure entre deux cystéines. Ceci indun changement de |

conformation protéique et par conséquent son aglaiion nucléaire, permettant

ainsi l'activation des genes qu'il controle, domet $ystéeme thioredoxine qui

régulera par réduction.

(Le Moanet al, 2006)

O,

H20,

Protéomique

Mise en évidence des protéines possédant des thiogldés en croissance en

oxygeénelUn stress oxydatif par de I3, induit une augmentation de I'oxydation de

ces mémes protéines mais pas I'apparition de nasveiotéines oxydées.

(Thorsenret al, 2007)

Arsenite

YAP1

MET4

Transcriptomique
Protéomique

Métabolomique

En présence d'arsenite, le métabolisme du soufteinelsiit (augmentation des

transcrits et des protéines). Les pools des intiaités soufrés augmentent

I'incorporation du soufre dans les protéines direinen présence d’arsenite. La

réponse induite par I'arsenite dépend des factaitsanscription codés psiAPlet
META4

D
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Tableau 2. Stress cadmium.

nes

Le

=

. Techni . .
Etude Génes ZTOS;?:SGS Observations-Conclusions
(Wemmieet al, 1994) YCF1 - Le transporteur vacuolaire codé Y@ F1transporte le complexe cadmium-glutathion.
MET4 L'induction de I'expression d&SH1en cadmium implique le complexe régulateur du batame du
(Dormeret al, 2000) GSH1 - soufre.
YAP1 Protéines induitesassimilation du sulfate, synthése du glutathfmotéines de stress et antioxydantes,
(Vido et al, 2001) GSH1 Protéomique | dont le systéme thioredoxine qui est sous conttéleactivateur transcriptionnel codé paAP1
CYs3 Le glutathion et le systéme thioredoxine sont irtgmats dans la réponse au cadmium.
Transcriptomiquel En présence de cadmium, le flux de soufre estigédirers la synthése du glutathion. Les proté
(Fauchoret al, 2002) MET4 Protéomigue riches en soufre sont remplacées par des isozymesgs en soufre. Le régulateur codé M&T4 joue
un rdle important dans cette réponse.
ZRT1
(Gomeset al, 2002) GSHL ) L’'assimilation du cadmium est régulée par le pogbplasmique de complexe cadmium-glutathion.
’ cadmium entre dans la cellule en partie par lesprarteur zinc codé paZRT1
YAP1
(Barbeyet al, 2005) MET4 Le régulateur codé pMET4 est nécessaire pour la mise en place de la défense le cadmium.
Le cadmium interagit avec le complexe régulateuved 4, permettant une réponse rapide a ce streg
(Lafayeet al, 2005) ) Protéomique | En présence de cadmium, le flux de soufre estigédirers la synthése du glutathion, ce qui esté®
y ’ Métabolomique avec une augmentation du pool de glutathion.
GTT2
(Adamiset al, 2009) YCF1 - La compartimentation vacuole / cytosol est imaot¢ dans la résistance au cadmium.
ECM38
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I. C. 4. Dégradation

Le glutathion, qui est un métabolite présent emdgaguantité au niveau cellulaire, peut
servir comme réserve de soufre. La dégradation ldiathion est aussi nécessaire lors du
processus de détoxification des xénobiotiques. Cheeerevisiaele glutathion peut étre
dégradé par uney-glutamyltranspeptidase vacuolaire, codée BAM38 (Jaspers &
Penninckx, 1984; Mehdit al, 2001).

Kumaret al ont montré qu’il existe une autre voie de dégiiadatiu glutathion (Kumaet
al., 2003). En effet, une souche déficienteyagiutamyltranspeptidase est capable de croitre
sur glutathion comme seule source de soufre. La albérnative de dégradation du glutathion
a récemment été mise en évidence par Gargjull. (Ganguliet al, 2007). Cette voie
implique trois enzymes, une cys-gly métallo-di-pagme, une probable di- et tri-peptidase et
une probable glutamine amidotransférase, codéedepagenedDUG1, DUG2 et DUG3

respectivement.

La cys-gly métallo-di-peptidase est suffisante pdégrader k-glutathion et le cystéinyl-
glycine. Par contre la présence des trois enzymeidispensable a la dégradationydu
glutamyl-cystéine et dy glutathion. La haute affinité de la cys-gly midali-peptidase pour
le cystéinyl-glycine a été confirmée. L'orthologuke S. pombeest la seule enzyme
responsable de la dégradation du cystéinyl-glyfieair et al, 2009). Cette cys-gly métallo-
di-peptidase est aussi impliguée dans la détoxificades xénobiotiques (Ubiyvowt al,
2006).

l. D. Biosynthése de la méthionine

I. D. 1. Transport

La méthionine est un acide aminé essentiel qui paet directement prélevé du milieu
extérieur par différents transporteurs soit symsBétpar le micro-organisme. Chez
Saccharomyces cerevisjaig existe deux transporteurs spécifiques de ldhmgine. Ces
transporteurs a forte et a faible affinité sontédaMUP1 et MUP3 respectivement (Isnard
et al, 1996).

La méthionine peut aussi étre transportée par deagases moins spécifiques, telles que
la perméase geéneérale codée G&P1 (Grensonet al, 1970). Lors de l'analyse de quinze

perméases a acides aminés cBezerevisiacRegenbergt al ont montré que quatre de ces
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perméases (codées p&NP1 BAP2 BAP3et AGPJ) sont impliquées dans le transport de la
méthionine. En effet, la surexpression de ces gar@sur conséquence une augmentation de

I'assimilation de méthionine d’un facteur entre xletisix (Regenberet al, 1999).

Le transport de la forme activée de la méthionia&-adénosylméthionine, a été mis en
evidence chezS. cerevisiae Rouillon et al. ont caractérisé uné&-adénosylméthionine

perméase a haute affinité, codée par le §xMd3(Rouillonet al, 1999).

[.D.2. Cycle du méthyle

Le cycle du méthyle (Figure 11) conduit a la fonmatde méthionine et de sa forme
activée la S-adénosylméthionine (SAM). Cette derniére molécplessede une place
importante dans le métabolisme cellulaire global, ietervenant dans de nombreuses
réactions, en tant que donneur de méthyle, de neégiky de ribosyl, de groupe amine,
d’aminopropyl et de radical 5’-désoxyadénosyl (lecawveet al, 2004). La SAM est le
premier donneur de méthyle, et son réle est cema@mt encore sous-estimé (Katzal,
2003).

Il existe deux familles d’enzymes permettant laxfation de méthionine par la méthylation
de I'homocystéine : les méthionine synthases dépeed de la cobalamine (vitamine B12) et
les méthionine synthases indépendantes de la coin&alLes mammiféres ne possedent que
des méthionine synthases dépendantes de la cobelartdandis que les plantes, les
champignons et certaines bactéries ne possedemteguméthionine synthases indépendantes
de la cobalamine. Les micro-organismes possédamaement une enzyme indépendante a la
cobalamine évoluent souvent dans des milieux aislgonibilité en cobalamine est faible, ou
n'ont pas la capacité de l'assimiler ou de la sgtiser. Ces deux familles d’enzymes ne
présentent pas de similarité de séquence, suggénantécanisme d’évolution convergente
(Gonzaélezet al, 1992). L’étude de ces deux familles a été faalipar la coexistence de ces

enzymes cheEscherichia coli
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==+3»! Homocystéine € S-adénosyl-homocystéine

1) ()

Méthyltransférases

Méthionine >»| S-adénosyl-meéthionine
2)
Figure 11. Cycle du méthyle.
En rose Cycle du méthyle. (1) méthionine synthase, (Zadénosylméthionine  synthétase,

(3) S-adénosylhomcystéine hydrolase.

En violet: Métabolisme du folate, origine du groupe méthyle4) dihydrofolate synthétas
(5) méthylenetétrahydrofolate réductase, (6) faijglutamate synthétase.

1%

En bleu: Voie de régulation du ratio Méthionine/SAM. (75adénosylméthionine-homocystéine
méthyltransférase.

La méthionine synthase indépendante de la cobatani@odée parMET6 a été
caractérisée chez les levur8s cerevisiaet Candida albicangSulimanet al, 2005). Il a été
déemontré que ces enzymes transferent le groupemétityle du méthyltétrahydrofolate-

polyglutamate a ’lhomocystéine pour former la mgtime.

Le méthyle transféré par la méthionine synthaseigend du métabolisme du folate (Figure
12). La dihydrofolate synthétase fixe le premiantghnate sur le dihydropteroate, conduisant
a la production de dihydrofolate. Le méthyleneadiydrofolate (méthyléne-THF) est
synthétisé aprés plusieurs étapes, dirigeant leaboksme du folate vers le celui de la
méthionine. Cette molécule est ensuite réduite étyh THF sous I'action d’une méthyléne-
tétrahydrofolate réductase. Plusieurs résidus mlate seront ensuite fixés sur le méthyl-THF
par une folylpolyglutamate synthétase, pour enformier le meéthyltétrahydrofolate-
polyglutamate. Cette voie a été décrite cBezerevisiagou les rbéles de la dihydrofolate
synthétase et de la folylpolyglutamate synthétesdées paFOL3 et MET7 respectivement,
ont été caractérisés (Cherestal, 2000). Il a été mis en évidence dblecerevisiagpossede
deux méthylene-tétrahydrofolate réductases, codaeMET12 et MET13 (Raymondet al,
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1999). L'enzyme codée pMET13serait la méthyléne-tétrahydrofolate réductasecypale,
car la délétion dMET13 cause une auxotrophie a la méthionine, tandiscglie deMET12

n’induit pas de phénotype particulier.

@) )

Dihydropteroate Dihydrofolate [rs=s=s=ss )| Méthyléne-THF

Glutamate

Y’

Méthyl-THF(glu)
(©)

Glutamate

Y
Méthyl-THF(glu) n+1

Figure 12. Métabolisme du folate, origine du groupenéthyle.

(1) dihydrofolate synthétase, (2) méthyléne-tétdabfolate réductase, (3) folylpolyglutamate syraisét

La méthionine ainsi formée peut étre activée fadénosylméthionine par ung
adéenosylméthionine synthétase. CBezerevisiagdeux SAM synthétases ont été identifiées.
La présence de deux SAM synthétases a été sugueéuéda premiére fois par Chiarmg al.
(Chiang & Cantoni, 1977). L'analyse de mutants $le cerevisiaea montré que deux
mutations sont nécessaires pour obtenir une aptuggour la SAM (Cherest & Surdin-
Kerjan, 1978). Cherest al.ont montré que les SAM synthétasesSdeerevisiadorment des
homodimeéresn vitro (Cherest & Surdin-Kerjan, 1981). La formation déréidimeres reste
hypothétique, cependant les travaux précédentshdec€let al. suggerent que I'hétérodimere
formé par les SAM synthétases serait la forme Ue @ictivein vivo (Cherestet al, 1973;
Cherest & Surdin-Kerjan, 1978).

Plusieurs études ont montré que les genes codamtlg® deux SAM synthétases 8e
cerevisiaene sont pas soumis au méme type de régulatiom{aset al, 1988; Thomas &
Surdin-Kerjan, 1991). Le génBAM1 semble étre régulé de facon similaire aux genes de
biosynthése de la méthionine via un motif conse@& motif est aussi retrouvé en amont du
geneSAM2 Cependant, la présence d’'un autre motif, retrcheddituellement en amont de
génes impliqués dans la biosynthése des phophedipfkut contribuer a I'explication de ces
différences de régulation. Les genes présentamiaté sont en effet réprimés par I'ajout de
myo-inositol ou de choline (Kodaki al, 2003).
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Le géne codant pour la SAM synthétaseNdirospora crassa été caracterisé. Cette
enzyme est particulierement bien conservée chezb&eséries, les champignons et les

eucaryotes pluricellulaires (Mautired al, 1996).

Les réactions utilisant la SAM comme donneur de hylét produisent de &5
adénosylhomocystéine (SAH), qui peut étre transéernmen homocystéine par I&
adéenosylhomocystéine hydrolase et ainsi clore ldecgu méthyle (Figure 11). Chex
cerevisiae la S-adénosylhomocystéine hydrolase, codée par le §&tl, est aussi régulée
comme les génes impliqués dans la biosynthéselaesppolipides (Tehlivetst al, 2004).

Chez S. cerevisiagle ratio Méthionine/SAM est régulé par deux enegmune SAM-
homocystéine méthyltransferase et @méthylméthionine-homocystéine méthyltransferase,
codées paBAM4et MHT1 respectivement (Thomas al, 2000). La forme active de la SAM,
produite par la SAM synthétase est la (S,S)-SAMpddéant, la forme racémique (R,S)-SAM
peut étre générée spontanément a partir de la f@m&)-SAM. La formation de la (R,S)-
SAM est problématique pour la cellule, car elleshigas utilisée par la cellule et peut inhiber
les réactions avec la (S,S)-SAM si elle est accamulLes enzymes codées [@kM4 et
MHT1 ont été décrites comme impliquées dans I'élimomtide la (R,S)-SAM, car elles
catalysent préférentiellement la (R,S)-SAM (VinciG8arke, 2007).

l. E. Synthese des polyamines et cycle du méthylthioadé&oe

Il est difficile de parler du métabolisme du sousans aborder celui des polyamines. En
effet, ces molécules non soufrées sont étroitetread au métabolisme du soufre. La voie des
polyamines est initiée a partir de la SAM, confimhBintérét majeur de ce composé dans le
métabolisme global de la cellule.

I. E. 1. Transport

Il a été récemment démontré que le transport dégmines chezS. cerevisiaeest
principalement effectué par l'intermédiaire de dgerméases, codées @AM3 et DUR3
(Igarashi & Kashiwagi, 2010). L&adénosylméthionine perméase n’est donc pas uniguiem

impliquée dans le transport de la SAM, mais aussigblyamines (Uemuet al, 2007).
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I. E. 2. Synthése des polyamines

ChezsS. cerevisiagla synthése des polyamines nécessite l'interoarde quatre enzymes
(Figure 13). Tout d’abord, une SAM décarboxylasedée parSPEZ2 génere de |&
adénosylméthioninamine a partir de la SAM. Cettéeoude est le substrat d’une spermidine
synthase et d’une spermine synthase, codéeSRBEBet SPE4 conduisant respectivement a
la production de spermidine et de spermine. Lal®s# de ces deux polyamines nécessite la
formation de putrescine. Cette molécule est predaitpartir d’ornithine par une ornithine
décarboxylase, codée paPEL L'ornithine, dont le précurseur est l'argininst synthétisée

au niveau du cycle de l'urée.

Hamasakiet al. ont montré qu’'un mutant déficient en spermidinetisgse est auxotrophe
pour les polyamines tandis qu’un mutant déficienspermine synthase n’est pas affecté dans
sa croissance (Hamasaki-Kataggtial, 1997, 1998). Ce phénomene peut étre dd a un réle
physiologique plus important de la spermidine gport a la spermine, mais aussi au fait

que le mutanASPE3est non seulement déficient en spermidine maisi @asspermine.

Le réle des polyamines semble plus important efissance en aérobiose. Un mutant
ASPE2 présente en effet des anomalies cellulaires plussémuentes en aérobiose
(Balasundaranet al, 1991). Il a en effet été montré que la croissadcen mutant en
aérobiose accumule des radicaux oxygénés libregraleant la mort cellulaire
(Chattopadhyayet al, 2006). Cet effet peut étre limité par une craissaen anaérobiose,
ainsi que par ajout de spermine lors d’une croissan aérobiose. Ces résultats confirment
ceux de Balasundaramt al. qui ont montré que la croissance d’'un mutASPE2 en
aérobiose provoque la perte définitive de la cdpaaspiratoire, suggérant des dommages
mitochondriaux liés a l'oxygéne (Balasundarah al, 1993). Une des fonctions des

polyamines serait donc de protéger la cellule eoletistress oxydatif.

Il a aussi été observé qu'un mutalBPE2présente une sensibilité accrue aux températures
élevées (Balasundaraset al, 1996). Ceci indique que le réle protecteur dekygmines

contre les dommages cellulaires est sirement etr&srsous-estimé.

Une étude visant a déterminer l'importance des gulges au niveau cellulaire a
récemment été réalisée, en utilisant la technoldgi puces a ADN (Chattopadhyeatyal,
2009). Pour étudier l'effet de la spermidine et ldespermine de facon indépendante,
Chattopadhyaet al. ont construit un double mutant &e cerevisiaelLes résultats montrent

gu’'une supplémentation en spermine d’'un mute8PE3peut en effet étre faussée par la
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présence d’'une enzyme capable de convertir la sperem spermidine. Cette enzyme est une
polyamine oxydase codée par le gédS1 Ces expériences ont donc été conduites dans un
mutantASPE3AFMSL1 |l a été observé que I'ajout de spermine n’a e d’effet, alors que

I'ajout de spermidine modifie fortement le tranptoime.

Les enzymes codées faiPE3et SPE4produisent non seulement de la spermidine et de la
spermine, mais aussi de la méthylthioadénosine.c@@eposé, qui est impliqué dans le
métabolisme de I'adénine, peut aussi servir deupséar pour la synthese de méthionine
(Coneet al, 1982). Cette voie, appelée cycle du méthylthioadine (ou recyclage de la

méthionine), est décrite dans la section suivante.

I. E. 3. Cycle du méthylthioadénosine

Le cycle du méthylthioadénosine (MTA) a récemmetét identifié chezS. cerevisiae
(Figure 13). Cette voie de synthése de la métheniia le recyclage du MTA est une
alternative moins colteuse en énergie que la vaissihilation du sulfate. Les enzymes
impliquées ont été précisément identifiées pardvidt al. (Pirkov et al, 2008). Toutes les
étapes de cette voie dépendent d’'une enzyme spéxifexcepté la derniére qui peut étre
réalisée par différentes aminotransférases. lléanéis en évidence que le cycle du MTA
présente des variantes chez les bactéries, cextéiapes pouvant étre réalisées en une étape
au lieu de deux (Sekowska al, 2004).

ChezsS. cerevisiagle MTA est tout d’abord transformé en méthylthimese 1-P par une
méthylthioadénosine phosphorylase codéeeMiat1. Le méthylthio-ribose 1-P subit ensuite
une isomeérisation puis une déshydratation, réaigie une méthylthioribose-1-phosphate
isomérase (codée pMRI1) et une méthylthioribulose-1-phosphate déshydeatesdée par
MDEJ) respectivement. Deux autres réactions sont néicessa la formation d’acide 2-céto-
4-methylthiobutyrique (KMBA), qui est le dernier temmédiaire avant la synthese de
méthionine. Ces réactions sont réalisées par unlasgphosphatase (codée PaiR4 et une
aciréductone dioxygénase (codée ABi1l). La formation de méthionine a partir du KMBA
dépend principalement de deux catégories d’enzylegssminotransférases a acides amines
branchés (codées pPBAT1etBAT2 et aromatiques (codées pdRO8et ARO9.
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Figure 13. Synhtése des polyamines et cycle du mgthioadénosine.
(1) S-adénosylméthionine synthétase.

En bleu: Synthése des polyamines. (8adénosylméthionine décarboxylase, (3) ornithinead#oxylase
(4) spermidine synthase, (5) spermine synthase.

En rose Cycle du méthylthioadénosine. (6) méthylthioam®ne phosphorylase, (7) méthylthioriboser1-
phosphate isomérase, (8) méthylthioribulose-1-phatsp déshydratase, (9) énolase-phosphatase,
(10) aciréductone dioxygénase, (11) aminotransééras

En orange Molécules initiales et finales des deux voiaglées.

l. F. Réqulation

I.F.1. Systeme de régulation

Dans les sections précédentes, nous avons vu Iftemm® du métabolisme du soufre pour
la cellule. Par conséquent la régulation de ce Inofitane a été trés étudiée, notamment chez
S. cerevisiaeCette régulation est complexe, car elle est readesnent due a un activateur
transcriptionnel spécifigue du métabolisme du sofodé paMMET4), mais aussi a deux
autres activateurs transcriptionnels impliqués dangponse globale aux carences en acides
aminés (codé paGCN4 (Natarajanet al, 2001) et aux stress oxydatifs (codé p&PJ)
(Wheeleret al, 2003).

Le métabolisme du soufre est aussi régulé au nigeaon utilisation dans les protéines. |l
a été observé que dans les enzymes impliquéeslelanétabolisme du soufre, les acides
aminés soufrés sont sous-représentés (Baudouiru@oal, 2001; Perlsteiet al, 2007). De
plus, le contenu global en résidus cystéine degimes deS. cerevisiaest plus faible que

chez la plupart des autres eucaryotes étudi@mer{orhabditis elegansDictyostelium
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discoideun Drosophila melanogasterGallus gallus Homo sapiensMus musculus Sus
scrofg (Scheibelet al, 1997). Tous les organismes étudiés qui posseédeat voie
d’assimilation du sulfate Arabidopsis thaliana Schizosaccharomyces pomb&andida
albicans Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerev)sigeésentent une composition
protéigue plus faible en résidus cystéine, suggéuanphénomene d’adaptation contre le
stress provoqué par le chromate. De plus, cete é@int tres colteuse en énergie, une faible
proportion de résidus cystéine au sein des pragingsenterait un avantage non négligeable

pour le développement de ces organismes.

Le régulateur codé pMMET4 ne peut pas se lier directement a ’ADN. La répovia cet
activateur transcriptionnel est donc modulée paioteation de complexes avec différents
auxiliaires (codés paBF1, MET28 MET31etMET32 (Kuras & Thomas, 1995; Blaiseat
al.,, 1997; Blaiseau & Thomas, 1998). L'implication cleacune de ces protéines auxiliaires
dans le mécanisme de régulation a été déterminéed@ation de chaque composant
indépendamment (Lest al, 2010). Leeet al. ont identifié 45 cibles de Met4p, qui constituent
le régulon principal, ainsi que le complexe impéagians la régulation de chaque cible. Cette
étude a révélé que la présence de Met31p et MetS2pssentielle a I'expression du régulon.
La présence de Met28p ou Cbflp n'influe que surpifession d’'une partie du régulon. La
formation de différents complexes permet de modid&pression du métabolisme du soufre.
Il a été mis en évidence que les cofacteurs SAGMéztiateur, qui facilitent le recrutement
de I'ARN polymérase II, sont impliqués dans I'exgsi®n des cibles de Met4p (Lereyal,
2006).

La régulation de Metdp se fait via le complexe adypbiquitinylation SCE®3% La
polyubiquitinylation de Met4p a lieu au niveau de lyysine 163. Les liaisons entre les
molécules d’'ubiquitine se fait au niveau de laigs#t8, qui est en général caractéristique d’'un
adressage spécifique au protéasome. Cependamtlylébijguitinylation induit la dégradation
de Met4p uniquement en milieu minimum (Kaisg¢ral, 2000; Flicket al, 2004; Menangt
al., 2006). Il a eté déterminé qu’en milieu riche kainme d’ubiquitine fixée a Metdp est plus
courte. Metdp oligo-ubiquitinylé n’est plus impliguans I'activation des genes « MET »,
mais reste impliqué dans I'expression des genesM S (Kuraset al, 2002). En effet, méme

en milieu riche, la production dgadénosylméthionine reste indispensable a la eellul

L’effecteur de la régulation des genes « MET »érétherché parmi les molécules clefs
du métabolisme du soufre. Il a été démontré queote de cystéine joue un réle primordial
dans la régulation du métabolisme du soufre (Ha&s&ohannesen, 2000).
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I. F. 2. Effet des apports nutritionnels sur la régulation

Des études transcriptomiques réalisées hazrevisia@nt mis en relief cette régulation
(Tableau 3).

Etude Condition Observations-Conclusions

La réponse a une carence en soufre induit {une
Limitation en soufre | surexpression des genes codant pour |des
(Boeret al, 2003) . transporteurs de molécules soufrées diverses Rinsi
(sulfate) que de nombreux génes impliqués dans| le

métabolisme du soufre.

S Une limitation en soufre induit une surexpressies d
Limitation en soufre

(Tai et al, 2005) génes impliqgués dans le métabolisme du soufre de

sulfate Lo L S
( ) fagcon similaire en aérobie et anaérobie.

Comparaison de

sources d’azote | L'utilisation de la méthionine comme source d’azpte
o induit la répression du métabolisme du soufre ainsi
(dont la méthionine), .
(Boeret al, 2007) que des genes codant pour des transporteurs de
La source de molécules soufrées. Ceci suggére que la méthignine

soufre utilisée est le| est la source de soufre préféréeSdeerevisiae
sulfate

Tableau 3. Métabolisme du soufre, effets des apparhutritionnels.

Nous avons donc vu dans les parties précédenteke quétabolisme du soufre a un réle
primordial au niveau cellulaire. Dans les sectisngzantes, nous allons aborder une autre
dimension de ce métabolisme a travers son impbicatians la production d’aliments
fermentés et plus spécifiquement la thématiquenigogique fromagere. Pour cela, nous
rappellerons tout d’abord les grands principes aefdbrication fromagere, puis nous
développerons le réle des micro-organismes et licapon du métabolisme du soufre dans la

gualité de ces produits.
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Il. FROMAGE, SOUFRE ET ECOSYSTEME

Dans cette section, nous allons décrire la diveid#ts processus de fabrication permettant
de geénérer la diversité fromagere que nous coror@ssNous aborderons ensuite les
principaux genres de la flore d’affinage des froesg pate molle a travers leur implication

dans la fabrication fromagere, et particulierentznts la production d’ardmes soufrés.

Bien que la matrice alimentaire soit trés difféegies composeés soufrés jouent aussi un
réle important dans la fabrication du vin et déiare. Nous nous appuierons donc sur cette

source d’'information complémentaire.

ll. A.  La fabrication fromageére, une source de diversité

La production fromagere se situe au carrefour deulture et de la biologie. Issus d’un
savoir faire acquis au cours des siécles, les fgemdont en effet partie de notre patrimoine
culturel. L'aspect biologique du fromage est ret®wa trois niveaux : le domaine végétal
(alimentation des aninaux), le domaine animal (espgt race des animaux producteurs de
lait) et enfin le domaine microbiologique (florefermentation et affinage) (Berard &
Marchenay, 2004).

Le lait est un aliment & hautes qualités nutritiveasi est cependant trés périssable. La
fabrication fromagere permet de répondre de fagamtageuse a ce probleme. En effet, les
qualités nutritionnelles du lait se retrouvent camteées dans le fromage, qui se conserve plus

longtemps tout en gagnant de nouvelles qualitésnmigptiques.

Les premiers fromages sont apparus en méme tengfagiomestication des animaux,
durant la Préhistoire. La diversité fromagére st@wuite largement développée au Moyen-
Age par l'intermédiaire de l'activité Monastique laquelle nous devons linvention de
nombreuses recettes fromageres, qui sont enswendes des spécialités régionales, ainsi
que la mise au point des premiéres techniquesimbafé. Au X\f siécle, I'activité Paysanne a
ensuite succédé a l'activité Monastique dans laidation fromagere, sous la pression des
famines et des impots laitiers. La découverte dBdsteurisation au Xfsiécle, suivie du
développement de l'industrialisation au %3écle, ont conduit a I'expansion de la production
fromagere. Ceci a eu pour conséquence la miseaer gde nombreuses réglementations telles
gue les normes d’hygiéne, visant a protéger le aronsateur, ainsi que l'apparition des
appellations d’origine contrélée (AOC), pour praeédhéritage de I'Histoire : la diversité

due au savoir-faire séculaire combinée a la vadésgterroirs.
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. A. 1. Le lait

L’alimentation de I'animal joue un réle primordisiir la qualité du lait (Coulon, 2000). En
effet, la flaveur et la texture des fromages obtevarie selon le type de paturage ou de foin
donné a I'animal. La composition du lait dépend sealement de I'espece animale (Tableau
4) mais aussi de la race. Cette composition influe les propriétés organoleptiques du

fromage (Martiret al, 2003).

Eau | Extrait sec |[Minéraux | Lactose| Lipides | Protéines| dont caséines
900 130 8-10 45-50 | 35-40 30-35 27-30
900 140 8-10 40-45 | 40-45 35-40 30-35
860 190 10-12 45-50 | 70-75 55-60 45-50

Tableau 4. Composition moyenne du lait (g/L).

Le lait cru contient une flore microbienne natwerdinsi que des enzymes. Ces éléments
participent pleinement a la fabrication des fronsage lait cru. Cependant, il a été observé
gue les normes d’hygiene, bien que nécessaireauapgsent le lait, notamment par l'usage
de détergents. Cette flore naturelle fait pourfaartie du capital biologique du terroir. Ainsi,
certains micro-organismes utiles et potentiellenmanfaisants risquent de disparaitre avant
d’avoir été identifiés et étudiés. La protectiors deomages et des techniques de fabrication
est donc nécessaire a la préservation d’'une podiomnmonde vivant et des écosystemes
locaux (animaux, races, associations végétalessystomes microbiens) (Berard &
Marchenay, 2004).

Le lait peut étre ensemencé avec des micro-orgasistant les propriétés sont favorables
a la fabrication fromagere. Le lait peut aussi §asteurisé (62,8°C pendant 30 min ou
71,7°C pendant 15 sec) ou thermisé (62-65°C pentlau@0 sec, parfois 1-2 min), ce qui
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conduit a l'élimination de la flore naturelle. Labkication des fromages au lait traité
thermiquement dépend donc des ferments utilisés ggmemencer le lait. Nous allons décrire
dans les sections suivantes les principales étdpeta fabrication fromagére, qui sont

réesumées dans la Figure 14.

Lait

Bactéries lactiques

- Protéolyse .
y Coagulation

- Fermentation lactique
(acidification)

Caillé

Egouttage

Levures Bactéries
- Désacidification - Pigments Affinage

-Arbmes -Arbmes

P A

Figure 14. Principales étapes de la fabrication fnmageére.
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II. A. 2. Formation du caillé

La formation du caillé résulte de la coagulatiors @aséines du lait sous l'action de

bactéries lactiques et/ou d’enzymes protéolytiqpessure, plasmine).

La présure est composée d’'un mélange de deux eszigsges de la caillette du jeune
veau : la chymosine et la pepsine. Ces enzymeggiytijues déstabilisent les caséines du
lait provoquant ainsi leur coagulation. La plasmientenue dans le lait cru peut aussi

participer a cette réaction.

La formation du caillé sous l'action des bactérastiques est la conséquence de la
fermentation du lactose en acide lactique. En effeproduction d’acide lactique provoque
une chute de pH qui entraine la coagulation desimas. Les bactéries lactiques sont Gram
positives, non mobiles, non sporulantes et anagésdiaicultatives. Les genreactobacillus
Lactococcus Leuconostocet Streptococcussont généralement utilisés dans les processus
fromagers (Fleet, 1999). Les gentemctobacillus Lactococcuset Streptococcusegroupent
des bactéries de métabolisme homofermentaire (féatien du lactose en acide lactique)
tandis que les bactéries du geheconostogossedent un métabolisme hétérofermentaire
(fermentation du lactose en acide lactique, en élhetrautres produits). Le genre de bactérie
lactique choisi pour ensemencer le lait dépendnéielement du fromage fabriqué. En effet,
les ferments lactiques doivent étre en adéquatimt da technologie fromageére utilisée

(vitesse d’acidification, métabolisme, températieecroissance, tolérance au sel).

II. A. 3. Egouttage

L’étape d’égouttage va définir la teneur en eaucdilié, et ainsi le type de fromage
obtenu. Moins le caillé est aqueux plus il se coreséongtemps. De nombreuses techniques
ont été développées, permettant d’enrichir la dieides fromages obtenus.

L’égouttage peut étre fait par découpage du caliéple filtration ou centrifugation. Les
fromages qui seront produits a partir de ces teglas présenteront une pate souple. Ces
fromages peuvent étre regroupés en trois catégoleéesfromages a pate molle, les fromages
a pate persillée et les fromages frais. L’égouttpget étre rendu plus intense en utilisant
différentes combinaisons de techniques. La combdmades techniques de découpage, de
brassage et de pression, associée ou non a ure dgaproyage ou de cuisson donne des
fromages a pate plus ferme. Plus la pression ingpasécaillé est intense plus la péate du

fromage sera ferme et appauvrie en eau. Ces frarsage regroupés en deux catégories : les
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fromages a pate pressée cuite et les fromageseapp@ssée non cuite. L'importance de
'égouttage peut étre quantifiée par le rendemerhé&ger brut qui correspond a un poids de

fromage issu d’une quantité définie de lait (Rarh@g7).

Aprées I'égouttage, les fromages sont salés. L'ipomtion du sel au fromage peut étre
réalisée soit par salage a sec (dans le cailléh@uace) soit par saumurage (immersion dans
une solution saturée en sel ou en surface). Legysgi@rmet non seulement de compléter
I'égouttage, mais conduit aussi a la formationalerb(te en créant une zone riche en sel et
faible en eau. Hormis son importance dans le dépelment des qualités organoleptiques
fromageres, le salage joue aussi un réle dansbitidn de la flore indésirable typesteria,

tout en favorisant le développement de I'écosystéiai@inage.

II. A. 4. Affinage

A l'exception des fromages a pate fraiche, toustig®es de fromages sont affinés.
L’affinage est en général fait en cave, étant dogum la température et le degré d’humidité
doivent étre maitrisés. La durée de l'affinage pearier de quelqgues semaines a plusieurs
annees selon le fromage fabriqué. Les conditioafidage vont avoir un impact crucial sur
le développement de I'écosystéme d’affinage. Ocolaposition et I'évolution de cette flore
joue un r6le primordial dans la typicité et la dqiéaldu produit obtenu. En effet, lors de
'affinage, les fromages subissent des transfownatibiochimiques profondes dues au
développement de I'écosysteme fromager. Ces tranafmns, résumées dans le Tableau 5,

ont un fort impact sur la texture, la flaveur et ¢pialités nutritionnelles du produit fini.
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Substrats

Type de transformation

Principaux produits formés

Protéines, peptides

Protéolyse

Peptides, acidasami

Acides aminés

Désamination,
Décarboxylation,

Dégradation des chaines

D

NH3, CO,, amines, acides
cétoniques, phénols, indole,
méthanethiol, et autres composé

latérales soufrés volatils
Amines Désamination oxydative, NHaldéhydes, acides
a-cétoacides Décarboxylation Aldéhydes
Triglycérides, : Acides gras, glycérides partiels,
b . Lipolyse A
glycérides partiels glycérol
Acides gras a chaine , . .
moyenne ou courte -oxydation Méthylcétones, GO
Méthylcétones Réduction Alcools secondaires
Acides gras, éthanol Esters
alcools aliphatiques Estérification _
Thioesters

ou aromatiques, thiol

UJ

Fermentation lactique
homofermentative

Acide lactique

Lactose

Fermentation lactique
hétérofermentative

Acide lactique, éthanol, acide
acétique, CQ@

Fermentation alcoolique

Ethanol, CQ, acide acétique,
acétaldéhyde

Acide citrique

Assimilation
(bactéries lactiques)

CO,, acétaldéhyde, acétoine,
diacétyle

S

Acide lactique

Fermentation propioniqu

e

Acide propionique, acide acétiqué
acide succinique, CO

L

Tableau 5. Principales transformations biochimiqueswu cours de l'affinage.

Il existe six grandes catégories fromageres dasgutdles chaque fromage possede sa

propre technique de fabrication conduisant a desct&ristiques organoleptiques uniques. Le

Tableau 6 présente les six grandes catégories fremas (pate fraiche, pate molle crodte

lavée, pate molle crolte fleurie, pate presséeauite, pate pressée cuite, pate persillée) a

travers les 45 fromages AOC Francais. Ces fromagped produits dans des terroirs

particuliers localisés sur la Figure 15. Les AOCraprésentent qu'une partie infime du
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patrimoine fromager Francais, qui est estimé a ¢&u&000 fromages différents fabriqués sur
le territoire. Cette richesse fromagére s’expliquag la multitude de procédés existants
combinés a la complexité et a la variété des étdsys fromagers. Le maintien de cette
diversité ne peut s’expliquer uniquement par lé dae ces produits permettent de conserver
le lait. En effet, I'engouement pour le fromage xplque aussi par ses qualités

organoleptiques nombreuses et variées : il nepgasiimoins de 75 descripteurs d’ardbmes pour
décrire la richesse fromagere (Figure 16) (Béroetieaal, 1997). Voici brievement quelques

exemples remarquables illustrant la diversité frgema générée par les procédés et la flore

d’affinage :

Les péates pressées cuite®ropionibacterium freudenreichiest indispensable a la

fabrication des fromages pate pressées cuites ertauss, tels que le gruyére et 'emmental.
En effet, cette bactérie est capable d'effectuefefanentation propionique qui produit un
dégagement de GOLe CQ va étre piégé dans la pate sous forme de bullemsitcréer les
ouvertures. Cette fermentation donne naissances amdgnes caractéristiques de ce type de

fromages.

Les pétes persilléed e développement du champigr@enicillium roquefortia I'intérieur

du caillé va donner au fromage cet aspect persitiéi que des qualités aromatiques bien
typiques.

Les fromages a pate molle a crodte fleurie développement deenicillium camemberti

est responsable de l'aspect blanc et duveteux deypee de fromage. Ce champignon
participe pleinement a la typicité de ces prodaitsapportant des qualités organoleptiques

particulieres.

Les fromages a pate molle a crodte lavéefabrication de ce type de fromage nécessite

'apport de soins tout au long de l'affinage. Lesniages sont régulierement retournés,
brossés et lavés avec de la saumure. Ces traiterment influencer la composition de
'écosystéme d’affinage, en favorisant le développet de bactéries et levures

halotolérantes.

Nous n’avons parlé ici que de quelques micro-oggaes particuliers, il ne faut cependant
pas perdre de vue que l'affinage dépend du développt de tout un écosystéme complexe
dans un milieu tres riche, donnant naissance ararele variété d’arébmes. Nous allons nous
concentrer par la suite sur la flore d’affinage ffesnages a pates molles a crodtes lavées,
ainsi que sur les arébmes soufrés qui sont pami@rient importants pour les qualités

organoleptiques de ces produits.
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LAIT DE VACHE

Pate molle Pate pressée
Pate persillée
croQte lavée crodte fleurie non cuite cuite
Epoisses Brie de Meaux Laguiole Abondance | Bleu de Gex
Mont-d'Or Brie de Melun Reblochon Beaufort Bleu des Causses
Langres Camembert de Normandi¢ Salers Comté Bleu d'Auvergne
Livarot Chaource Tome des Bauges | Gruyere Bleu du Vercors
Maroilles Neufchatel Cantal Fourme d'Ambert
Munster Morbier Fourme de Montbrison
Pont-I'Evéque Saint Nectaire
&
!;./" LAIT DE CHEVRE

)

2N ;—" —

Pate molle crodte fleurie Pate pressée non cuite
Banon Pouligny Saint Pierre Chevrotin des Aravis
Chabichou du Poitou Selles sur Cher
Crottin de Chavignol Ste Maure de Touraine
Maconnais Valencay
Pélardon
Picodon

Rigotte de Condrieu

Rocamadour

LAIT DE BREBIS

Fromage frais Pate pressée non cuite Pate persillée

Brocciu (chevre ou brebis) Ossau Iraty Roquefort

Tableau 6. Représentation des 45 fromages AOC Fraaig par catégorie fromagére.

En bleu: AOC au lait cru, En noir AOC au lait cru et/ou pasteurisé.
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Figure 15. Répartition des 45 fromages AOC Frangais
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Figure 16. Les 75 descripteurs d’ar6mes utilisés po décrire les fromages.

D’aprés Bérodieet al. (Bérodieret al, 1997).
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II. B. Composition et rble de I'écosysteme d’affinage

L'écosysteme d’affinage des fromages a pate motlmate lavée a été tres étudié. Celui-
ci est composé de différents genres de bactéries/etes qui colonisent principalement la
surface du fromage. Nous commencerons par dé@gedelvures, qui se développent en
premier grace a leurs propriétés acido-résistaritassection Il. C étant consacrée aux
composés soufrés volatils, nous ne les aborderoadrgs brievement dans les paragraphes

qui suivent.

Il. B. 1. Levures hémiascomycetes

De nombreux genres de levures hémiascomycetesrastwativés dans les fromages. En
effet, ces micro-organismes sont particulieremeapées a ce type de substrat, car elles ont la
capacité de se développer a basse températurefaiblenpH et, pour certaines espéeces, a de
fortes concentrations en sel (Fleet, 1990). Le I®iglus largement décrit de ces levures dans
la fabrication fromagere est la consommation decida lactique, qui provoque la
désacidification du caillé rendant possible le d&weement des bactéries d'affinage acido-
sensibles. La production d’'ammoniac lors de la comeation des acides aminés participe

aussi a la désacidification, avec une importanieive dépendant du type de levure.

Les levures sont aussi impliquées dans de nomhphdromeénes, tels que la protection
contre l'implantation de micro-organismes indédigab(Goerge®t al, 2006) et I'excrétion
de facteurs de croissance (vitamines-B, acide pagriaue, acide nicotinique, riboflavine et
biotine) (Fleet, 1990). Les activités lipolytiquet protéolytiques des levures sont aussi tres
importantes dans la fabrication fromagere car eleetraduisent par la genése de précurseurs

d’arbmes.

GenreSaccharomyces

Saccharomyces cerevisia@st généralement connue pour son implication dans
I'élaboration du vin et de la biere, par la fernsinn alcoolique (Fleet, 2003). Cependant,
cette levure a été identifiee dans différent typesfromages (Viljoen & Greyling, 1995;
Roostita & Fleet, 1996b; Romaebal, 2001).

S. cerevisia@’assimile ni le lactose ni I'acide lactique (Ratss& Fleet, 1996b; Hansen &

Jakobsen, 2001). Sa croissance dans les proditiesdaserait donc liée a l'utilisation des
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acides aminés comme source de carbone et d'azomdluénce deS. cerevisiaesur les
gualités organoleptiques fromageres n’a pas enétéecaractérisée. Cependant, il a été
observé que les souches retrouvées dans le fropragentent une résistance accrue au sel
(Hansen & Jakobsen, 2001).

GenreKluyveromyces

Kluyveromyces lactiset Kluyveromyces marxianusont deux levures retrouvées
naturellement dans le lait et le fromage. Ellest sarssi utilisées en technologie fromagere,
par leur ensemencement volontaire dans le lait.I€eses trés proches phylogénétiquement
(Lachance, 2007) présentent cependant de grandessitis physiologiquesk. lactis
comme la majorité dekluyveromycesest classée parmi les levures de type respieatoir
tandis queK. marxianusest une levure de type fermentaire. En effet lgje@K. lactis soit
capable de fermenter le lactose en éthanol, senteB@% du glucose provenant de la
dégradation du lactose est fermenté en présensggg¥oe contre 70% assimilé via le cycle
de Krebs (Soulignac, 1995). Au contraike, marxianusdégrade majoritairement le glucose
par voie fermentaire en condition d’aérobiose ée typique étant celui d& cerevisiag. La
régulation du métabolisme respiro-fermentaire cKedactis a fait I'objet de nombreuses
revues bibliographiques (Breunigt al, 2000; Gonzéalez-Siset al, 2000; Schaffrath &
Breunig, 2000)(Gonzalez-Siset al, 2000). Les genes essentiels pour la croissance en
aérobiose et en anaérobiose ont été identifiesqgraparaison d&. cerevisia@vecK. lactis
(Snoek & Steensma, 2006). D’'importantes différemoégaboliques ont été observées au sein
méme de I'especdéluyveromyces lactikrs de I'étude comparative de la souche de rétére

et d’'une souche utilisée dans l'industrie fromag&aeauet al, 2006).

Les levures du genn€luyveromyce®nt la capacité de consommer le lactate, et ai@si
participer a la désacidification de caillé (Kagidial, 2006b; Choleét al, 2007).

Les levures du genrkluyveromycessont capables de produire des composés d’arbme
variés, principalement des esters aux notes faugeees alcools. lactis peut produire des
composés soufrés volatils (CSVs) comme le méthaildMTL), le diméthylsulfure (DMS),
le diméthyldisulfure (DMDS), le diméthyltrisulfurf®MTS) ou encore le méthythioacétate
(MTAC) (Arfi et al, 2002).
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GenreDebaryomyces

Debaryomyces hanserdgst la levure majoritaire des fromages a pate engtla crodte
lavée. En effet, I'aptitude dB. hanseniia utiliser le lactose et I'acide lactique, a ciir
basse température, en milieu acide et en présensel dont autant de raisons qui permettent
a cette espece de dominer dans les saumuresfadrtesges (Besancoet al, 1992; Roostita
& Fleet, 1996a; Fleet, 1999).

D. hanseniiprésente la particularité de consommer le lactdd&acide lactique en méme
temps, mais avec des vitesses de consommatiomedifés (Soulignac, 1995). Cette levure
désacidifie tres rapidement le caillé lors de laitaation fromagére (consommation de l'acide
lactique et production d’ammoniac lors de la dégtath des acides aminés) (Mounéral,
2008).

D. hanseniiposséde aussi des capacités aromatiques intéessaotamment par la
production de composés soufrés tels que le DMDSTBMt le MTAc (Bonnarmet al,
2001; Choleet al, 2007).

GenreYarrowia

Yarrowia lipolyticaest une levure aérobie stricte retrouvée danmbdsices alimentaires
riches en lipides et en protéines telles que leaiys, les fromages et la charcuterie. Cette
levure sécrete des protéases, des lipases, dephpites et des estérases qui favorisent son
développement sur la matrice fromagere. Les preteatles lipases déarrowia lipolytica
sont hautement régulées (Guerzenial, 2001; Suzziet al, 2001; Gonzalez-Lopeet al,
2002) permettant une adaptation précise au mi&ei suggere que ces activités jouent un
réle primordial dans le développement Warrowia lipolytica Cette levure, considérée
comme atypique, diverge considérablement des aletrases. Elle présente en effet un faible
niveau de similarité de séquence avec les autkeses, ce qui la place a la frontiére des

levures hémiascomyceétes et des champignons filame@iscomycetes.

Non seulementYarrowia lipolytica ne consomme pas le lactose, mais elle utilise
préférentiellement les acides aminés libres comowgce de carbone par rapport a I'acide
lactique (Mansouet al, 2008). Du fait que dans les conditions fromagédessacides aminés
soient peu disponibles sous forme libre (caséinés)jpolytica participe activement a la
protéolyse (protéases et transporteurs). Sa geation dans la désacidification du fromage

pourrait donc étre principalement due a la producti’ammoniac.
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Les nombreuses activités enzymatiquesyddipolytica peuvent jouer un réle important
dans les caractéristiques organoleptiques de opsfles, grace a la production de composeés
d'ardme et/ou de leurs précurseurs (Roostita & FI&96b; Corsettet al, 2001). L'ajout de
Yarrowia lipolytica lors de la fabrication de fromages italiens a l&wgue les qualités
organoleptiques fromageéeres varient selon la soutitisée (Lanciottiet al, 2005). D’autre
part, il a été observé que cette levure s'impldrés bien dans I'’écosysteme fromager, sans
effet négatif sur les bactéries lactiques (Lanciet al, 2005). Les fortes activités
protéolytiques et lipolytiques d¥é. lipolyticaen font une levure technologique intéressante,
mais la rendent difficile a maitriser. Par conséguson ensemencement volontaire dans le

lait est peu pratiqué, celle-ci étant généralerapportée par I'environnement.

GenreGeotrichum

La morphologie desGeotrichum est trés différente de celle des autres levures
hémiascomycetes. En effeGeotrichum candidum a longtemps été classé parmi les
champignons filamenteux a cause de sa capacitérmaefodes hyphes mycéliens. Le
séquencage du génome de cette levure permetttegtaitres de la situer dans la phylogénie

des levures hémiascomycetes déja séquencees (Ejgetree faciliter son étude.

G. candidumm’assimile pas le lactose, mais joue un role irtgodrdans la désacidification
du fromage en consommant l'acide lactique et endysant de I'ammoniac par la
dégradation des acides aminés (Soulignac, 1995nMoet al, 2008).G. candidunest I'un
des micro-organismes d’affinage les plus sensialesel (Gueguen & Schmidt, 1992). Par
conséquent, le saumurage des fromages a pate motlesite lavée permet de controler la
croissance d&eotrichum candiduret donc d’éviter I'accident gras » (crolte en « peau de
crapaud » qui se désolidarise du fromage) (Leebial, 1985).G. candidumposséde un
matériel enzymatique (lipases, protéases) intre@xgt- cellulaire lui permettant de produire
d’'importants composés d’ardbme ou leurs précursélgtude des enzymes protéolytiques de
30 souches fromagéres @& candidum a permis de distinguer deux groupes selon leur
activité protéolytique extracellulaire. |1l a étésnen évidence que le groupe présentant une
forte activité protéolytique extracellulaire se qurait majoritairement de souches isolées de

fromages a pate molle (Gueguen & Lenoir, 1975).

Cette espéece est particulierement intéressante lpdabrication de fromages a partir de
lait pasteurisé. En effet, son développement caridlda génération de propriétés sensorielles

analogues a celles de fromages au lait cru (Bo&r@uéguen, 2005).
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Il. B. 2. Bactéries

Les bactéries d'affinage appartiennent principalgmé trois groupes. Le premier est
constitué de bactéries a Gram négatif, dont lagme@s nécessaire dans les fromages est tres
controversée. En effet, la présence de bactéri@sam negatif est généralement reliée a un
manque d’hygiéne. Nous verrons cependant que agegroontient aussi des bactéries dont
l'intérét technologique est non négligeable. Lesxdautres groupes, constitués de bactéries a
Gram positif, sont les staphylocoques et les bastécorynéformes (Dahét al, 2000;
Mounieret al, 2005, 2008; Goerge al, 2008). Le role des bactéries a Gram positif tter's
laffinage a été tres étudié. Leur développementlemce fortement les qualités

organoleptiques fromageres.

Bactéries a Gram néqgatif

Les bactéries a Gram négatif isolées des fromag@seamolle font parties de 3 familles :
les Moraxellaceae les Pseudomonadaceast enfin lesEnterobacteriaceaequi est la plus
représentée. Des études récentes Hafnia alvej Psychrobactersp ou encoreProteus
vulgaris montrent un impact positif sur la production denposés d’arome (Dalet al, 2000;
Deetaeet al, 2007, 2009a, b). En effet, ces especes produgeEstCSVs (MTL, DMDS,
DMTS) mais aussi des esters, des aldéhydes etlcesisa Elles possédent des propriétés
protéolytiques (Moralegt al, 2003; Chaves-Lopeet al, 2006) et lipolytigues (Chaves-

Lopezet al, 2006) impliquées dans le processus d’affinageateage.

GenreStaphylococcus

Le nom de «Staphylococcus vient du mostaphylequi signifie grappe de raisin et du mot
latin coccusqui signifie grain. En général, on associe lephstbbcoques a des pathogénes
opportunistes, comm8taphylococcus aureusu Staphylococcus epidermidigui sont des
producteurs de coagulase et/ou d’entérotoxinessMaiexiste des espéces a coagulase
négative non-pathogenes qui sont présentes dagedsystemes fromagers (Irlinger, 2008).
Staphylococcus equoryi@taphylococcus vitulinust Staphylococcus xylosgsnt les especes
les plus fréquemment retrouvées dans les fromagae(des lavées (Irlingest al, 1997,
Hoppe-Seyleret al, 2004). Les souches de staphylocoques isoléesodeade sont halo-
tolérantes (Mounieret al, 2007) et possédent aussi des propriétés lipakgtiqget

protéolytiques qui participent au processus d’affie (Curtiret al, 2002).
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Bactéries Corynéformes

Les bactéries corynéformes sont capables d’effecture cycle de transformation de
batonnet en coque en fonction de leur stade desanoce. Ces bactéries sont non mobiles,
acido-sensibles, et le plus souvent aérobies. hetebes corynéformes regroupent les genres
Brevibacterium, Micrococcus, Arthrobacter, Brachgtaium, Microbacterium et

Corynebacterium.

Parmi les bactéries corynéformes du fromage, leegknplus étudié ed®revibacterium.
Une analyse phylogénétique récente du gdBnevibacterium a révélé que les souches
d’intérét technologique peuvent étre classéesa@s @ispecesB( linens B. auranticumet B.
anticum) (Forquin et al, 2009) Le genreBrevibacteriumne consomme pas le lactose.
Cependant, ces bactéries utilisent I'acide lactigoeme source de carbone, ainsi que les
acides aminés lorsque ce dernier est épuisé (Maeal, 1998). LesBrevibacteriaceae
produisent des caroténoides aromatiques a lorigde la pigmentation orangée
caractéristique de la crolte de certains fromadsngter, Livarot) (Jone®t al, 1973;
Dufosséet al, 2001).

Les Brevibacteriaceaesont halotolérantes et possédent des activitéséqiytiques,
lipolytigues et estérasiques favorisant leur dgwedmnent sur matrice fromagére tout en
conduisant a la synthese de composés d’arbmesagticipent a la flaveur des fromages
(Lambrechtset al, 1995; Lambrechts & Galzy, 1995; Cure al, 2002; Adamitsctet al,
2003). Ces bactéries produisent notamment de namloemposés soufrés volatils tels que le
méthanethiol (MTL), le sulfure d’hydrogene £5), les polysulfures comme le DMDS et le
DMTS et de nombreux thioesters (Dias & Weimer, E93onnarmeet al, 2000; Arfiet al,
2006; Sourabiét al, 2008).

Nous venons de voir que les différents genres tiens qui constituent I'écosysteme
fromager jouent un réle important dans les quabtésnoleptiques des fromages, notamment
par la production de composés soufrés. Nous alligasire par la suite les caractéristiques

aromatiques et les voies de biosynthese de cexubede
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II.C. Composés aromatiques soufrés

[I. C. 1. Caractéristigues aromatigues

Les composeés soufrés volatils retrouvés dans lesdges sont tres divers (thiols,
polysulfures, thioéthers, thioesters et aldéhyddis). apportent des notes aromatiques
caractéristiques, qui sont d’'une importance prinadeddans la flaveur des fromages (Tableau
7). Cependant, leurs voies de biosynthese ne samtigentifiees dans leur totalité. Ces

composeés sont produits par réactions enzymaticgmssysteme d’affinage), mais aussi par

des réactions chimiques.

COMPOSE NOTE AROMATIQUE PRECURSEUR PROBABLE
THIOLS
Sulfure (HS) Oeuf pourri Cystéine
Méthanethiol (MTL) Chou cuit, chou fermenté Méthionine
POLYSULFURES
Diméthyle disulfure (DMDS) Chou, ail, fromage MTL
Diméthyle trisulfure (DMTS) All, gaz MTL, H,S
Diméthyle tétrasulfure (DMQS Chou, fromage, ail MTL, H,S

THIOETHERS

Diméthyle sulfure (DMS)

Chou bouilli, soufré

S-méthyl méthionine, MTL

2,4-dithiapentane Ail, chou, rance, gaz Méthionine

3,4-dithiahexane Ail Méthionine

2,4,5-trithiahexane Ail Méthionine

3(methylthio)2,4-dithiapentane Ail Méthionine
THIOESTERS

S-méthyl thioacétate
S-méthyl thiopropionate
S-méthyl thiobutyrate
S-méthyl thioisovalérate
S-méthyl thioisobutyrate

Chou, fromage, crabe
Chou, fromage, ail, crabe
Chou, fromage, rance, ail

Fromage, ail, chou
Ail, fromage, chou

MTL + acétyl-CoA
MTL + propionyl-CoA
MTL + butyryl-CoA
MTL + isovaléryl-CoA
MTL + isobutyryl-CoA

ALDEHYDES

Méthional
Méthylthioacétaldehyde

Pomme de terre cuite

Pomme verte, floral, amande, champign

Méthionine
on Méthionine

Tableau 7. Les composés soufrés volatils courammemtrouvés dans le fromage

Adapté de Landauet al. (Landaudet al, 2008).

La méthionine est le principal précurseur de cor@p@mufrés volatils. La méthionine est

présente en concentration plus importante que $t¢éme (facteur 5) dans les caséines. Sa
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dégradation a donc été plus étudiée que celle dgskzine. Cependant, la cystéine joue un
réle non négligeable, notamment par la productieizy®. Ce composé aromatique soufré, qui
peut contribuer a la synthése des polysulfuresticgse pleinement a la diversité des

composés soufrés volatils. Nous allons tout d’almbsguter des voies de dégradation de la

méthionine, puis de la synthese de &

[I. C. 2. Catabolisme de la méthionine

Le principal composé soufré volatil produit a pade la méthionine est le méthanethiol.
Ce composeé peut étre produit en une ou deux étapgsremiere voie de dégradation de la
méthionine, produisant directement le méthanetesti due a une méthioninetyase (MGL)
(Spinnleret al, 2001; Bonnarmeat al, 2001). La seconde voie conduit tout d’abord a la
production d’acide 2-céto-4-méthylthiobutyrique (BM) par une transaminase, puis au
méthanethiol soit sous I'action d’'une KMBA-déméthse soit par voie chimique (Bonnarme
et al, 2000).

Premiére voie de dégradation de la méthionine

ChezBrevibacterium linensette réaction semble étre la principale voie @égradation de
la méthionine. En effet, la disruption du géne egeur la MGL entraine une diminution de
97% de la production de CSVs (Amaréhnal, 2004). L’expression de ce géne est induit en
présence de méthionine ou de peptides contenalst oethionine (Ferchichet al, 1985;
Amarita et al, 2004). De plus, la concentration de méthionibeclidans le lait semble étre
suffisante pour stimuler l'activité de la MGL (Di#& Weimer, 1998b). Cette activité
enzymatique a aussi été identifiée chez d’autregehias de surface (Bonnarmaeal, 2000).

Deuxieme voie de dégradation de la méthionine

La premiére étape de cette voie de dégradatiotigenpar la transamination de la
méthionine par une aminotransférase, conduit arladtion d'unu-cétoacide, I'acide 2-céto-
4-méthylthiobutyrique (KMBA). La transamination m&site la présence d'un accepteur de
groupement amine, qui est généralememicétoglutarate. Ce dernier sera transformé en

glutamate lors de la réaction.

Il n'y a pas de transaminase spécifique de la maihé chez les levures. Cependant les
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transaminases ont souvent des spécificités asggzs)an particulier celles des acides aminés
branchés ou aromatiques. Ainsi, certaines aminsfiasses possedent une affinité

significative pour la méthionine en plus de lewbstrats préférentiels. Les aminotransférases
ont la particularité de pouvoir participer aussrbiau catabolisme qu’a la biosynthése des

acides aminés.

Le KMBA produit lors de la transamination subit w@meéthiolation pendant la deuxieme
étape de cette voie de dégradation. Cette dématioio] conduisant a la production de
méthanethiol, serait soit enzymatique soit chimiqdefi et al, 2003). Les activités
méthionine amintransférase et KMBA-déméthiolase &gt détectées chez les levuf@s
candidum Kluyveromycessp., D. Hansenij Y. lipolytica et S. cerevisiagBonnarmeet al,
2001; Arfi et al, 2002, 2003; Kagklet al, 2006a). Cependant, I'accumulation de KMBA
chezG. candidumet Kluyveromycesp. suggere que l'activité méthionine aminotraresfé
est de loin la plus importante chez ces micro-asyaes.

Les aminotransférases de certaines levures onetéidiées pour leur activité sur la
méthionine. Ces données sont récapitulées TablealoBcernant I'activite KMBA-

déméthiolase, aucune enzyme n’a encore été icmitifi

Voie de Ehrlich

Le KMBA peut aussi étre dégradé selon la voie diehr(Hazelwoodet al, 2008). Cette
voie de dégradation des acides aminés, condug antres a la production de méthional et de
méthionol dans le cas de la méthionine. L’enzynspaasable de la production de méthional

chezS. cerevisia@st la phénylpyruvate décarboxylase (codéeApaD1( (Tableau 8).

Le méthanethiol : un précurseur de composés soudtésils

La biosynthése de la plupart des CSVs dans le fyenest associée a la production de
MTL par la microflore d’affinage. Le MTL est le pndérseur d’autres CSVs tels que le sulfure
de diméthyle (DMS), le diméthyle de disulfure (DMPD%& diméthyle de trisulfure (DMTS)
ou le diméthyle de tétrasulfure (DMQS) mais auss $fméthylthioesters (Helinclet al,
2000; Arfi et al, 2002, 2006). Les voies de synthése des composé®s sont récapitulées
Figure 17.
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Tableau 8. Geénes impliqués dans catabolisme méthioe chez les levures technologiques.

Organisme Genes testés Technique

Méthionine — KMBA

Geénes impliqués | f&énces

Yarrowia lipolytica

YIBAT1

Surproduction par clonage

YIBAT1

(Bondaret al, 2005)

Kluyveromyces lactis

KIAROS-1
KIAROS8-2
KIARO9
KIBAT1
KIAAT1
KIAAT2

Surproduction par clonage

KIAROS-1
KIAROS8-2

(Kagkli et al, 2006a)

Debaryomyces hansenii
Klu yveromyces marxianus
Yarrowia lipolytica

DhARO8(3génes)
DhBAT2
KIBAT1

KIAROS8-1
KIARO8-2
KIARO9
YIAROS8
YIARO9
YIBAT1
YIBAT2

Transcriptomique

YIAROS8
YIBAT2

(Choletet al, 2007)

Yarrowia lipolytica

YIARO8
YIARO9
YIBAT1
YIBAT2

Transcriptomique

YIARO8
YIBAT1
YIBAT2

(Choletet al, 2008)

KMBA — Mét

Saccharomyces cerevisiae

ScARO10
ScPDC1
ScPDC5
ScPDC6
ScTHI3

Construction de mutants

ScARO10

(Perpéteet al, 2006)
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Transaminases
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Démeéthiolase R Démeéthiolase :
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Figure 17. Voies de synthése des composés soufr@gadir de la méthionine et de la cystéine.

En bleu: Dégradation de la méthionine et de la cystémare étape. En Ros®égradation de la méthionine et de la cystémdeaux étapes
En violet: Voie d’Ehrlich. En orange Composés soufrés produits a partir du méthaslezhide I'H;S.

Fleches pleines et noms en noEnzymes identifiées. Fleches en pointillés ehs@n gris Enzymes non identifiées.
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[l. C. 3. Sulfite, sulfure et cystéine

Le sulfite et le sulfure ont fait I'objet de nomhbees études, notamment lors des processus
de fabrication du vin. En effet ces deux composgs,sont des intermédiaires de la voie
d’assimilation du sulfate (Figure 4), ont des ct#astiques influencant fortement la qualité
de ces produits. La présence de sulfite est relséerpour ses propriétés de conservateur et
d’agent antimicrobien, tandis que le sulfure, faode pour la flaveur des fromages, doit étre

limité dans le vin ou il cause des défauts d’arGmes

Les molécules de la voie dassimilation du sulfa@nt toxiques lorsqu’elles sont
accumulées. Il n'est donc pas surprenant d’obsedesr exportateurs de sulfite chez les
micro-organismes. L’exportateur d®. cerevisiae codé parSSU1 est sous contrdle de
I'activateur transcriptionnel codé pBZF1 (Park & Bakalinsky, 2000). Ces génes jouent un
réle primordial dans la résistance au sulfite (Avr& Bakalinsky, 1997). Le géne codant
'exporteur de sulfite a aussi été identifié ch&gpergillus fumigatusinsi que chez les
dermatophytes étudié3 richophyton rubrunet Arthroderma benhamigelLes génes codant
les exportateurs de sulfite sont nettement plussti@s chez les dermatophytes que chez
fumigatus Cette observation a été reliée a la pathogéniste dermatophytes. En effet, le
sulfite excrété faciliterait la dégradation de &dtine par les protéases en réduisant les ponts

disulfures (cystine) en cystéine et S-sulphocystéirchennet al, 2007).

Lors de la fermentation alcoolique le sulfite déite produit a partir de la fin de phase
exponentielle. L’effet réducteur du sulfite en diebte fermentation cause en effet des défauts
d’arébmes, notament dans la biére (Dufour, 1991)ezC8&. cerevisiagla surexpression
simultanée deMET14 et SSU1 conduit a une augmentation de la production détesul
(Donalies & Stahl, 2002) (Figure 18). Pour contremales défauts d’ardmes, la surexpression
de ces genes a été mise sous contréle de promaetives uniquement en fin de phase

exponentielle et en phase stationnaire.
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l MET3
APS
$ MET14
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l MET16 SSuU1
(HL' -
Sulfite ) Sulfite
* MET5
MET10
H,S

Méthionine
Cystéine

Figure 18. Surproduction de sulfite ches. cerevisiae
En orange génes dont la surexpression provoque une augti@mtle production de sulfite.

D’aprés Donalies (Donalies & Stahl, 2002).

La quantité d’HS produite peut aussi étre influencée génétiquerhandélétion des genes
MET1, MET8 MET5 et MET1Q codant pour des enzymes directement liées anithese de
sulfure, conduit de facon logique a I'absence delpction d’HS (Linderholmet al, 2008)
(Figure 19). L'HS étant néfaste pour la qualité du vin, des soudee$. cerevisiae
technologiques ont été mutées et étudiées pourfagle production d’HS. Ainsi certains
acides aminés de la sulfite réductase (codée Miafr5 et MET10 sont clefs pour la
production d’'HS (Cordenteet al, 2009). En effet, leur mutation provoque une diion de
la production d’'HS de 50 a 99%.

La formation d’HS est augmentée par la délétion des geit@l2, HOM6, MET17, CYS4
et SER33(Figure 19). Ces géenes codent pour des enzymeéesediu metabolisme du soufre,

qui interviennent au niveau de I’homocystéine,gust aval du sulfure.
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S-Adenosylhomocysteine
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MES] i SAMI

GSH2
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— Met-tRNA - /
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Figure 19. Génes impliqués dans la production d'k6 chezS. cerevisiae
En rose: Génes dont la mutation provoque une augmentdtda production d'kS.
En bleu: Génes dont la mutation provoque une diminutiemedproduction d’kS.

D’apres Linderholnet al. (Linderholmet al, 2008).

Alors que dans le vin et la biere b8 proviendrait majoritairement de I'assimilation du
sulfate inorganique (sulfate, sulfite) par le métame des levures telles q&e cerevisiae
(Thomas & Surdin-Kerjan, 1997; Landawd al, 2008), la présence de sulfure dans le
fromage serait principalement due a la désulfunadi® la cystéine lors de I'affinage (Landaud
et al, 2008). En effet, le caillé étant pauvre en galf production d’bS a partir de la voie
d’assimilation du sulfate doit étre tres faible. dégradation de la cystéine se ferait par des
voies analogues a celles de la méthionine (Figdyedhez les bactéries, la dégradation serait
due a une déméthiolation directe tandis qu’elleaiseconsécutive a une étape de
transamination (déméthiolation du mercaptopyruvatedz les levures (del Castillo-Lozano,
2007). Il a été démontré que chez ces micro-orgassl’ajout de cystéine dans le milieu de
culture a pour conséquence une augmentation dss ljptoduit, directement corrélée a la
consommation de la cystéine. La sélection de s@udbdevures et bactéries sur leur capacité
a produire de I'HS a grandement été facilitée par le développemanedouvelle technique

permettant de quantifier I'¥$ produit (del Castillo Lozanet al, 2007).
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II. D. L'écosysteme : interactions et communication cellaire

Chague écosysteme est composé d'une grande dévedsit micro-organismes. La
complexité de I'écosystéme est fortement liée aecdiversité, ainsi qu’aux interactions
microbiennes qui en résultent. Bonaitial. (Bonaitiet al, 2005) ont mis au point un fromage
modele (type livarot) dont la flore microbienne té éduite a 10 micro-organismes. Cette
combinaison microbienne, suffisante pour maintdes qualités olfactives du produit, a
permis de simplifier I'étude de I'écosysteme frommagen identifiant les partenaires
indispensables (Bonaiit al, 2005). L'importance des interactions microbienaesussi été
mise en évidence lors de la fabrication du vin (Hbeal, 2006). En effet, un vin provenant
de la fermentation par une combinaison de souckeSadcharomyceprésente un profil
aromatique différent du vin obtenu par le mélange dns provenant de la fermentation par

les mono-cultures.

Dans cette section, nous présenterons les difergmies d’'interactions microbiennes
connues a travers des exemples liés aux proditiesr$a Nous aborderons aussi les moyens

de communication intra- et inter-espéces via d@sasix chimiques spécifiques.

II. D. 1. Interactions microbiennes

Dans les produits laitiers, I'évolution des corah physico-chimiques et la disponibilité
en nutriments influencent fortement le développenties micro-organismes. Ainsi, tout au
long du processus de fabrication on observe unardiue particuliere a chaque population :
certains micro-organismes se multiplient activemantlis que d’autres tendent a disparaitre.
Les interactions observées dans des cultures mpeegent étre classées en cinq catégories
(Tableau 9), qui seront décrites de la plus néfadte plus bénéfiqgue dans les paragraphes

suivants.
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PRODUIT LAITIER

MICRO-ORGANISMES

REFERENCES

Yaourt

Produits laitiers

COMPETITION (A-, B-)

S. thermophilud.. delbrueckiisubsppulgaricus

Levures, bactéries

(Zourariet al, 1992)

(Narvhus & Gadaga, 2003)
(Nouailleet al, 2009)

Produits laitiers

Yaourt

Surface de fromage affiné

AMENSALISME (A=, B-)
Bactéries lactiquéssteria monocytogenes

S. thermophilud_. delbrueckiisubsp,
bulgaricus

Lactobacillus plantarunListeria
monocytogenes

(Balasubramanyam & Varadaraj, 1998)

(Balasubramanyam & Varadaraj, 1994
(Benkerrourret al, 2002)

(Loessneet al, 2003)

Lait

PARASITISME (A+, B-)

Bactéries, phages

(Brussow, 2001)
(Sturino & Klaenhammer, 2004)

Produits laitiers

Yaourt
Yaourt et produits laitiers

Lait

Surface de fromage affiné

Lait fermenté, yaourt,
fromage

COMMENSALISME (A+, B=)

Bactéries lactiques

S. thermophilud_. delbrueckiisubsppulgaricus,

bactérie propionique

Bactéries lactiquestbees propioniques
Levures, bactéries

Bactéries lactigue®ebaryomyces hansenii
Geotrichum candidumArthrobactersp.
Brevibacterium linensCorynebacterium

ammoniagengstaphylococci

Levures, bactéries

(Narvhus & Gadaga, 2003)
(Xu et al, 2005)

(Xu et al, 2005)

(Xu et al, 2005)

(Narvhus & Gadaga, 2003)
(Gadageet al, 2001)

(Mounieret al, 2005)

(Viljoen, 2001)

Yaourt

Produits laitiers

Lait

Surface de fromage affiné

MUTUALISME (A+, B+)
S. thermophilud_. delbrueckiisubsppulgaricus

Bactéries lactiques

Bactéries lactiques + Levures

Différents types de moisissures, levures et

bactéries

(Courtin & Rul, 2004)
(Herve-Jimeneet al, 2009)

(Narvhus & Gadaga, 2003)

(Narvhus & Gadaga, 2003)

(Corsettiet al, 2001)

Tableau 9 Interactions microbiennes dans les produits laities

A : Micro-organisme 1 B : Micro-organisme 2 5 : effet négatif = : pas d'effet + : effet positif.

D’'aprés Sieuwertst al. (Sieuwertset al, 2008).

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

80

)



Compétition
Lorsque plusieurs micro-organismes sont présemts da méme milieu, ils peuvent entrer

en compétition pour certains nutriments. Ce typetefaction est donc préjudiciable pour les

deux populations, surtout si la ressource viséere$tible concentration.

Dans les produits laitiers, les acides aminés seséntiellement sous forme de caséines.
L’accessibilité a la source d’azote est donc souviemtante, et les micro-organismes se
retrouvent en compétition pour la faible fractidaaides aminés et de peptides libres (Juillard
et al, 1995, 1996; Sieuwerts al, 2008). Ainsi, les micro-organismes capables dgater
les caséines (protéases, peptidases et transmramt généralement dominants dans les

produits laitiers.

En présence d8taphylococcus xylosuls croissance de la levukarrowia lipolyticaest
fortement inhibée. Ces micro-organismes entreragmtcompétition pour certains acides
aminés (glutamate, prolineistidine, aspartate, alanine, thréonine, serirgdyetne) (Mansour
et al, 2009). Cette hypothese est soutenue par ledai¥ glipolytica,qui est particulierement
adaptée a la protéolyse, utilise préférentiellenientacides aminés libres comme source de

carbone par rapport au lactate (Mansetwal,, 2008).

Certains genres bactériens retrouvés dans I'éamgstfromager Brevibacterium
Arthrobacter, Corynebacterium gspossédent des systemes spécifiques (sidérophmras)
capter le fer, (Noordmaet al, 2006; Mounieret al, 2009). Ceci suggere I'existence d’'une
compétition pour le fer, celui-ci étant en faiblencentration dans les produits laitiers
(Gaucheron F., 2000).

Amensalisme

On parle d’amensalisme lorsque la croissance dignororganisme inhibe celle des autres
sans en obtenir de bénéfices. Cette inhibitionlt€@n général de la production de certains
métabolites tels que le lactate, I'acétate et mertagents antimicrobiens (bactériocines)
(Caplice & Fitzgerald, 1999; van de Guchteal, 2001; Sieuwertst al, 2008).

Les interactions de type amensalisme sont obseda¥esles produits laitiers. En effet, les
bactéries lactiques produisent du lactate (voiedfermentaire) ou un mélange de lactate et

d’acétate (voie hétérofermentaire) lors de la fertagon du lactose.
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Ces acides organiques baissent le pH conduisasit ailinhibition de la croissance des
bactéries appartenant au gehrsteria, Staphylococcusu Clostridiumet des bactéries des
flores de surface acido-sensibles (Oh & Marsh&B3t Holzapfelet al, 1995; Dahlet al,
2000).

Parasitisme

Le parasitisme est une interaction ou un micro4usyae tire profit d'un autre au dépend
de ce dernier. Les bactériophages des bactériggjuas sont un exemple connu de
parasitisme. Lors de la fermentation, les phagesegm@ subitement conduire a la lyse des
souches dominantes, causant ainsi une altératiorprdduit fermenté mais aussi des
importantes pertes économiques pour les indus{i@&uwertset al, 2008). Néanmoins, les
phages portent dans leur génome des séquencestip@tmes transferts horizontaux de
génes entre populations bactériennes et accéletent le processus d’évolution des
communautés bactériennes. lls contribuent a larsli¢edes cultures fermentaires mixtes
(Weinbauer & Rassoulzadegan, 2004; Weinbauer, 2004)

Commensalisme

Le commensalisme est une interaction ou un micgasisme bénéficie de la présence
d'un autre, sans que ce dernier en tire profit (Bexts et al, 2008). Différentes études
montrent I'impact positif des levures, principaleth®. hanseniiet G. candidumdans la
désacidification du fromage et donc dans I'impldota de bactéries acido-tolérantes. Ses
levures consomment le lactate produit par les biastéactiques dans le caillé et dégradent les
acides aminés libérant ainsi des métabolites akakls que 'ammoniac. Ainsi, la flore
bactérienne aérobie acido-sensible qui in@utaurantiacum Arthrobacter spp, C. casel,
Micrococci et Staphylococgeut se développer (Mouniet al, 2008). Les levures et les
bactéries lactiques sont également capables diexadés nucléotides, des peptides ou des
meétabolites servant de substrats aux bactériesrfgcs contribuant au développement de la
flore bactérienne (Roostita & Fleet, 1996b; Adelisal, 2001; Toelstede & Hofmann, 2009).
Penicilium roquefortii Y. lipolytica et C. catenulataproduisent dans le camembert ou les
fromages bleus, des acides aminés libres et desgleemui favorisent la croissance de la

flore bactérienne présente. Dans les fromageseapéssée cuite, les bactéries propioniques
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se développent grace a l'utilisation de l'acidetitpee produit par les bactéries lactiques
(Sieuwertset al, 2008).

Mutualisme

Le mutualisme est une interaction dans laquelles ti@$ micro-organismes impliqués
obtiennent un bénéfice. L’interaction en8ethermophilugt Lactobacillus delbruecksubsp.
bulgaricus bien que tres complexe, peut étre classée damsitigalisme. En effet, la vitesse
d’acidification et la croissance de ces deux mammganismes dans le lait sont stimulées en
cocultures (Amoroset al, 1989; Spinnler & Corrieu, 1989; Herve-Jimereal, 2008).

Les hypothéses avancées pour expliquer ce phénosmmnerécapitulées Figure 20. En
premier lieu, la forte capacité protéolytiqueldedelbrueckiisubsp bulgaricusaurait un effet
positif sur la croissance & thermophilupar la libération d’acides aminés libres a paltis
caséines (Abu-Tarboush, 1996). A son tdkirthermophilustimulerait la croissance de

delbrueckiisubsp bulgaricus par la production de différents produits tels tméioz, I'acide

formique ou l'acide folique (Ascon-Reyext al, 1995). En effetL. delbrueckii subsp.
bulgaricus est incapable de produire ces deux acides im@iglens la biosynthése des
purines. Ainsi,L. delbrueckiisubsp.bulgaricusles assimilerait afin de produire les purines

nécessaire a son développement.

Une étude récente semble étayer cette hypotheseff&n lorsquel. delbrueckiisubsp.
bulgaricusesten présence d8. thermophiluscette derniére réprime la voie de biosynthése
des purines et sur-exprime un géne codant pouratgipe potentiellement impliquée dans le
transport de xanthine et/ou uracile (Herve-Jimestesd, 2008). Les auteurs suggerent que
delbrueckii subsp.bulgaricus produit les purines et les excrete dans le milielles sont

ensuite assimilées p&r thermophilugHerve-Jimeneet al, 2008).
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Figure 20. Exemple de mutualisme entr&. thermophiluset L. delbrueckiisubsp.bulgaricus.

[I. D. 2. Communication cellulaire : le quorum sensing

La communication entre les micro-organismes via slgeaux chimiques, bien étudiée
chez les bactéries, est encore peu connue chdeviees. Monds et O'Toole (Monds &
O'Toole, 2009) ont proposé une méthodologie poantifier ces interactions : i) le signal
excrété doit étre bien identifié ; ii) le signalt eoon toxique pour la cellule cible aux
concentrations physiologiques ; iii) il doit existen mécanisme qui capte le signal et entraine
une réponse spécifique iv) cette réponse est dadealu signal excrété ; v) un signal purifié
reproduit la méme réponse dans les conditions plogaques ; vi) le signal est captable par la

communauté.

Communication intra-espece

La communication intra-espéce via des moléculesiichies (auto-inducteurs) répond en
général a une densité cellulaire particuliere daroaorganisme donné. Par conséquent, ce

mécanisme a été nomme le quorum sensing (SprafMaa&ns, 2006).

Chez les bactéries a Gram négatif, une enzyme é&ysghune molécule de type Acyl-
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Homoseérine Lactone (AHL) qui se fixe sur un régelatde type LuxR. Le complexe LuxR-

AHL se lie a 'ADN et induit la transcription desiges cibles (Waters & Bassler, 2005)
(Figure 21-A). Chaque complexe est spécifique dhiaoro-organisme, permettant ainsi une
communication intra-espece souvent associée a éteetibn de la densité cellulaire, et dans

le cas de bactéries pathogenes a une inducticactiEufs de virulence.

Chez les bactéries a Gram-positif, la communicatienfait via des peptides et le plus
souvent d’'un systéeme a deux composants (Figure 20ABjters & Bassler, 2005). Ce
systéme est composé d’'une protéine histidine kinppelée senseur qui transmet le signal a
un régulateur. Suite a la fixation du peptide susénseur qui possede un domaine récepteur
du signal et un domaine d’autophosphorylation ecetotéine se phosphoryle puis transfére le
groupement phosphate vers le domaine receveurgldatéur de réponse. La majorité des
régulateurs de réponse ainsi activés vont se ligtea régions d'ADN pour controler

I'expression des génes cibles.

2 : Régulateur

A B
' AHL I Peptides Al
/ I 4 \ Systeme a deux composants
1: Senseur
ABC transporteur

-~
l

|
® ©® b
8882008 Genes cibles
N s

Geénes ciblesj Qrécurseur des peptides Al /

Figure 21. Mécanismes du Quorum Sensing.

A : Chez les bactéries a Gram négatif

B : Chez les bactéries a gram positif

AHL : Acyl-Homoserine Lactonéil : Auto-InducteursH : HistidineD : Aspartate P : Phosphorylation
Adapté de Rainat al. (Rainaet al, 2009).

Quelgues exemples de quorum sensing sont récapifidéleau 10. Les exemples en

rapport avec I'alimentation et les levures sonaillés dans les paragraphes suivants.
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Micro-organisme Type de signal Réponse

Gram-négatif Vibrio fischeri AHL Bioluminescence

Gram-négatif| Pseudomonas aeruginosd AHL Virulence

Bactériocine

Gram-négatif | Lactococcus lactissp.lactis Protéine d’'immunité, mort des cellules cibje

(nisine)
N _ Population faible adhérence et colonisatign
Gram-positif Staphylococcus aureus Peptide ] ) i
Population forte toxines et protéases
] ] (1) Tyrosol Population faible (1) filamentation

Levure Candida albicans ] ]

(2) Farnesol Population forte (2) sporulation
Levure Saccharomyces cerevisiae Phénylethanol Morphologie cellulaire

Tryptophol

Tableau 10. Exemples de Quorum Sensing.

Le quorum sensing a été observé chez certainehe®wdel. lactis ssp.lactis. Cette
bactérie alimentaire produit une bactériocine dwrgelantibiotique : la nisine. Les
lantibiotiques sont des peptides qui contiennest atddes aminés inhabituels généralement
soufrés modifiés post-traductionnellement comméatdhionine et la-méthyl lanthionine
(McAuliffe et al, 2001). La nisine est a la fois la molécule durgoosensing, contrdlant
ainsi son transport, sa propre régulation ainsiaglie des genes impliqgués dans I'immunité,
mais aussi la réponse au quorum sensing par semedbactériocine. La nisine tue les micro-
organismes ne possédant pas le systeme dimmunitéornant des pores dans leur
membrane cellulaire (Entian & de Vos, 1996; Kleemdm, 2004).

Candida albicansest la levure la plus étudiée pour les phénomédeeguorum sensing.
Cette levure est un champignon pathogene humaiorghque (mycélium et spores). Deux
molécules de « quorum sensing » contrblent sa nogegatese (Figure 22-A et -B). Le tyrosol
active la croissance et induit la formation du niyeé a faible densité cellulaire, tandis que
le farnesol inhibe la forme filamenteuse a hautesidé cellulaire. Le farnesol est sécrété
proportionnellement a la quantité de cellules danganilieu, ce qui permet au micro-
organisme d’évaluer sa concentration cellulairer(idg et al, 2001; Nickersoret al, 2006).

Un ajout de tyrosol dans le milieu réduit la phdselatence et induit la forme filamenteuse
(Chenet al, 2004). La réponse d€. albicansface au farnesol a été étudié en parallele
morphologiquement et transcriptonnellement, ouvrdat nouvelles perspectives sur la

compréhension de ce phénomeéne (€aal, 2005).

S. cerevisiagproduit deux alcools aromatiques impliqués dangjderum sensing : le
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phényléthanol et le tryptophol. La production de n®lécules, qui exercent un rétrocontrole
sur leur production respective, semble étre déperdie la densité cellulaire (Chen & Fink,
2006). Le phényléthanol et le tryptophol sont insllors d’'une carence en azote, provoquant
des changements morphologiques ainsi que l'indactio géeneFLO11, impliqgué dans le
phénomene de floculation. Le tryptophol et le tgptant des molécules produites par la voie
d’Ehrlich, lors de la dégradation du tryptophaneleta tyrosine respectivement (Hazelwood
et al, 2008).

L’ammoniac pourrait aussi étre une molécule du gomosensing chez les levures (Palkovéa
& Vachova, 2003). En cas de carence azotée, onnabsee augmentation du pH en
corrélation avec la production d’ammoniac. Cetalatisation induit une inhibition de la
croissance des levures qui rentrent ainsi en plas&atence, permettant aux levures de
minimiser leur consommation d’énergie et donc @éplus résistantes face au stress
nutritionnel. Une fois la carence azotée levéertalpction d’ammoniac se réduit, provoquant
une chute de pH et une induction de la croissaasdeyures (Palkova & Vachova, 2003). De
plus, linhibition de I'expansion des mycéliums @ candidumdans un caillé modele
pourrait étre due a la production d’ammoniac Parlipolytica (Mounier et al, 2008).
L’ammoniac jouerait aussi un rbéle dans la mort utaite programmée des levures. Ce
systéme, surprenant chez des organismes unicedgigirend tout son sens via le quorum
sensing. En cas de carence nutritionnelle &hezerevisiaeles levures situées au cceur de la
colonie meurent, libérant ainsi des nutrimentspinfit du reste de la colonie. Il a été mis en
évidence que les colonies formées par des levmeapables de produire de I'ammoniac

meurent plus rapidement (Vachova & Palkova, 2005).

Communication inter-espéces

La communication inter-espéces impliqguant des sigrehimiques entre les bactéries et
les levures est tres peu connue. Certaines motade« quorum sensing » comme des
bactériocines jouent un réle indirect sur cetterattion mais d’autres sont capables d’agir
directement sur le «quorum sensing » d’'une aus@eee. Le cas le mieux étudié est
I'interaction entreP. aeruginosaet C. albicans Ces micro-organismes sont des pathogénes
opportunistes généralement présents dans les Ssteraspiratoires de personnes

immunodéprimeées.

P. aeruginosagproduit une Acyl-Homosérine Lactone (AHL) qui indla production de
facteurs de virulence dont des protéines respoesatbd son adhésion aux cellules. Ces
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protéines conferent &. aeruginosala capacité de se fixer uniquement sur la forme
filamenteuse d€. albicanset peut tuer la levure grace a ses facteurs deenire. Mais la
levure est capable d’intercepter I'AHL produite paraeruginosaet, pour se défendr€.
albicans va favoriser la formation de spores par la pradactle farnesol (Hogaet al,
2004). De plus, la production de farnesol par laile réprime les génes impliqués dans le
« quorum sensing » d@. aeruginosaCes deux micro-organismes ont donc mis en place un
systéme complexe via une signalétigue moléculaiideyr assure une co-existence au sein
d’'un environnement donné (Figure 22-C). Cet exemmpbatre la complexité qui existe dans
les phénoménes de communication inter-espécesegianblécules chimiques (De Sordi &
Muhlschlegel, 2009).

(/ A/ Interaction intra-espéce chezC. albicans C/ Interaction inter-especes )

Densité cellulaire / Candida albicans
A

Spore /m

. Qs
Filament Tyrosol

L > Temps

W
@ S

(6) r @
\ Farnesol

Farnesol \ (7) ) Mortde |

@ |c. abicans !
(flament) |

—-—— o o = = -

-

\-

=

Inhibition du QS AHL

chezP. aeruginos

(B/ Interaction intra-espéce che®. aeruginosal

Densité cellulaire
A

Virulence AHL

QS @)

e e ]

> Temps

\ Pseudomonas aeruginosa P

U

.

Figure 22. Communication intra- et inter-especes.
QS : Quorum SensingAHL : Acyl-Homosérine Lactone.

(1) (2) : Equilibre entre la forme filament (bastensité cellulaire) sous I'action du tyrosol etfdame spore
(haute densité cellulaire) @& albicanssous I'action respective du tyrosol et du farnesol

(3) : Stimulation des facteurs de virulenceRleaeruginosasous I'action de 'AHL. (4) P. aeruginosactivé
par 'AHL tue C. albicanssous forme filament.

(5) : C. abicanscapte 'AHL produitpar P. aeruginosa(6) : La détection de I’AHL provoque le productide
farnesol pacC. abicans déplacant I'équilibre vers la forme spore. (£g:farnesol inhibe le quorum sensing [de
P. aeruginosa
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Pour conclure, la transformation du lait en fromaggulte de hombreux savoir-faire ainsi
gue du développement d'un écosystéeme microbien lex®p Chaque partenaire de cet
écosysteme joue un rdle important dans la genesajaités organoleptiques fromageres,
notamment par la modification des propriétés plogsitimiques (lait ; caillé ; fromage) et par
la production de composés aromatiques. Parmi cd&cmies, les composés soufrés volatils
jouent un réle primordial dans la flaveur des frgesm a pate molle a crolte lavée. La
complexité du milieu (lait), des procédés de fadtian et de I'écosysteme rend 'étude des
micro-organismes difficile.

Afin d'obtenir des données génériques sur les mocganismes d'affinage, leur
interaction, ainsi que sur la genése des compaséisés volatils, nous avons choisi de

structurer ce travail en trois temps :

- Reéalisation d'un bilan de I'état des connaissaneeseconstitution des voies du

meétabolisme du soufre chez les levures hémiascdes/par analyse silico.

- Etude approfondie du métabolisme du soufre chex dewures hémiascomycetes,
Kluyveromyces lactieet Yarrowia lipolytica par une combinaison de techniques
exploratoires (Transcriptome, Métabolome, Chromaplgie en phase Gazeuse

coupée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS)).

- Etude de l'interaction entre deux micro-organisrdegfinages,Kluyveromyces lactis
et Brevibacterium aurantiacunpar une approche transcriptomique couplée a yaeal

des modifications physiologiques et biochimiques.
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|. Métabolisme du soufre chez les levures hémiascomyes

[. A. Introduction

Les levures du phylum des hémiascomycetes sontréspgar de grandes distances
évolutives. Ces organismes eucaryotes unicelldapessédant une organisation et un niveau
de complexité similaires, sont une ressource iagamte pour I'étude de I'évolution du

meétabolisme notamment grace a la disponibilitéaabreux génomes séquences.

Nous avons tout d'abord choisi de faire un bilas dennaissances du métabolisme du
soufre chezYarrowia lipolytica la levure étudiée la plus divergente de la levmedéle
Saccharomyces cerevisiagette levure est étudiée notamment pour ces itépac produire
des composés soufrés volatils via le catabolismead®les aminés soufrés. Ces données sont

présentées dans la section I. B.

Les connaissances des voies de biosynthese dess amminés et autres intermédiaires
soufrés chezy. lipolytica s’appuient essentiellement sur celles généréed'édiade deS.
cerevisiae Cependanty. lipolytica est phylogénétiquement plus proche des champignons
filamenteux. Nous avons donc réalisé une étude ogiylétique du phylum des
hémiascomycetes (sur 11 levures dont les génomas s&guencés et annotés) en nous
appuyant sur les connaissances du métabolisme ufte sthezS. cerevisiagmais aussi sur
d’autres micro-organismes modéleSchizosaccharomyces pombéeurospora crasseet
Emericella nidulansLes résultats de cette étude, qui nous a periaigid une vision du

meétabolisme du soufre a travers le phylum entart présentés dans la section I. C.
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l. B. Article n°1 : Métabolisme du soufre chez la levdiafinage
Yarrowia lipolytica

Sulphur metabolism of the cheese-ripening yea¥tarrowia lipolytica

Agnés Hébeft’, Jean Marie BeckeriéhSophie Landauld Pascal Bonnarme

'AgroParisTech-INRA, UMR782 Génie et MicrobiologiesdProcédés Alimentaires,
?AgroParisTech-INRA, UMR1319 Micalis, 78850 Thiver@rignon, France

* Corresponding author. Phone: +33 (0)1 30 81 53R3&: +33 (0)1 30 81 55 97. E-mail:

bonnarme@grignon.inra.fr

Abstract

Due to their importance in flavouring capacitiegy:(g@roduction of volatile sulphur
compounds (VSCs)), their role in redox regulati@y:(production of thiols), and their
possible role in microbial interactions, sulphumgmunds play a key role in traditional
fermented products. A better knowledge and comfdheir microbial production is therefore
of major interest not only to maintain the high kjyaof these foodstuffs, but also to get
generic knowledge on sulphur metabolism in the ofial world. Yarrowia lipolyticais a
commonly found yeast in numerous cheeses, and nig/netic feature gives this
microorganism a competitive superiority over otlgeasts species found in cheese. Several
studies have shown that this yeast could efficjeddgrade sulphur aminoacids, leading to

VSCs production.

The main knowledge oN. lipolytica sulphur metabolism is presented in this chapter. A
metabolic reconstruction of. lipolyticasulphur metabolism is first presented. The common
occurrence ofY. lipolyticain cheeses is demonstrated together with the itapoe of VSCs
in cheese flavouring. Then, L-methionine and L-eyst catabolisms state of the art is
presented. Likelyy. lipolytica L-methionine and L-cysteine degradation pathways aso
presented.

Keywords Yarrowia lipolyticg Sulphur metabolism; Volatile sulphur compounds;

transcriptome; L-methionine; transamination; biouleal pathway.
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1 Introduction

Yarrowia lipolyticais one of the most extensively studied non-corieeat yeasts for it is
quite different from other intensively studied ytsasike Saccharomyces cerevisiadis
ecological niche encompasses lipid-rich food likargarine, olive oil and chees#..
lipolytica is non-pathogenic to human and has been appravest¥eral industrial processes.
It is the only species recognized within tifarrowia genus (Barnetét al. 2000). It is an
obligate aerobe which secretes large amounts ebusmetabolites and enzymes. On rich
media, it naturally secretes an alkaline proteaseatral pH or an acidic protease at low pH.
Secreted RNase, phosphatase, lipase and esteresealse detected under diverse growth
conditions (Barth and Gaillardin 1997). These cbimastic features give this microorganism
a competitive superiority over other yeasts spefdard in various habitats including cheese
(see § 3). As a consequente lipolyticawhich develops on the cheese surface constitutes an
adventitious microorganism from the cheese enviemngeg: brine, ripening shelves, and
personnel), and they rapidly outhumber the comrakmiltures (Mouniert al. 2006). Y.
lipolytica is a ubiquitous, naturally developing yeast in mahgeses (Corsettit al. 2001;
Cosentincet al. 2001), and constitutes a part of the cheese surfacroflora. Its adventitious
nature and its enzymatic activities make it a goaddidate for ripening. Due to its efficient
productivity, this yeast has been used for the gnagmn of cheese flavour compounds.
Among flavour compounds, volatile sulphur compou(dSCs) are estimated to represent
about 10% of of the volatile components detectetbod and beverages (Boelans and van
Gemert 1993). Such compounds are commonly foundiairy products, especially ripened
cheeses (Berget al. 1999). Their low odour thresholds make them imgadrcontributors to
the odour and aroma of cheeses and may partidipdahe organoleptic properties of cheeses
(Boelans and van Gemert 1993). However, the methdeading to the synthesis of VSCs
and related sulphur metabolism has been, untilntggehe subject of limited investigation.
In cheese, VSCs essentially arise from L-methiorand L-cysteine a 1:5 L-cysteine/L-
methionine proportion was found in cas@ioodet al. 1985)- which are the major sulphur-

bearing precursors found in casein.

L-methionine being the main sulphur amino acid fbim cheese curd, its catabolism has
been extensively investigated in several cheessmg yeasts and bacteria (Bonnarehel.
2000; Bonnarmet al. 2001) with respect to VSCs production. It is wedtablished thain
the cheese ecosystedSCs primarily arise from the degradation of L-metiine to

methanethiol (MTL), the latter being subsequentbhnwerted to other sulphur-bearing
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compounds, including the MTL oxidation products dthyl disulphide (DMDS) and
dimethyl trisulphide (DMTS), and other VSCs suchtlasesters and thioethers (Landaatd
al. 2008). In yeasts, L-methionine to MTL conversiaogeeds via a two-step degradation
pathway which is initiated by an aminotransferalgding to the formation of the
transamination product 4-methylthio-2-oxobutyricidadKMBA) which is subsequently
converted to MTL. Tracing experiments enabled tentdy volatile and non volatile L-
methionine degradation intermediates and end ptedyafi et al. 2006; Bonnarmeet al.
2004). In contrast, owing tibs low levels in cheesehe study of L-cysteine catabolism has

been rather neglected until now in cheese-ripemimgoorganisms.

It has been established thét lipolyticaproduces many more VSCs than other commonly
found cheese-ripening yeasts, suchDebaryomyces hansenand Kluyveromyces lactis
(Cernat-Bondaret al. 2005; Choletet al. 2007). L-methionine an&methyl-methionine
degradation have been studied in several cheeseHngp yeasts, including’. lipolytica
Geotrichum candidunK. lactis andD. hansenii(Spinnleret al. 2001). It was found that.
lipolytica was an efficient VSCs producer leading to i) dimyet sulphide (DMS)
accumulation throughS-methyl-methionine degradation, ii) MTL, DMDS, DMT&nd
methylthioacetate (MTAc) through L-methionine detg@on.

The recent publications of the genomes of seveeaktg involved in cheese ripening,
among other¥. lipolytica(Dujonet al. 2004), opened up new opportunities to investitfate

VSCs production abilities of this yeast of greathigological interest at the molecular level.

2 Metabolic reconstruction of sulphur metabolism inYarrowia lipolytica

Fromin silico analysis of the sequenc&d lipolyticagenome, a metabolic reconstruction
of the sulphur metabolism of this yeast has beere dmd is presented below (Table 1; Figure
1). In order to efficiently assimilate sulphate nfrothe extracellular mediumyarrowia
lipolytica possesses a high affinity sulphate transpoNé&l_(0B17930)y Once in the cell,
sulphate requires several steps before it can ibeedt In fact, sulphate is too stable to be
directly incorporated into a carbon chain. Sulphat@rimarily activated and then reduced
(Figure 1, black arrows), leading to the product@nsulphide. The sulphate activation is
realized in two successive steps. First, the ATiBhauylase YALIOB08184y catalyzes the
formation of adenylyl sulphate (APS) from ATP andpbate. Secondly, the APS kinase
(YALIOEOO418Y realizes the phosphorylation of APS, producingPBA The sulphate

activation is followed by the reduction of PAPS.is'teduction requires the successive action
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of two enzymes, the PAPS reducta¥Al(10B08140y which produces sulphite, and the
sulphite reductase composed of two subumM&L|OE16368g(alpha unit); YALIOD11176g
(beta unit)), which finally leads to the productiohsulphide. The sulphide produced can be

incorporated into a carbon chain, theacetylhomoserine, to form homocysteine.

In yeasts, homocysteine plays a central role iprsul metabolism. This molecule is at the
crossroad of the transsulphuration pathway (greywa) and the methyl cycle (black arrows
intermittent line), which lead respectively to theduction of L-cysteine and L-methionine.
The reverse transsulphuration pathway renders ldedsie conversion of homocysteine to L-
cysteine via cystathionine. The enzymes involved-gysteine synthesis from homocysteine
are the cystathioninep-synthase YALIOE09108) and the cystathioniney-lyase
(YALIOF05874y The synthesis of homocysteine from L-cysteiredled transsulphuration
pathway, involves the cystathioninesynthase YALIOD17402y and the cystathioning-
lyase Y ALIOD00605y Once produced, L-cysteine may lead to the prodloiof glutathione
(black arrows dotted line), vig-glutamylcysteine. The two enzymes responsible for
glutathione biosynthesis are theglutamylcysteine synthaseYALIOE30129y and the
glutathione synthaseYALIOC17831y Glutathione is an essential molecule involved in

defense against oxidative stress.

Methionine is directly synthesized from homocysteiby the methionine synthase
(YALIOE12683y The methyl cycle leads to the production of arpartant moleculeS
adenosylmethionine (SAM) by tifeadenosylmethionine synthaséALI0B14509y SAM is
the major donor of methyl in the cell, and is ied in several metabolisms.
Methyltransferase converts SAM fadenosylhomocysteine, this latter molecule behgy t
substrate ofS-adenosylhomocysteine hydrolaséALIOF11759y which leads tode novo

homocysteine synthesis.

Interestingly,in silico analysis revealed a striking redundance of pugativmethionine
permease MUP1 and/or MUP3 genes in Y. lipolytica genome YALIOD16137g
YALIOF03498¢g YALIOF25795¢g YALIOD19646gand YALIOF07018y higher than in other
cheese-ripening yeasts genomes, laccharomyces cerevisjaéluyveromyces lactiend
Debaryomyces hanseniThe same feature is also observed with GAP1 nargéaminoacid
permease, for which seven ortholoyALI0B16522g, YALIOB19492gY ALIOB19800g
YALIOC09889gYALIOC17237gYALIOE10219g, YALIOF19866gere found inY. lipolytica
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This suggests that such aminoacid transporters ginag a competitive advantage to
Y. lipolyticg allowing it to rapidly grow on L-methionine. Imestingly, MUP1, which is a

high affinity permease, could also be involvedysteine uptake.

SULPHATE TRANSPORTER
YALIOB17930g High affinity sulphate permease
SULPHATE ASSIMILATION
YALIOB08184g ATP sulphurylase
YALIOE00418g Adenosine-5 -phosphosulphate kinase
YALIOB08140g 3'-phosphoadenylsulphate reductase
YALIOD111769g Sulphite reductase beta subunit
YALIOE16368g Sulphite reductase alpha subunit
YALIOE008369g L-homosering®-acetyltransferase
YALIOD25168g O-acetyl homoserin®-acetyl serine sulphhydrylase
METHYL CYCLE
YALIOE12683g Cobalamin-independent methionine synthase
YALIOB14509¢g S-adenosylmethionine synthetase
YALIOF11759g S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
TRANSSULPHURATION PATHWAY
YALIOE09108g Cystathionine beta-synthase
YALIOF05874g Cystathionine gamma-lyase
YALIOD17402g Cystathionine gamma-synthase
YALIOD0O0605g Cystathionine beta-lyase
GLUTATHIONE SYNTHESIS
YALIOE30129¢g Gamma glutamylcysteine synthetase
YALIOC17831g Glutathione synthetase
Table 1: Genes involved in sulphur metabolismMarrowialipolytica. The genes were identified by ansilico
comparison with the yeast mod8hccharomyceserevisiae The databases utilized are tBaccharomyces

Genome Database (http://www.yeastgenome.org/) amblBvures (http://www.genolevures.org/).
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Figure 1. Survey of sulphur metabolism inYarrowia lipolytica. Sulphate assimilation: black
arrows.Transsulphuration pathway: grey arrows. Mettycle: black arrows intermittent line. Glutath®
synthesis: black arrows dotted line.
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3 Yarrowia lipolyticain cheese ecosystems

Y. lipolyticaoccurs frequently in milk products and, owing t® high catabolic activities
(eg: proteolytic and lipolytic activities), this ees can play an important role in the
formation of aroma precursors such as aminoacatty fcids and esters, as well as their
subsequent conversion to aroma-active or otheablive compounds (Guerzoei al. 2001;
van den Tempel and Jakobsen 2000). Strains of ¢dlastyD. hanseniiand Y. lipolyticg
isolated from blue mould cheeses were examinedhfar technological characteristics and
potential use as starter cultures in cheese rigelinlipolyticawas more sensitive to NaCl
and did not assimilate lactose, contraryptdhansenii Furthermorey. lipolyticastrains were

much more lipolytic and proteolytic th@&h hanseniiivan den Tempel and Jakobsen 2000).

Due to its catabolic activitiesy. lipolytica can therefore strongly influence the
organoleptic properties of cheese through the prtiatlu of precursors from the cheese curd,
leading to aroma compounds biosynthesis duringigieming process. For instance, chemico-
physical parameters of major importance for chesgening (eg: pH, NaCl, milk fat)
markedly influenced the lipolytic activity of. lipolytica strains with substantial changes in
the free fatty acids (FFA) production profiles. BUEFA are known as potential aroma

precursors (Guerzoeit al. 2001).

Y. lipolytica has been identified in many cheeses. For instancEamembert and Brie
cheeses, although a broad spectrum of yeasts wlateid from both cheese$, lipolyticaand
D. hanseniiwere the most abundant yeast species isolatepb€¥iet al. 2003). Inthe red-
smear cheese, Livarot cheese, the microbial diyeddithe cheese surface ecosystem was
studied using culture-dependent and culture-indeégeinapproaches. It was found that
lipolytica accounted for 7.5% of the total culturable yeastrobiota (Mounieret al. 2009).
Microbial interactions occurring within a cheesecrabial community has been investigated
usingthe Lotka-Volterra model and yeasts omissions stitlh evaluate species interactions
(Mounier et al. 2008). It was shown that negative interactionsuged between yeasts.
Although mechanisms involved in such interactiotif seemained to be elucidated, the
authors found that. lipolyticainhibited mycelial expansion of the ye#&t candiduma yeast
of great importance in numerous soft cheeses ssi€tamembert or Livarot cheeses (Mounier
et al. 2008).

The growth ofY. lipolytica can also be dramatically affected by the preseicether
microorganisms of the ecosystem, especially théebam Staphylococcus xylosMansour

et al. 2009b). The presence &. xylosusC2a resulted in a 100-fold decrease in the
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lipolytica cell count compared to the pure culture. It wastyated that competition for
amino acids betweeN. lipolyticaand S. xylosusnay explain this phenomenon, since the
amino acids were dramatically consumed idipolytica- S. xylosugoculture compared té.
lipolytica or S. xylosusnono-culture. As a result of the low amino acich@@ntration in the
medium, the expression of. lipolytica genes involved in amino acid catabolis@DH2,
BAT]1, KAD) was downregulated in the presence Sf xylosuscompared to the yeast

monoculture.

Gene expression and biochemical analyses wererpetbin a coculture of the yeafds
hansenij Kluyveromyces marxianuandY. lipolytica(Choletet al. 2007). The time-course
expression of target genes possibly involved itolsa/lactate catabolism and the biosynthesis
of sulphur-flavoured compounds were studied in puurktures of each yeast, as well as in
coculture, and compared to biochemical data. A heghbression of thet AC genes was
observed inK. marxianus a yeast which degrades lactose. Several lactatgdosienase
encoding genes were also expressed essentially manseniiand K. marxianus which are
two efficient deacidifying yeasts in cheese ripgnirContrary toD. hansenii and K.
marxianus several genes involved in L-methionine cataboligsare highly expressed .
lipolytica. Biochemical analyses revealed that this yeastiefitly assimilates L-methionine,
and also exhibited a high expression of $heerevisia@rthologsBAT2andARO§ which are

involved in the L-methionine degradation pathwahdg(@tet al. 2007).

4 Importance of volatile sulphur compounds on the gality of cheeses

Due to their high reactivity, thiols such as MTL HgS are common precursors for a
variety of other VSCs. Both thiols arise from thegchdation of the sulphur aminoacids L-
methionine and L-cysteine which are present in lgiounts in the cheese matrix. VSCs are
key compounds for the typicity and quality of ripeincheeses, giving various flavour notes to
the product. However, owing to their reactivityesle thiols are not always easy to quantify in
the cheese matrix. MTL is the first volatile degaadn product of L-methionine (see § 5) and
can be found to high amounts in numerous cheesem@rothers camembert, vintage
cheddar, parmesan, pecorino, grana padano and dbleese. Furthermore, works have
reported a good correlation between cheese flawotansity and MTL concentration,
suggesting that MTL alone could be a key contribatiothe cheese flavour (Landaed al.
2008).
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Another possible VSCs precursor isSHwhich is considered as the primary degradation
product of L-cysteine. This thiol has the unpledasashour of "rotten eggs”, and has been
reported in several cheeses including limburgerciredidar (Landauet al. 2008).

MTL (and possibly HS) are subsequently oxidized to form other VSCé saagcsulphides
and thioesters (Figure 2) giving cheeses varioasofir notes. For instance DMS was
reported in several types of cheeses such as caenencheddar or parmesan. Its aroma
descriptor was found to be "boiled cabbage, sulpisil; and its odour threshold is quite low
(~1ppb), suggesting that this compound could berdributor to the cheese aroma (Landaud
et al. 2008). The most commonly sulphide reported in mgek cheese aroma is DMDS.
DMDS has a low odour threshold (~20 ppb) and acsipigarlic" odour which is desired in
the final aroma of numerous cheeses among othengrobert, cheddar, parmesan, grana
padano, maroilles, livarot, pont-'évéque, lang@s] époisses. Although present in very low
amounts but, owing to their much lower detectiares$hold than DMDS, other sulphides like
DMTS and dimethyl tetrasulphide (DMQS) are probahblyre important than DMDS for the
cheese aroma (Landaed al. 2008). It has been reported by Fraetlal. (2004) that DMTS
had a "strong" to "extremely strong" perceived rnisigy in vintage cheddar, parmesan,
pecorino, grana padano and blue cheese. DMQS ssfrieguently detected in cheeses but,
due to its much lower detection threshold (~1 ppibppared to DMTS (~8 ppb) and DMDS
(~23 ppb; Martinet al. 2004), it probably significantly influences cheesema, as reported

in parmesan or grana padano (Frahkl.2004).

Another family of VSCsS-methylthioesters, has also been reported in sevbesdses and
extensively studied with respect to their detectimesholds - which ranged from 1 to 3 ppb -
and flavour notes descriptors such as "cabbageltlitty "cheesy" (Martinet al. 2004;
Landaudet al. 2008). For instance&imethylthioacetate (MTAc) which has been detected in
vacherin, pont-'évéque, langres and époisses,flassur descriptors such as "cabbage”,

"cheesy" and "crab".

Another VSC found in numerous cheeses including erabert, cheddar, blue cheese,
parmesan, grana padano, pecorino, is methionahgitigio-propionaldehyde). It arises from
the Erhlich degradation of L-methionine (see 8 8§ &gure 2). It has a typical "boiled
potato” note and could probably play an importate tin the typical cheesy aroma in the

cheeses where it is present (Fratlal. 2004).

Among the above cited CSV, namely MTL,$ DMS, DMDS, DMTS, MTAc and

methional, have been shown to be produced to sateatebyYarrowia lipolyticadepending
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on culture media, precursors added and strain @fhohkl. 2008 ; Spinnleet al. 2001 ; Arfi
et al. 2002 ; Bonnarmet al. 2001). The production of MTL, DMS, DMDS, DMTS, MTA
and methional was induced by L-methionine suppl¢atem to the culture medium. The
effect of low (LM) or high (HM) concentration of inethionine was studied fof. lipolytica
cultivated in a cheese-like medium with respecV8Cs production (Cholett al. 2008). It
was found that, in the HM medium, L-methionine aomgtion was accompanied by a
transient accumulation of the transamination prodaé L-methionine, a-keto y-
methylthiobutyrate (KMBA), the latter being subseqtly degraded to VSCs. MTL, DMS,
DMDS and DMTS — methional being detected as trace®re detected only in the HM
medium, which suggests a strong relationship betw®&Cs production and KMBA
disappearance. Other results have shown that, usingedium supplemented with L-
methionine,Y. lipolytica could also produce MTAc and consistent amount® (3pb) of
methional together with MTL, DMDS and DMTS (A#t al. 2002). Substituting precursor L-
methionine forSmethylmethionine, resulted in the production ofyodMS by Y. lipolytica
(Spinnleret al. 2001). In this case, it was speculated that enagniieosynthesis of DMS
most probably proceeded through a demethiolatiomethylmethionine. Nevertheless, the
presence o&methylmethionine in cheese still remains contresar Another example of the
importance of the precursor for VSCs productionfifgas illustrated by L-cysteine. liY.
lipolytica, it was found that k& was the major VSCs produced from L-cysteine dksgran,
relative importance of 6 production being essentially strain-dependenpéizédel Castillo-
Lozanoet al.2007a).
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Figure 2: Likely pathways of L-methionine catabolism to wd&a sulphur compounds iX. lipolytica ATase:
aminotransferasep-KG: alpha ketoglutarate; Glu: glutamate; GDH: ghoate dehydrogenase; SMMk
methylmethionine; MTL: methanethiol; KMBAa-keto y-methylthiobutyrate; AA: amino acid; FFA: free fatt
acid; DMS: dimethyl sulphide; DMDS: dimethyl dishide; DMTS: dimethyl trisulphide. Dashed lines éoe
hypothetical routes

5 L-methionine and L-cysteine catabolisms and voldé sulphur compounds

biosynthesis inY. lipolytica

5.1 L-cysteine catabolism

The catabolism of L-cysteine has been investigategeveral yeasts and bacteria from
cheese origin (L6pez del Castillo-Lozaebal. 2007a). It was found that hydrogen sulphide
(H2S) production was dramatically enhanced in medipplimented with L-cysteine.
Although HS production capabilities greatly varied dependingstrain, it clearly appeared
that yeast strains, especially. lipolytica YL200 (53.00 pg mi* +1.37), were greater
producers of BS than bacteria. Furthermore, a linear relation fwaad between L-cysteine
consumption and $$ production for all yeasts producing large amouwritsl,S (Loépez del
Castillo-Lozanoet al. 2007a). However, in some cases includinglipolytica strains, L-

cysteine was consumed withoutSHproduction, suggesting thaelimination is perhaps not
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the only catabolic pathway for L-cysteine. It hagi hypothesized that a transamination step
could be involved in the first step of L-cysteirsabolism leading to the formation mercapto-
pyruvate (Figure 3). The transamination productaagto-pyruvate i) could be converted to
H,S and pyruvate by a chemical reaction, or ii) cob&l reduced to the corresponding
aldehyde (mercapto-ethanal) as suggested in thet Sea@erevisiagVermeulenet al. 2006)
through the Ehrlich pathway (Figure 3). Howevere ttranssulphuration pathway and
glutathion synthesis cannot be ruled ouYiripolytica this pathway being quite active in the
yeastS. cerevisiaeas demonstrated by a combined metabolome andopmnetepproach
(Lafayeet al.2005).

In an attempt to study the possible effect of Lteyse on aroma compounds production,
VSCs biosynthesisvas studied in culture media supplemented with thmoeaine or L-
methionine/L-cysteine mixtures, using five chedpening yeastsL(opez del Castillo-Lozano
et al. 2007b). It was found that. lipolytica YL200 produced DMDS and trace amounts of
DMTS, 2-methyl-tetrahydrothiophen-3-one aBdnethylthioacetate were also produced to
some extent byr. lipolytica However, VSCs production diminished in a stragpehdent
behaviour when L-cysteine was supplemented, evenlaiv concentration (0.2 g'). This
effect was attributed to a significant decreasé-methionine consumption in all the yeasts
except YL200, for cultures supplemented with L-eys¢. Hydrogen sulphide produced
through L-cysteine catabolism did not seem to doute to VSCs generation at the acid pH

of yeast cultures.

Mercaptoethanol  2-Mercaptoacetate
4 5
Mercaptoethanal

3

Lact- SH’=‘ Pyr-SH +—1— Cysteine

V7

Hydrogen sulphide

Figure 3: Putative L-cysteine degradation pathways. PyrS$tércaptopyruvate; Pyr: pyruvate; Lact-SH:
Mercaptolactate. Enzymes: 1) Transaminase; 2) Raslec 3) Decarboxylase; 4) Alcohol dehydrogenaje; 5
Oxydase; 6) Desulphhydrase; 7) Lyase.
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5.2 Evidence of transamination as a key step fondthionine degradation to volatile

sulphur compounds

In several microorganisms isolated from cheeseddgradation of aminoacids is initiated
by an aminotransferase in which the amino grougnoAminoacid is transferred to arketo
acid (e.g.,a-ketoglutarate), resulting in the formation of tt@responding aminoacid (e.g.,
glutamate) and keto acids, which are degradeat@éir compounds (Yvon and Rijnen, 2001,
Landaudet al. 2008). Evidence of a transamination as the intiegradation step of L-
methionine to VSCs was first demonstrated in thesy®. candidum(Bonnarmeet al. 2001).

In this yeast, L-methionine transamination leadstlte transient accumulation of the
transamination producta-keto y-methylthiobutyrate (KMBA) which is subsequently
converted to MTL and its direct oxidation produ@g: DMDS, DMTS) as well as thioesters
(Figure 2). Several yeasts, among whtcHipolytica G. candidumsS. cerevisiagK. lactis D.
hansenij were compared with respect to their ability tgr@dele L-methionine to VSCs (Arfi
et al. 2002). It was found that all yeasts could prodU&€s to some extent while degrading
L-methionine. Apart fronS. cerevisiaeultures where L-methionine was poorly consumed
(9-10%), all strains had consumed almost aB506) of the L-methionine after 48 h.
However, although KMBA was produced by all the yea# was much more significantly
accumulated byy. lipolyticathan did the other four yeasts; this strongly sstge¢hat L-
methionine transamination is of major importancehiis yeast. Quite interestingly, white
lipolytica produced substantial amounts (350 ppb) of methidhé&s compound was not
detected or poorly produced in the other yeastshideal has been detected in various types
of cheeses, including cheddar and camembert (Dunth Landsay 1985; Kubickova and
Grosch 1998). It was generally associated withoshblike or potato odour. The productioh
methional byY. lipolyticais likely to result from the enzymatic decarboxigatof the KMBA

via the Ehrlich pathway. This suggests the occueef a decarboxylase activity in this yeast

which converts KMBA to methional.

The availability of the genome sequenceYofipolyticaenabled to carry out the functional
analysis of genes putatively involved in L-methimnicatabolism. However, due to the wide
specificity of substrates of aminotransferases, fingctional analysis of genes possibly
involved in L-methionine transamination has beeitiated. For instance, the enzymatic
properties of the purified aromatic aminotransferasro8 of Y. lipolytica have been
investigated. Its Kms for several aminoacid substraranged from 2.6 mM for L-
phenylalanine to 12.1 mM for L-methionine and ta46inM for L-cysteine. Attempt for
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heterologous production of other putative aminatfarases o¥ . lipolyticahas been carried
out but without success until now (Nathalie Merapeirsonal communication). In this yeast,
it has been found that L-methionine degradation tvé@samination, by a branched-chain
aminotransferase BAT1), could be involved in VSCs formation. IN. lipolyticg the
functional analysis of a branched-chain aminotrenasfe gene (BICAJ has shown that the
corresponding enzyme was able to convert L-methsno KMBA, this compound being
degraded to VSCs (Cernat Bondaral. 2005). The YBCAL gene was overexpressed in a
BCAltransformant for which the ability to degrade Lthienine to VSCs was compared to
the parental strain. A 62% increase in KMBA biosysis, which is in agreement with an
increase in aminotransferase activity, was obtainale BCAltransformant as compared to
the parental strain. This is consistent with a 56étease in VSCs production in the modified
strain. Furthermore, the thiol-producing-activitysvincreased 2.5 fold on L-methionine in

the transformant strain as compared to the parent&a(Cernat Bondaat al. 2005).

Concerning the decarboxylation of KMBA to methional Y. lipolytica gene
YALIOD06930gputatively assigned as®DC6 (pyruvate decarboxylase) has been renamed
YIARO10(phenylpuryvate decarboxylase), and could be @ gandidate for this degradation
step. In agreement with this, it was found thaARO10was highly expressed at late
stationary phase in a medium supplemented withgh Ilgioncentration of L-methionine
(Choletet al. 2008). A combined proteome and transcriptome aiglyf Y. lipolytica has
been performed in response to aminoacids supplet@mi{Mansouet al. 2009a). Following
aminoacids addition, yeast cells reorganize theatatolism towards aminoacids catabolism.
In this process, the expression ofGAP1 gene encoding a membrane protein involved in
aminoacids transport was highly (72-fold) inducé&dirthermore, the comparison of the
proteome and the transcriptome data revealed aoodewece of the observed effect for
YIARO10 and YBAT2 which were both highly induced in response to aaaids
supplementation. Production of DMDS following amacals adition, is an indicator of L-

methionine catabolism.

5.3 In silico analyses of genes encoding branched-chain amohaauinotransferases

(BAT) or aromatic acid aminotransferases (ARO)

A search for genes encoding aminotransferases enfulh genome ofY. lipolytica
(Génolevures:  Genomic  Exploration of the  Hemiasocosty Yeasts ——

http://www.genolevures.org/) has been done.
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In yeasts, aminoacid aminotransferases are aliaté&byse the first step of the catabolism
of most of the aminoacids. Aminotransferases amedpyal phosphate (PLP)-dependent
enzymes catalysing the transfer of the amino grougphe aminoacid tax-keto glutarate
generating the correspondirarketoacid. The biochemical structure and functigniof
several aminotransferases have been well studidlassified. BATs essentially catalyse the
transamination of the branched-chain aminoacidsiret isoleucine, and valine. Except for
the Escherichia coliand Salmonellaproteins, which are homohexamers arranged as laledou
trimer, BATs are homodimers. Structurally, the BAJedong to the fold type IV class of PLP
enzymes. Catalysis is on the face of the PLP cofactor, whereas in other classaslysis
occurs from thesi face of PLP. Crystal structures of the fold typeproteins show that they
are distinct from the fold type | aspartate amiaonsferase family and represent a new protein
fold. Because the fold type IV enzymes catalyzedig reactions, it is not surprising that the
greatest structural similarities involve residubattparticipate in PLP binding rather than
residues involved in substrate binding (Hutson 20@&ince these enzymes have a wide
specificity of substrates, several enzymes canoperfthe transamination of the same
aminoacid. This is the case for L-methionine whitgds no specific aminotransferase to be
catabolized but relies on branched-chain aminoaamhotransferases (BATs) or aromatic

acid aminotransferases (AROS).

BATs are widely distributed in the microbial kingdp where they are involved in the
synthesis/degradation of branched-chain aminoa¢idsvever, bacteria contain one single
BAT whereas, in eukaryotes, there are generallyismaymes, one is mitochondrial and the
other is cytosolic. IrY. lipolytica two gene products belonging to the BAT proteimifg are
found as already shown in the yeSaccharomyces cerevisid@AT1lencodes a protein with a
mitochondrial targeting sequence, wherBag 2encodes a cytoplasmic protein (Figure 4). In
S. cerevisiaeBAT1 and BAT2 have been reported as an ohnolag which means that they
would result from a whole genome duplication (Byaral Wolfe 2005 he ohnologs that
have undergone functional divergence are partilyulateresting because they may indicate

the adaptation of a species to a certain envirohwreacological niche.
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Figure 4: A: Alignments of branched-chain aminoacid aminotraresfes. The sequences are as follows: Batl-
Sace 8. cerevisiaeYHR208W); Bat2-saceS. cerevisiaeYJR148W); Batl-klla (KLLAOA10307g); Batl-yali
(YALIOD01265g); Bat2-yali (YALIOF19910g); Batl-cadlCa019.797); Bat2-caal (Ca019.6994); Batl-deha
(DEHA2D06952p); Bcal-scpo (SPBC428.02c); Batl-1{slc€U04754); Bat2-necr (NCU04292). The alignment
created with clustalX was formatted using Genedéc Phe positions interacting with the pyridoxalbgphate

are indicated underneath in red.

B: A tree of the selected BAT sequences built ushegdlustalX v1.81 software and the MEGA 3.1 package
The test of phylogeny was a bootstrap of the naighijoining test using the default values.
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The mitochondrial location of BATs fromd. lipolyticawas deduced from the presence of
an N-terminal extension enriched in serine, threerand polar aminoacids. The aminoacid
seguences alignment of these genes with thosevefaether organisms has been performed
using the ClustalX multiple sequence alignment oy Residues identical or similar in all
proteins of these sequences are dashed in blagkréFi4A). Some species such &s
cerevisiaeor Y. lipolyticahave two BAT genes, one with a mitochondrial tangesignal and
the second which is cytoplasmic. In other spedieste is only one BAT gene and it has
either cytoplasmic features as . hanseniior mitochondrial featuress in K. lactis
suggesting that there is no preferential compartatem for BAT. More precisely, it was
found that bothy. lipolytica BAT genes exhibited in conserved positions, al #minoacid
residues interacting with the pyridoxal-phosphatachment site deduced from structural
studies carried out on crystallized enzymes sudiuasan BCAT1 and BCAT2 (Yennawat
al. 2001). This was highlighted in the alignment. IBAT1, the residue LyS>is involved in
the formation of the Schiff base intermediate wgltidoxal phosphate (Kispat al. 1996).
Contrary to the aromatic aminoacid aminotransfergsee below), there is no BAT1 and
BAT2 aminotransferase subfamilies but one singlenilfa of branched aminoacid
aminotransferase. This was shown in the tree (EigiB) where the BAT sequences are
interspersed. For instance, several yeast spagibsasK. lactis D. hansenii Saccharomyces
kluyveri or Zygosaccharomyces rowtiaving only a mitochondrial homologue are not
clustered, but species displaying this feature digpersed along the clade of the

hemiascomycetous yeasts (Figure 4).

Concerning aromatic aminoacid aminotransferasesetis one homologue of SRO8
and one homologue of 8RO9in Y. lipolytica In the euascomycetes clade, both genes can
be clustered in two subfamilies as shown on the {Fégure 5B). Neither ARO8, nor ARO9
display any targeting signals. Their differences srattered along the sequences (Figure 5A).
Moreover, ARO9 partners have a short N-terminagesion without identifiable function. In
S. cerevisiaehoth ARO8andARO9control aromatic aminoacid catabolism. In the aafsb.
hansenij only an AROS8 ortholog can be identified (Figupe According to Jensen and Wei
Gu (1996), they belong to the family | of the antraosferases superfamily and anchor
residues involved mainly in pyridoxal phosphatediig can be easily identified and are

indicated on Figure 5.
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Figure 5: A: Alignments of the aromatic acid aminotransfera3dé® sequences are as follows: Aro8-s&e (
cerevisiae YGL202w); Aro9-sace §. cerevisiaeYHR137w); Aro8-cagl (CAGL0G01254g); Aro9-cagl
(CAGLOG06028g);  Aro8-1-klla  (KLLAOF10021g);  Aro8-ia  (KLLAOA04906g);  Aro9-klla
(KLLAOD11110g); Aro8-deha (DEHA2A068869); Aro8-ca@Ca019.9645); Aro9-caal (Ca019.1237); Aro8-
yali (YALIOE209779); Aro9-yali (YALIOC05258Q); Aro&sni (An02g05540); Aro9-asni (An09g05080). The
alignment created with clustalX was formatted usB®nedoc 2.6. The positions interacting with thedoxal
phosphate are indicated underneath in red. R boxd&ED indicates a residue interacting with the sttdie
according Jensegt al..

B: A tree of the selected ARO sequences built udiegctustalX v1.81 software and the MEGA 3.1 package
The test of phylogeny was a bootstrap of the naighijoining test using the default values.
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5.4Y. lipolyticatranscriptome analysis in response to varioushsulpources.

The regulation of genes related to sulphur metabohas been carried outYh lipolytica
in response to various sulphur sources, amongthenethionine which is the main sulphur
source in casein. Expression levels of several gggmedicted to be associated with L-
methionine catabolism and pyruvate metabolism wsimultaneously investigated at
transcriptional level irY. lipolytica Gene expression profilings were analyzed and eoetp
whenY. lipolyticacells were grown in a cheese-like medium undeh hignethionine (HM)
or low L-methionine (LM) concentration (Cholet al. 2008). In Cholet’s experiments, gene
expression was measured in late stationary phase wmethionine was largely consumed.
A rearrangement in the expression of some genesolasrved when the L-methionine
concentration was changed in the growth medium. #Agnihem, the YAROS YIBAT1and
YIBAT2genes (predicted to be involved in amino acidgaamnation pathway) were found to
be modulated by L-methionine concentration, strpmsgiggesting their involvement in the L-
methionine transamination step W lipolytica The YIAROS8 gene is the most strongly
modulated in HM medium. Furthermore, ARO8 gene product has been overproduced in
Escherichia coliand purified. It was found that YIAro8p had transamse activity and was

highly active on L-methionine.

Cholet et al. (2008) also reported that the BAT1 gene was highly induced by L-
methionine: it is in good agreement with result®veing that the overexpression of the
YIBAT1 gene significantly increased L-methionine transation as well as VSCs
production (Cernat Bondaat al. 2005). In contrast, the expression levels cARD9 gene
were hardly modulated by L-methionine concentratidowever, the observation that the L-
methionine transamination step is highly activeYinlipolytica was confirmed. A transient
accumulation of the transamination proddd{MBA - was measured in HM medium, which

coincides with the maximum rate of L-methionine @amption and VSCs production.

In other experiments in progress in our labora{@ryHébert, PhD work), the regulation of
sulphur metabolism in response to various sulphaurces (eg: L-methionine, cystine,
sulphate) is being studied using an ORFeomic micagacontaining the probes of all the
identified ORFs from theY. lipolyticagenome. The growth conditions were different from
Cholet’s experiments for which cells were grownaotheese-like medium supplemented with
6.7 mM (LM) or 40.3 mM (HM) L-methionine in late attonary phase. The work of A.
Hébert was focused on the identification of the egepossibly induced by an excess of
sulphur substrates. The cells were grown on a dat@diyidefined medium mimicking a
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technological cheese medium and optimized to cbitsculphur content. In this case, the
high L-methionine concentration was fixed to 10 raMl the low L-methionine concentration
was 10uM. The same concentrations ratios were whieth comparing cystine and sulphate
as sulphur source. These concentrations allowedaimee growth rate and the cultures were
kept to exponential phase for at least ten germrstin order to get a steady state expression
level. Under such conditions, a few genes have thgression modified under high and low
sulphur concentration. However, yIBAT1 appeared dhly aminotransferase to be induced
on L-methionine as well as on cystine although BA 1 gene product should not be very

active on cystine.

6 Future perspectives

Owing to its metabolic features, the non-convergiopeastY. lipolytica represents a
unique model microorganism which is also of greahnhological interest. This review shows
that the unique metabolism &f. lipolytica- especially well adapted to milk derived media
such as cheese - is currently being investigatbah i§ now well established that this species
is a very efficient VSC producer compared to otyessts (Choleet al. 2007; Choletet al.
2008).

A next step would be to study sulphur metabolismannintegrated way in pure culture by
comparative genomics (e.g., conservation of patkyagulation), functional genomics using
the tools of molecular biology (eg gene expressigmpteomics (eg synthesis of the
corresponding enzyme), and metabolomics (eg ideatibn of metabolic intermediates). A
more in depth knowledge of sulphur metabolism atsd regulation is currently under
investigation in this yeast. This will probably pide a better understanding of the metabolic
machinery of this atypical yeast and could be ehginterest for the understanding of sulphur
metabolism in other microorganisms. Preliminaryadatrongly suggest that. lipolytica
obeys quite distinct regulation mechanisms — coep&w other yeasts such &scerevisiae
K. lactisor D. hansenii- when supplemented with various sulphur souregd.{methionine,
L-cysteine, sulphate)t may also be questioned whether VSCs are onlgratsry products
arising from sulphur aminoacids catabolism produaseder conditions of relative abundance
of these amino-acids, or possess a still unideqtifole in the cell life. Owing to the reductive
effect of many sulphur compounds, especially thialgpossible role of VSCs could be a
regulative effect of the redox balance of the cell.
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Another important step towards a better knowledfj¢he adaptative metabolism of.
lipolytica is to study this yeast in the presence of mangratpecies of the cheese ecosystem.
It is therefore to be expected that its behaviad metabolic adaptation may be dramatically
influenced by other microbial species, includingpest yeasts and bacteria (Mansatral.
2009b). So-called meta-approaches (meta-genomeg-magiscriptome, meta-metabolome)
are emerging and surely will provide answers ferftimctional analysis of complex microbial

ecosystems in whicH. lipolyticais involved.
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Abstract

The evolution of the sulfur compounds metabolisnoagiyeasts species was investigated.
Differences between species were observed in theiog biosynthesis pathway. Most yeast
species possess two pathways leading to cystemgu@iion, the transsulfuration pathway
and the OAS pathway, exce@. cerevisiaeand C. glabrata that only display the
transsulfuration pathway, arl pombdhat only has the OAS pathway. An examination of
the components of the regulatory network in théed#nt species shows that it is conserved in
all the species analyzed since its central compgokendp was shown to keep its functional
domains and that its partners were shown to beepteShe study for the first time of the
amino acids catabolic pathway shows that it is @wwhary conserved in the sulfur
metabolism and leads us to propose a role for ®veedamilies which appeared to be highly
conserved. Altogether, this survey has given wayunderstand the diversity of sulfur
metabolism products among yeast species througtretomstruction of these pathways. This
diversity could account for the difference in metiab potentialities of the species with a

biotechnological interest.
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Introduction

Sulfur metabolism is well known in the hemiascomgos yeast modé. cerevisiagfrom
the assimilation of inorganic sulfate to the systheof sulfur amino acids by the
transsulfuration pathway (cysteine) and the metlygle (methionine). Sulfur metabolism is
involved in numerous metabolisms througadenosylmethionine (SAM), a source of methyl
groups, methylene groups, ribosyl groups, aminouggp aminopropyl groups and 5'-
deoxyadenosyl radicals (Fontecateal, 2004). Sulfur metabolism plays an important fale
the response to oxidative stress by the intermgdiglutathione (Fauchoet al, 2002). The
archeascomycetous yeaSthizosaccharomycg®mbe presents divergent sulfur metabolism
pathways, in comparison . cerevisiae In fact,S.pombehas an incomplete transsulfuration
pathway that does not lead to cysteine product®au@ouin-Cornu & Labarre, 2006). The
synthesis of cysteine is carried out by the O-desygine pathway (OAS pathway) that does
not exist inS. cerevisiae The euascomycetddeurosporacrassaand Emericella nidulans

possess both cysteine synthesis pathways.

Some studies have revealed that yeasts transfolfor sumino acids into characteristic
volatile sulfur compounds (VSC) that have a considie impact on food flavor, notably in
wine (Perpeteet al, 2006) and cheese (Bonaéti al, 2005). Sulfur metabolism has not been
extensively studied in the hemiascomycete phylumept inS. cerevisiae Since the species
of this phylum, which have similar morphology andiaellular lifestyle, display more
sequence divergences than in the whole chordatem téDujon, 2006), a comparative
genomic study was undertaken to provide an insightthe evolution of the sulfur pathways

in hemi ascomycetes.

Results and Discussion

Using blastp and tblastn, the annotated genesvieddh sulfur metabolism @.cerevisiae
and of the archeascomyce$e pombevere used as bait against 10 complete and chreful
annotated genomes of hemiascomycetes (Fig. 1),hwtower the whole hemiascomycete
evolutionary tree (Dujon, 2006). Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis,
Zygosaccharomyces rouxii, Lachancea kluyveri Kluyveromyces thermotolerans
Debaryomycesiansenij Candidaglabrata, Eremotheciungossypij Pichia stipitis, Candida
albicans We also searched for genes involved in sulfuralmgism in two euascomycetes

Neurospora crassandEmericella nidulangFitzpatricket al, 2006). The genes of these two
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fialamenous fungi were used both as outgroups aridtarnal controls of the distribution of
sulfur metabolism genes in ascomycet®spombebeing somewhat distantly related to the

hemiascomycetes.

Unless otherwise stated, genes and proteins nagfiesto S. cerevisiae For each gene
studied, information on orthologues is availabladditional file 1, ‘List of genes involved in
sulfur metabolism’, and additional file 2, ‘Tablé groteins studied’. It is necessary to take
into account that the ancestor&fcerevisia@andC. glabratahas undergone a whole genome
duplication (WGD), followed by massive differentigéne loss. The genes duplicated during
this event are called ohnologues (Byrne & WolfeQ2)0 SinceCandidaalbicansis a diploid

yeast, only one allele was utilized in order notiéstabilize the phylogenetic trees obtained.

In this paper, we primarily deal with the followirigree topics: (1) sulfur metabolism on
the basis of three axes (sulfate assimilation,uswdmino acid biosynthesis, the methionine

salvage pathway); (2) the sulfur amino acid catalmdthway; and (3) regulatory proteins.

Yarrowia lipolytica

Candida albicans

Pichia stipitis

Debaryomyces hanseni

Kluyveromyces thermotolerans

Lachancea kluyveri

Eremothecium gossypii

Kluyveromyces lactis

Zygosaccharomyces rouxii

— Candida glabrata

— Saccharomyces cerevisiae

Figure 1 - Accepted phylogeny of the 11 hemiascowestous yeasts

The tree was derived from Dujon (Dujon, 2006). Vhasts in the boxes are the three cheese ripenangs/
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Sulfate assimilation

The first steps of sulfate assimilation:in S. cerevisiaewhen sulfate is assimilated, it
cannot be directly used (Thomas & Surdin-Kerjan97)9 Instead, sulfate needs to be
transformed into sulfide to be incorporated intccarbon chain. However, this reaction
requires several steps. In fact, the electropabrmti sulfate is too strong to be directly
reduced by NADPH, therefore sulfate has to be at#vin two steps by the ATP sulfurylase,
and the APS kinase (Fig. 2). The first enzyme (deddbyMET?3) catalyzes the formation of
adenylyl sulfate (APS) from ATP and sulfate andsbkeond (encoded WET14 carries out
the phosphorylation of APS to yield PAPS. The hatmmpound has a sufficient
electropotential to be reduced by NADPH. Althoudie tATP sulfurylase sequences are
tightly conserved among the considered spec¥eslipolytica ATP sulfurylase displays a
divergent C-terminal end (from Gly426 to the ench®82) from the other yeasts. The APS
kinase-related genes are highly conserved.

The reduction of PAPS involves two enzymes thatsactessively. These enzymes (Fig.
2) are the PAPS reductase (encodedMiT16, which produces sulfite, and the sulfite
reductase, which finally leads to the productionsotfide. The fungal PAPS reductase
enzymes present a divergent N-terminal sequencea@d to that of yeasts, including an
insertion of about 30 amino acids. The sulfite idse is composed of two subunits (encoded
by MET5 andMET10 (Fig. 2). Since PAPS is toxic when it is accuntedain the cell, its
concentration is regulated by the reverse reactam 2) and catalyzed by the bisphosphate-
3'-nucleotidase (encoded MET22. The characteristics of tH2. hanseniiorthologue were
extensively studied by Aggarwat al. (Aggarwalet al, 2008), who linked this enzyme to the
high halotolerance oD. hansenii C. albicans displays a duplication of the geMET22
Besides these peculiarities, all these genes dmlidund in the studied species, underlining

the importance of this system for yeasts.

The production of homocysteine: Homoserine corresponds to a crossroads between
sulfur and threonine metabolism. Three enzymes l@acomoserine production from
aspartate (Fig. 2): the aspartate kinase (encogeti®M3), the aspartic semi-aldehyde
dehydrogenase (encoded HPM?2) and the homoserine dehydrogenase (encodétdio).

The synthesis of homocysteine from homoserine reguhe action of two enzymes. First, the
L-homoserine-O-acetyltransferase (encoded MET2) synthesizes O-acetyl-homoserine.
Then, the O-acetyl homoserine sulphydrylase (ertcddeMET17) catalyzes the reaction

between O-acetyl-homoserine and sulfide, which detadthe production of homocysteine
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(Fig. 2). The good conservation of this pathwaglinthe organisms studied demonstrates the
importance of homocysteine, which is the base ehibsynthesis of sulfur amino acids. Only
C. albicansdisplays a duplication of the geH®OM3.

/’”— SO int
Aspartate Uroporphyrinogen il ETS
/‘ APS 1\
MET14 MET22
\b PAPS J

MET16 i @NADPH <\:/|ET19 (pentose P)|
Sulfite M

i Siroheme» METS
Homoserine MET10 3 NADPH
MET2 l Sulfide

O-acetyl Homoserine

MET17 ¢

Homocysteine

Figure 2 - Sulfate assimilation in hemiascomycetougeasts

The gene names indicated in this figure are thds®. @erevisiae. The function of these genes igaidd in
additional file 2: ‘Table of proteins studied’. Bhfigure depicts the essential steps for the immaon of
sulfate into a carbon chain, leading to homocystgimduction.

Siroheme biosynthesis: Metl0p/Met5p sulfite reductase requires the sgitheof
siroheme to function (Hansest al, 1997), since this heme is the only molecule kndavn
react with sulfite. In fact, siroheme possessesetkeeptional capacity to perform the six-
electron reduction of sulfite to obtain sulfide (Mby et al, 1974). The enzymes (Fig. 2)
involved in siroheme biosynthesis act on uroporjiogen Il to produce siroheme in three
successive steps (Rauat al, 1999). First, MET1, which encodes the S-adenosyl-L-
methionine uroporphyrinogen Il transmethylase \aigti produces precorrin-2. Secondly,
METS, which encodes the dehydrogenase and chelatas#iest produces sirohydrochlorin
and, finally, siroheme. All the genes coding foedb enzymes were found in our species of
interest MET1being duplicated if. hansenii.

NADPH supply: The glucose-6-phosphate dehydrogenase (encod®ERL9 (Fig. 2),
which is the first enzyme of the pentose-phosppataeway, was previously described as an

enzyme involved in methionine metabolism (Mass&l@e Robichon-Szulmajster, 1975). A
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metl9mutant strain of. cerevisiaerequires an organic sulfur source such as metneors-
adenosylmethionine, cysteine, glutathione or horataige. The Met19p glucose-6-phosphate
dehydrogenase produces reduced NADPH, which isxeak& the function of Metl6p and
Met5-10p enzymes (Thomas al, 1991). This key enzyme of the pentose phosplateyay
and sulfur activation is highly conserved in theaps tested. It is noteworthy tHatpombe

displays three glucose-6-phosphate dehydrogenases.

Sulfur amino acid biosynthesis

In S. cerevisiag homocysteine is the central molecule in the mtsysis of sulfur amino
acids, since it is (i) the starting point of thengesis of cysteine by the transsulfuration
pathway and (ii) the substrate of cobalamin-indeeah methionine synthase (Sulimetnal,
2005), which produces methionine (Fig. 3).

STR2 STR3 sanl B
' ﬁ 1 — 1 S-adenosyl
Cysteine
Y Cystathionine Homocysteine % homocysteine
CYS3
CYs4 A
YGRO12w Sulfide
GSH1
O-acetyl serine | €= == —l Serine /
MHT1
Methyltransferases

S-adenosyl
SAM?2 methionine

Y SAM4
y-glutamylcysteine
GSH2 MET6
\ 4
Glutathione

Methionine

Figure 3 - Methionine and cysteine synthesis in n@ascomycetous yeasts: similarities and divergences

The gene names indicated in this figure are thds®. @erevisiae. The function of these genes igcatdd in
additional file 2: ‘Table of proteins studied’. Bhiigure represents methionine biosynthesis vianhthyl cycle
and cysteine biosynthesis via the transsulfurgpatihway. The pathway that leads to glutathione petan is
also indicated. The enzyme of the OAS pathway ihabsent in S. cerevisiae and C. glabrata is septed in

gray.
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The transsulfuration pathway: Two major pathways lead to cysteine: the transsaiifon
pathway and the O-acetyl-serine (OAS) pathv&pombehas an incomplete transsulfuration
pathway (Brzywczyet al, 2002). Only the synthesis of homocysteine frorsteipe takes
place in this organism, but not the reverse reacfidherefore, the supply of cysteine $n
pomberelies on the OAS pathway. The OAS pathway (Fign3yray) is composed of two
enzymes, the cysteine synthase (encoded GiR012\Wy and the serine-O-acetyltransferase.
There are two cysteine synthases in all of therosgas studied, buD. hansenij C. glabrata
andS.cerevisiaehave only one. The cysteine synthases can beateganto two groups. The
first, which is present in all the organisms stddiand the second, which is less conserved
(Brzywczy et al, 2007). Interestingly, the gene coding for theiree-acetyltransferase
enzyme is present in all the organisms studiede@@® cerevisiaeandC. glabrata, the two
species that underwent WGD. This could be the redua concerted loss as, for example,
already observed for specific pathwaysdnglabrata(Dujon et al, 2004). This enzyme is
very different from serine-O-acetyltransferaseshwibmology to the bacterial enzymes and
presents a strong sequence similarity with homoedd-acetyltransferases (Fig. 4)
(Grynberget al, 2000). Phylogenetic analysis performed on the grmups of enzymes
strengthens our observations. This result indicttas the only functional pathway for the
cysteine synthesis 5. cerevisiaeand C. glabrata is the transsulfuration pathway. To
reinforce this result, we searched for this genéhen 37 strains o0$. cerevisiaeand the 37
strains of Saccharomycesparadoxus which were sequenced by th®accharomyces
resequencing project at the Sanger Institute @tifal, 2009). We did not find orthologues in
any of these strains. There is a great deal aghtiiee concerning this hypothetical pathway in
S. cerevisiaeyith controversial results. A serine-O-acetyltfengse activity was described in
S. cerevisiae(Ono et al, 1999) in whole cell extract and was, consequemthy associated
with a gene. Furthermore, the gei@6S1andCYS2 which are reported to encode the serine-
O-acetyl transferase activity, are not mapped eStcerevisiaegenome, and Cherest al.
(Cherest & Surdin-Kerjan, 1992) demonstrated that@AS pathway is not functional &

cerevisiae
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Figure 4 - Phylogram of homoserine-O-acetyltransfeases and of serine-O-acetyltransferases in
hemiascomycetous yeasts.

The gene tree was constructed as described in fistand methods. All positions containing gaps anigking

data were eliminated from the dataset. Bhecerevisia@and C. glabratahomoserine-o-acetyltransferase genes
are boxed. The branch length linking the famileshortened. Bar, 0.5 substitutions per site.
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The transsulfuration pathway leads to the produactibcysteine from homocysteine and
the reverse reaction, via cystathionine syntheBig. (3). The two enzymes involved in
cysteine biosynthesis are the cystathionine betthage (encoded b¥YS4 and the
cystathionine gamma-lyase (encodedd¥/S3. These enzymes are very well conserved in all

of the organisms studied, exc&pombe as already shown

The reverse reactions are successively due totatbimine gamma-synthase (encoded by
STR2 and a cystathionine beta-lyase (encode&biR3. These genes are all present in the
studied species and interestingly, 81ER2like gene is duplicated in several species; theee
two orthologues inKluyveromyces thermotolerarsnd threein N. crassa C. glabrata
contains twoSTR2ohnologues, where&. cerevisiaepresents three orthologuesTR2 of
which YJR130Cand YML0O82Ware ohnologues. TwB8TR3onhologues can be found $

cerevisiae

This group of genes belongs to a protein familyrisigga common motif linked to the use
of pyridoxal-5’-phosphate as a cofactor which isdesipread from bacteria to higher
eukaryotes (see additional file 2: ‘Table of progestudied’). InS. cerevisiagthis group is
composed of four genes involved in sulfur metalolMET17 CYS3 STR2andSTR3J and
one ORF with no associated functighiiR112c(see additional file 1: ‘List of genes involved
in sulfur metabolism’). TheYHR112cgene family is well conserved, with a sequence
similarity comprised between 43% and 73% over 98%he sequence length, and it can
therefore be inferred that it is subjected to @rgjr selection pressure. This gene is not
essential inS. cerevisiae but it could be involved in sulfur metabolism endas yet
unidentified growthconditions. This gene is duplicated@n glabrata, Z. rouxii, D. hansenii
andE. nidulansfurther stressing its importance in the cell.

Gluthatione synthesis: Sulfur metabolism leads to the production of a keglecule
involved in the defense against oxidative stredstathione, from cysteine by way of
glutamylcysteine (Fig. 3). This pathway is composédhe y-glutamylcysteine synthetase
(encoded byGSHY) and the glutathione synthetase (encodedByH2, both present in the

studied organisms.

Methionine synthesis: Methionine is synthesized by cobalamin-indepenaeethionine
synthase (encoded bWIET6). To be functional, this enzyme needs the presesice
polyglutamate on the methyltetrahydrofolate. Thequagition of polyglutamate on

methyltetrahydrofolate involves four enzymes: thiydrofolate reductase, two methylene
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tetrahydrofolate reductases and the folylpolyglatamreductase encoded respectively by
FOL3, MET12 MET13andMET7 (Fig. 3) (Cherestt al, 2000).

Another important feature of sulfur metabolism hatt methionine belongs to the methyl
cycle (Fig. 3), which producesadenosylmethionine (SAM ), the major donor of nyeth S.
cerevisiae (Katz et al, 2003). InS. cerevisiaethe methionine/SAM ratio is regulated
(Thomas et al, 2000) by MHT1 encoding the Smethylmethionine-homocysteine
methyltransferase  and SAM4 encoding the Sadenosylmethionine-homocysteine
methyltransferase, which have been described aslajues. During methyl transfer
reactions, S-adenosylmethionine is transformed inSadenosylhomocysteine. The latter
molecule is transformed into homocysteine by S-adg@hl-homocysteine hydrolase
(encoded bySAHY)), ending the methyl cycle. The ensemble of thesgeg can be found in
one copy in the fungal species tested. Howevyarerevisiaecarries twd=OL3 ohnologuesS.
cerevisaeandC. glabratahave two onhologues encodiSegadenosylmethionine synthetases.

C. glabratadoes not possess the regulatdisT1 andSAM4.

Methionine salvage pathway

SAM is involved in polyamine biosynthesis (Fig.9). is decarboxylated by th&
adenosylmethionine decarboxylase (encodedSB¥J to yield S-adenosylmethioninamine
which will be transformed into spermidine and speerby the spermidine synthase and the
spermine synthase encoded3IRE3andSPE4 respectively. Orthologues 8PE3are present
in all the microorganisms studied, althoUgfaE4was not found irfEremotheciungossypij S.
pombe N. crassaor E. nidulans In S. cerevisiae spermidine is a polyamine essential for
growth (Hamasaki-Katagiret al, 1997). In addition to the production of spermediand
spermine, Spe3p and Spe4p produce methylthioadenashich is recycled into methionine

by the methionine salvage pathway.

The enzymes of this pathway were recently stuchedetail by Pirkowet al. (Pirkov et al.,
2008)in S. cerevisiadFig. 5). The methionine salvage pathway is compaddive enzymes
(encoded byEU1, MRI1, MDE1, UTR4andADI1), leading to the production of keto-methyl
thio butyrate (KMBA) from 5-methylthioadenosine. dBaspecies has orthologues for each

reaction of the cycle except nidulans,which lacks the enzyme encodedyR4

The last step of the methionine salvage pathwayciwpbroduces methionine from KMBA,

is carried out by a non-specific transaminase. n lasis of the results of Pirkat al.
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(Pirkov et al, 2008), the branched-chain amino acid aminotraasés and aromatic amino
acid aminotransferases are involved in this bidsstnt step as well as in the methionine
catabolic pathway. Since all the enzymes of thehmmeine salvage pathway have a
cytoplasmic location, the cytoplasmic aminotrarsfes should be involved in this

metabolism but not the mitochondrial ones.

SAM1 4 SPE2 p
Methionine Pradenosiy > S-adenosyl

7 I SAM2 methionine methionineamine
/ | - —
/ | Putrescine Spermidine
2/ I
CSVs / : Spermidine Spermine
R ’ :
a \ / BATL S-methyl 5

H;v' BAT?2 thioadenosine
Methanethiol

AROS MEU1
/ ~ Y
2/ \ ARO9 S-methyl 5 thio
D-ribose 1-P

/ \ |
va \ I flf MRI1
Thioesters 7\ I S-methyl 5 thio
\\ | D-ribulose 1-P
\ | 4/ MDE1

5 ARO10 \ ADI1 | 1,2-Dihydroxy-3-  UTR4 2,3-Diketo-5-
Methionol < J Methional KMBA €&—— keto-5-methyl- &= methyl-thiopentyl-

thioptene 1-phosphate

Figure 5 - Methionine salvage pathway and productio of volatile sulfur compounds in yeasts

The right side of this figure represents the metime salvage pathway. On the left, we retrievefittsé steps of
volatile sulfur compound production. The arrowstloa dotted line indicate steps for which no enzyimese yet
to be attributed.

Sulfur amino acid catabolism/VSC production

The catabolism of sulfur amino acids has been éa$snsively studied, nevertheless, it
produces volatile sulfur compounds that are oftepartant “character impact” compounds in
many fermented foods such as beer, wine and snp=ared cheese. Previous studies were
mainly focused on the identification and aromat@racterization of the sulfur compounds
involved in the aroma of these products. Howeuagjrtbiosynthetic pathways are far from
being understood (Fig. 5). Moreover, some stepsnsé® be purely spontaneous. A

comprehensive review of these aspects has beemtlsepablished (Landauet al, 2008).

Despite our lack of knowledge, it is generally guted that the catabolism of sulfur amino
acids is initiated by a transamination step. Ndwdess, no specific aminotransferase for

methionine has been identified in yeasts. This anaitid is therefore a substrate of enzymes

RESULTATS-DISCUSSION_PARTIE | 127



with a fuzzy specificity. Consequently, the effeofsvarious transaminases were previously
studied in our laboratory (Bondat al, 2005; Kagkliet al, 2006; Cholett al, 2008). It was
demonstrated that methionine can be a substrate bfanched-chain amino acid
aminotransferases and aromatic amino acid amirefereases, and that an overexpression of

some of these genes leads to an increased proadwdtimlatile sulfur compounds.

In S. cerevisiaefwo branched-chain amino acid aminotransferases, ntitochondrial
Batlp and the cytoplasmic Bat2p, were describdaylogenetic analysis of the all the Batlp
and Bat2p could not differentiate two clear gro@gata not shown). We consequently took
advantage of the presence/absence of the mitodlabridrgeting sequence in this protein
family to classify these proteins. Lik& cerevisiaeC. glabratg C. albicansandY. lipolytica
display two enzymes with a different putative logat K. thermotolerans, K. lactis
Zygosaccharomyces rouxD. hanseniiand Lachanceakluyveri only have a single enzyme
with a mitochondrial targeting sequenBAT2 of S.kluyveriwas annotated as a pseudogene.
E. gossypij D. hanseniiandPichia stipitis only have the cytoplasmic enzyme Bat2p, the latter
species carrying a duplication of this gene. Theludion of these genes in fungi is complex

and needs to be extensively explored in relatidh e functions they are associated with.

In S. cerevisiaethere are two cytoplasmic aromatic amino acid atnamsferases, Aro8p
and Aro9p. Phylogenetic analysis of aromatic ammartferases differentiated three groups of
proteins, one of them being associated to $ShecerevisiadORF with no known function
YER2152cThis group may be constituted of potential araonamino acids aminotransferases.
This gene is well conserved with one copy in eaemogne and a duplication iK.
thermotolerans The strong conservation of this gene leads usfer that this gene might
play an important role under specific conditioddl these aromatic transaminases seem to be
cytoplasmic except the Aro9p enzyme Yn lipolytica, which presents a putative signal
sequence for mitochondrial location. In tA&RO8 group, a duplication event apparently
occurred after the divergence of the group cortsttuof E. gossypij K. lactis, K.
thermotoleransand L. kluyveri but just before the divergence of these speci@s feach
other, since there are twaRO8orthologues in each of them (Fig. 6). At least copy of
ARO8is in fact present in allhe tested species. The presence of the g&t@9seems to
follow different routes. In fact, this gene has ibdest in two species:. gossypiiand D.

hansenij and has been duplicatedRnstipitis.
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Yerl52cp-like family in hemiascomycetous yeasts.

- Phylogram of the aminotransferases ofhe Aro8p and Aro9p families and of the related

We identified three combinations of the five enzgndescribed above

Aro8p, Aro9p, Yerl52cp) in the hemiascomycetes. Titet, which has all

The gene tree was constructed as described in fgllaéerd methods. All positions containing gaps amssing
data were eliminated from the dataset. Bheerevisia@roteins are boxed. Bar, 0.5 substitutions per sit

(Batlp, Bat2p,

five of these
enzymes, is found is. cerevisiae C. glabrata, P. stipitis,C. albicansandY. lipolytica. The

second, observed ia rouxii, K. thermotoleransL. kluyveriandK. lactis, has all the enzymes

except Bat2p. The third lacks Batl and Aro9 antbisd in E. gossypiiandD. hansenii .
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This reveals that two enzymes are always preseatl ithese yeasts: Aro8p and Yerl52cp,
stressing the importance of the aminotransferase8@ and of the protein of unknown
function, Yerl52cp. We observed that each of theetltechnological yeastK. lactis D.
hanseniiand Y. lipolytica, have a different profile for aminotransferasesisTeould be
indicative of different potentialities for the bioghesis of volatile sulfur compounds in these

three yeasts.

Methional is an important molecule for cheese fta¥dis sulfur compound is a product of
methionine degradation from KMBA, the first interdigy of methionine catabolism. 8.
cerevisiag the phenylpyruvate decarboxylase encodedR@10is thought to be responsible
for this reaction (Vuralharet al, 2003, 2005). The phenylpyruvate decarboxylase is
conserved in the 14 fungi of this study. The gdra we identified a®\RO10in Y. lipolytica
has been previously annotated aP@C6 orthologue. However, in light of our results, it
seems that the genGALIOD6930gis not the orthologue of the minor isoenzyme afupgte
decarboxylasePDC6, but of the phenylpyruvate decarboxylagdkO10 Y. lipolytica
possesses one ORFALIOD10131gthat produces a good alignment with the three g@fie
the pyruvate decarboxylases $f cerevisiae(PDC1, PDC5 and PDC6). This enzyme has
been described as an orthologudP@fC1, but seems to be closer BdC6 according to this

study (data not shown).

Requlatory proteins

In S. cerevisiaethe main regulator of transcription Met4p is reged by the methionine
and cysteine pools. This regulator not only plageatral role in the regulation of the sulfur
amino acid biosynthetic pathway, but in the cettleyas well. It is assisted in its functions by
a number of regulatory cofactors: Met28p, Met31p82p, Cbflp and SCE™C The latter is
an ubiquitination complex composed of Skplp, Cd¢53dc34p, Rbxlp and Met30p as
specific components. Models of regulation of cedtabolism by Met4p and its partners have

been proposed (Chandrasekaran & Skowyra, 2008).

The majority components of the S®E° complex are highly conserved. It can be
observed that there is no orthologudR&X1in theN. crassagenomeCDC53is slightly less
conserved than other components of the "§€¥complex, with sequence similarities in the
same range as that MET31/MET32 MET31 and MET32 are ohnologues and are also
retrieved inC. glabrata It can be observed th®MET31/MET32appears to be absent or too
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divergent in theS. pombegenome CBFL1 is conserved in all of the species studied, bat th

BlastP analysis reveals a sequence alignment orihei C-terminal region.

In S. cerevisiag Metdp is a 672 amino acid-long polypeptide thah doe split into
functional domains (Kuras & Thomas, 1995). Thesmaios are involved in transcriptional
activation, ubiquitinylation, interaction with theegative regulator Met30p, interaction with
the Met31p/Met32p dimer and interaction with Met28pe Met4p sequence also presents a
degenerated leucine zipper (BZIP). This BZIP mistifiot canonical since it is disrupted by a

large insertion (ha to Qgg).

Met4p orthologues display large differences amdmg species studied. The family of
MET4related genes can be separated into two sub-&snii family of large polypeptides
related toS. cerevisiaeMet4p of about 670 to 710 amino acids, and a faraflyshorter
polypeptides ranging from 319 to 371 amino acids|udingD. hanseniiand Y. lipolytica
This second family is related to fungal regulatush a<CY S3andMETRfrom N. crassaand
E. nidulans, respectively. We can ask whether or not theseolmjues carry all the
interaction domains such as Met4p fr@ncerevisiae

One argument for the conservation of these intenagtis that the partners of Met4p are
globally conserved except for Met28p, which appedcebe absent in the clade of the short-
length Met4p sub-family (see additional file 3: fBonary of regulatory proteins studied’).
However, the shorter Met4p sequences display antealoBZIP motif with a basic region,
allowing direct interaction with DNA, and a leucimgper required for dimerization. It can be
hypothesized that the shorter Met4p homologues aitomplete B-ZIP domain can directly
interact with DNA but do not depend on Met28p fumet Therefore, Met28p which is not
conserved in the studied species appeared to plapallary function.

The activation motif ofS. cerevisiagDs> to Fiog), Which is highly conserved in neighbor
species, is retrieved iD. hansenii(D23 to Ly;) but not inY. lipolytica On the contrary, the
motif upstream from the ubiquitinylated lysine (K36 S. cerevisiaeappeared to be well
conserved among yeast species by homology and drpopiyobic cluster analysis (data not
shown). The Met31p/Met32p binding domain ®f cerevisia€l 376 to Hsg7) relatively well
matches the 1g, to Qo3 region ofD. hansenii However, it is difficult to identify the sites of
interaction with these regulators when distant Mettthologues are analyzed. For instance,
in Y. lipolytica it only can be hypothesized that the domain f@iws to Qs is related to the
domain from Qg to Qo3in D. hansenii
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In conclusion, it seems that the co-regulation oekwdepicted inS. cerevisiaeis
conserved in all the yeast species although tleeeeviery large variation in size and a wide
divergence in the main component Met4p. It is cthat these hypotheses should be validated

by mutagenesis experiments.

Conclusions

An overview of the sulfur amino acid pathways innm@scomycetous yeasts was
generated. It was important to investigate if thealth of data accumulated in the model yeast
Saccharomyces cerevisiaan be extended to species as distar8.aferevisia@sYarrowia
lipolytica which have diverged from their common ancestorentban 600 million years ago.
By and large, the pathways appeared to be consawved beyond the yeast world in the
whole phylum of fungi. This is probably foreseeaddethis pathway plays a central role in the

general metabolism and in the homeostasis of tlhe ce

Moreover, we propose that the regulation networkharge of the sulphur amino acids
biosynthesis and its central component Met4p ans@wed fronS. cerevisia¢o fungi. The
Kluyveromycesclade and theSaccharomyces senso lat@ve undergone a genetic event
leading to the impairment of the B-ZIP motif of tlmegulator and need therefore the
mediation of a B-ZIP partner of the MET28p famityldind the Met4p DNA targets. All the
other partners appeared to be conserved alongvtiiatienary tree, especialllET31 and

MET30which are playing a central role in the specijiaf the regulation.

The majority of the studied species possess twowaats leading to cysteine production,
the transsulfuration pathway and the OAS pathwageptS. cerevisia@ndC. glabratathat
only display the transsulfuration pathway, aBd pombethat only has the OAS pathway
(Table 1).

Sulfate Transsulfuration Transsulfuration O-acetyl-serine
activation pathway from | pathway from pathway
pathway homocysteine tg  cysteine to
cysteine homocysteine

WGD group 6. cerevisiae/C. glabrata) + + + _
Other hemiascomycetes + + + +
Ascomycetes fungi + + + +
Schizosaccharomyces pombe + _ + +

Table 1. Summary of the components of the sulphur amingapathway highlighting the differences in the
cysteine synthesis according to the clades of yeast
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The study of the gene families involved in this abetlism conducted to the identification
of well conserved gene families without describeohction although they are highly
conserved and that they diverge at the same spgetttk &ssential genes of the pathway. This
is the case forHR112cgene family belonging to the family of the PLP degent enzymes
such as th€YS3STR2 STR3andMET17gene families. This is also the case in the céditabo
pathway for theYER152cgene family related to the aromatic amino acidrentnansferase
families without identified function ir5. cerevisiaeTheir conservation during the evolution

leads to propose for them an important role inntie¢abolism of the sulfur compounds.

Concerning the catabolism of sulfur amino acidg teads to the production of VSC, the
technological yeasts. lactis D. hanseniiandY. lipolytica, have different sets of enzymes
which should account for the difference in aromadpiction observed between these species.

The results of this work remain to be confirmedgleyetic and molecular studies.

Methods

Sulfur metabolism data

Data on sulfur metabolism from several databasesiding theSaccharomyce&enome
Database (SGD: http://www.yeastgenome.org/) Sorcerevisiaeand the KEGG database
(http://lwww.genome.jp/kegg/) that regroups enzymadctivities of various species were

combined.
Search for orthologues

Orthologues were searched for in complete genomtabdses using the BLASTP
algorithm with theS. cerevisiaeand theS. pombeprotein sequences of interest as bait.
Searches were completed using sequences fromge#hemes as bait. Further searches were
performed on complete genome sequences using TBNASThe sources of complete
sequences were SGD (http://www.yeastgenome.orgf) So cerevisiae, Genolevures
(http://www.genolevures.org/)  for Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis,
Zygosaccharomyces rouxii, Lachancea kluyveri Kluyveromyces thermotolerans
Debaryomyces hansenii and Candida glabrata, and NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.2grganism=fungi) and Swissprot

(http://www.expasy.ch/tools/blast/)  for Eremothecium gossypij Pichia  stipitis,
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Saccharomycegerevisiag Candida albicans Schizosaccharomycegombe Neurospora
crassaand Emericella nidulang. Complementary information was also obtained frima
Candida Genome Database (CGD: http://www.candidagenom@,oltgm the Aspergillus
Genome Database (www.aspergillusgenome.org/) ami fineSaccharomyceResequencing
Project (Sanger Institute; http://www.sanger.aclelins/Team118/sgrp/). The search for
specific  functional domains was performed wusing thé&fam  database
(http://pfam.sanger.ac.uk/). The TargetP tool (webs.dtu.dk/services/TargetP/) was used to

identify proteins that have a mitochondrial locatio
Phylogenetic analysis

Primary protein sequence alignments were generayedsing the MUSCLE program

(Edgar, 2004) implemented on the platform phylogenyhttp://www.phylogeny.fr

(Dereeperet al, 2008)), unless otherwise stated. Alignments weesually adjusted with
GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). Phglogtic trees were reconstructed with
the Phyml program (Guindon & Gascuel, 2003) impleteeé on the platform phylogeny.fr,
with 100 bootstrap replicates. Phylogenetic treesewisualized with NJ-Plot (Perriere &
Gouy, 1996).

Regulatory proteins analysis

The data obtained for the regulatory proteins a®lywere generated with the GAP
software of GCG (gap weight = 2; length weight = 8)

Additional files
Additional file 1 —List of genes involved in sulfurmetabolism in each species studied
A: table of gene names involved in sulfur metalmlis
B: table of Swissprot accession numbers for pretegimolved in sulfur metabolism
N.D.: not determined.
Additional file 2 —Table of proteins studied

This table regroups the function of each proteirsuafur metabolism included in this study

and the description of the pfam motif, if any, @ned in each sequence. Minimum: indicates
the frequency of the motif in the genome in whithsithe least represented. Maximum:

indicates the frequency of the motif in the genamehich it is the most represented.

Additional file 3 —Summary of regulatory proteins gudied

This table represents the sequence similarity péages for each regulatory protein studied,
in comparison withS. cerevisiaeThe percentages indicated for thi&T3YMET32 column
were generated using the Met31p sequence.
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

A (1/7)
SULPHATE ACTIVATION HOMOCYSTEINE SYNTHESIS
S. cerevisiaegene name  LOCUS Prefix MET 3 MET 14 MET 22 MET 16 MET5 MET 10 MET 17 MET 2
S. cerevisiae YJRO10W YKL001C YOL064C YPR167C YJR137C YFRO30W YLR303W  L277¥M
C. glabrata CAGL 0B03839g  0L02321g  0C05247g 0108503¢  OMO00374g  0D05280g 600Pg 0J083169
Z. rouxii ZYRO 0G11990g  O0BO1474g  0BO5016g  0D014083  0B08668g  0D156%(g 2 DERY 0F17028¢g
K. thermotolerans KLTH 0B01914g  0D06314g  0C08822g  OF186563  0D1751%g  OE0479€g 3652y 0F020469
E. gossypii AGOS._ AGR322W  ABROOIW  AEL088C AEL259W  ABLO77W  AGR237C ADLO31W  R69%E
K. lactis KLLA 0E09835g  0B13321g  OF24728g  0B106923  0B03938g  OD159€%g 408Xy 0C02013g
L. kluyveri SAKL 0G14124g  0A08844g  0C08734g  OF156863  0G18590g  OF072€(g 389y 0C02266g
19.105
C. abbi . 19.5025 19.946 19.7752 19.3106 16,4099 19.11557 19.5645 19.2618
- albicans a 19.12492 19.8561 16,95 19.10618 : 19.4076 19.13090 19.10149
19.7746
D. hansenii DEHA 2D06138g  2E12804g  2E21274g  2B15774y  2F0497Zg  2B15070g 605y 2E23716g
P. stipitis PICST_ 75451 90976 47423 49723 67906 83457 31162 76901
Y lipolytica YALI 0B08184g  OE00418g  OF27665g  0B08140y  0D11176g  OE1636&g 5 D6% 0E00836g
S. pombe sp BC27.08c  AC1782.11 CC1753.04  AC13G7.06 ACLOF6.0l1c  C0384. BC428.11 BC56F2.11
E. nidulans AN 4769.2 1194.2 1769.2 4770.2 7600.2 1752.2 8277.2 2229.2
N. crassa NCU 1985 9896 4069 2005 5238 4077 1652 7001
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

A (2/7)
HOMO SERINE SYNTHESIS SYNTHESIS OF MET6'S COFACTOR NADPH
S. cerevisiaegene name  LOCUS Prefix HOM 3 HOM 2 HOM 6 MET 12 MET 13 FOL 3 MET 7 MET 19
N . YMR113W
S. cerevisiae YER052C YDR158W YJR139C YPLO23(C YGL12EW ool YOR241W YNL241C
C. glabrata CAGL 0J02882g  O0E01133g  OM00330g 0J09504g  OF07029g  OK03553g 37GHy 0J07612g
Z. rouxii ZYRO 0D16632g  OF13750g  0BO08756g 0A02838g  OE0187Cg  0G20064@F07216g 0F15686g
K. thermotolerans KLTH 0A04004g  0G118l4g  0D17446g 0E11022¢g  OHO6446g  0D04664¢D11066g 0H00374g
E. gossypii AGOS_ ADLO86C  AGLL75W  ABLO8S8OW AFR457TW  AARL70W  AEL31CC ACR134W L208B
K. lactis KLLA OF27599g  0D16731g  O0B03872g 0D121883  OF09647g  0B12463g 11R%7g 0D19855g
L. kluyveri SAKL 0F08294g  OH15180g  0G18678g 0H11836g  0A06952g  OE03872¢0H06732g 0G00374g
19.1235
C. abbi . 19.8820 19.1559 19.10468 19.12781 19.288 16,6608 19.11991 19.12218
- albicans a 19.9132 19.2951 19.5321 19.7920 : 19.4516 19.4754
19.6959
D. hansenii DEHA 2C7282g 2D11396g  2F01298g 2F08976¢  2G0125.g  2F21845g 8358y 2C10274g
P. stipitis PICST 69242 89195 57619 83803 71674 47181 71737 85065
Y lipolytica YALI 0D11704g  0D13596g  0D01089g 0B14465g  0B00572zg  0A10032g A44ER 0E22649g
AC3A12.18
S. pombe sp BCl9F5.04 (CC1827.06c  BC776.03 AC343.10  AC56F8.10  AC®27.0 BC1709.17  AC3C7.13c
CC794.01c
E. nidulans AN 8859.2 4793.2 2882.2 8215.2 5883.2 4384.2 3840.2 2981.2
00892
N. crassa NCU 4118 554 3935 9545 7690 1337 00893 9111
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

A (3/7)
METHIO NINE SALVAGE PATHWAY
S. cerevisiaegene name  LOCUS Prefix SPE2 SPE3 SPE4 MEU1 MRI1 MDE1L UTR4 ADI1
S. cerevisiae YOLO52C  YPRO69C YLR146C YLRO17W  YPRLLEW YJR024C YELO38WMROO§W
C. glabrata CAGL 0H02607g  0D01408g  OM04609g  0D03190y  0D0457€g  OMO7876g O01P&7g  OK08800g
Z. rouxii ZYRO OF12804g  0C16412g OF14124g  0B103843  0C1293€g  0G11440F05236g  0G01276g
K. thermotolerans KLTH 0E14058g  OF10560g  0G11484g  0B03344y  OE05236g  O0B01386@)C03388g  OF12408g
E. gossypii AGOS_ ABLO61C  ADL340W - AAL1I60W  AAR098W  ACL126W  AFR359C  ADRO21W
K. lactis KLLA 0C14410g  0B09372g  0D17094g  OF15664q  O0D15455g  OE16435g 2DEW  0D14487g
L. kluyveri SAKL 0B06292g  0B07876g  OH14828g  0G12826y  OF0662zg  0G14652@D11836g  OF05544g
c abbi . 19.568 19.9790 19.4960 19.14200 19.2008 19.4306 19.1495 19.2306
- albicans a 19.8199 19.2250 19.12425 19.6938 19.9559 19.11782 19.9072 19.9842
D. hansenii DEHA 2E122549  2D10472g  2E16456g  2C121663  2A01276g  2G06864g A4LFRY  2B15532g
P. stipitis PICST 85160 84352 40259 65182 40776 89976 44113 3761¢
Y lipolytica YALI 0E20361g 0E33143g  OE04763g  0B134203  O0A16698g  0C20427g 16Td¥g  0A14498g
S. pombe sP BP4H10.05c BC12C2.07¢ ; AC16C9.02c BC23E6.10c AC20H4.058C644.08 BC887.01
E. nidulans AN 8231.2 687.2 . 1735.2 4290.2 3593.2 . 6576.2
N. crassa NCU 1083 6727 ; 3963 2226 9264 6228 147
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

A (417)
SIROHEME SYNTHESIS METHIONINE CATABOLISM ND
S. cerevisiaegene name  LOCUS Prefix MET 1 MET 8 ARO10 BATL BAT2 AROS8 ARO9 YEY2
S. cerevisiae YKRO6OW  YBR213W YDR380W  YHR208W YJR148W  YGL202W  YHR1S7W R152(E
C. glabrata CAGL 0G01903g  OK06677g 0A03102g  OF09207¢  OMO0l76g  0GO01254g 60ZHY 0106578g
Z. rouxii ZYRO 0B157749  0C05038g 0G04378g  0G00396g . 0C06023g 0G5346g  11GHBg
0G02002g 0B00176g
K. thermotolerans KLTH OF17226 0H06820 0F15510 0D17094( ; 0B06270
g g g J 0E07678g 9 06196249
i} , AFR548C
E. gossypii AGOS_ AGR298C  AAR152W ACR211W ; ADL384W AGR141C
AGR167W
. 0F10021g
K. lactis KLLA OF16170g  0CO05544g 0E02707g  0A10307y ; 0D11110g 0E00969g
0A04906g
. 0F02156g
L. kluyveri SAKL 0G01254g  0A07348g 0G03036g  0B12496g  0G09064g, ) oo, OE12183g 0H18612g
C. abbi . 19.13233  19.14072 19.9405 L0797 16,6604 19.9645 19.1237 19.1180
- albicans a 19.5811 19.6780 19.1847 : : 19.2098 19.8822 19.8771
i 2E07128g
. 2F027 2D1012 - 2D06952 2A - 2A ‘
D. hansenii DEHA 2621912 02706g 0120g 069529 06886¢ 0803Cg
o 28702
P. stipitis PICST 31820 63116 62095 84005 34985 66767 oo oo 89470
Y lipolytica YALI 0A01133g  OE11385g 0D06930g  0D012653  OF1991Cg  OE20977g 5PEHY 0E08360g
S. pombe sp CC1739.06c  AC4D7.06¢c N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
E. nidulans AN 4774.2 6710.2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
N. crassa NCU 602 7585 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

A (5/7)
TRANSSULFURATION PATHWAY CYSTEINE SYNTHESE REGULATION
S. cerevisiaegene name  LOCUS Prefix CYs 4 CYS 3 STR 2 STR 3 CYS K RBX1
N YIRLSOC v 15ac
S. cerevisiae YGR155W  YALO12W  YMLO82W YGRO12W ; YOL133W
YFRO55W
YLLO58W
C. glabrata CAGL 0E03157g  OHO06369g °MO95509 4 he09ag 0F08789¢g ; 0E01567g
0H04169g
Z. rouxii ZYRO 0G07128¢g  0D05742g  0B08338g  0G191623 0G11198g  0GEP83 0A06820g 0C03058g
0D17930g
K. thermotolerans KLTH 0004092  0DO2728g (o0 ot OE0G644g 0E08800g  OH10846g  OE02948g 0F19228g
E. gossypii AGOS_ AGR012C AEL341W  AER164C  ACLO59C AGR021C AEL16IW  AEL0O98W  L18AW
K. lactis KLLA 0F09317g  OF07909g  0B04378g  0C17028g 0C1802¢g  OF018159 1860y 0E07151g
L. kluyveri SAKL 0H23364g  0B09614g  0G18172g  OH24882g 0H23144g  0DO§084 0G07854g 0C13178g
C. abbi . 19.12011  19.13760 19.1033 19.2092 19.5574 16,7152 19.1159 102331
- albicans a 19.4536 19.6402 19.8635 19.9639 19.13020 : 19.8751 £93.
D. hansenii DEHA 2C14586g  2C15686g  2D09350g  2A067983  2B04004y  2F16236g 2C02882g 2F176669
P. stipitis PICST 77227 77247 36608 54505 30734 59891 30795 37145
Y lipolytica YALI 0E09108g  OF05874g  0D17402g  0D00605y 0E0853€g  OF14047g 428X 0B17358g
S. pombe sp . . BC15D4.09c CC11E10.01  AC3Al12.17¢c  BC36.04 BC106.17c  3M@28c
E. nidulans AN 5820.2 1446.2 3456.2 7051.2 1513.2 8057.2 8565.2 8844.2
02430
N. crassa NCU 8216 9230 05093 7987 2564 6452 536 -
08117
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

A (6/7)
REGULATION
S. cerevisiaegene name  LOCUS Prefix MET4 MET28 MET30 MET31 MET32 CBF1 SKP1 CDC53 CDC34
S. cerevisiae YNL103W YIR017C YILO46W YPLO38W YDR253C YJRO60OW YDR328C L133W YDRO054C
0B02651g
C. glabrata CAGL 0G06688g 0K08668g 0L00781g 0L12562g 0H01815¢g 0M01364g 0J09218g 0E045983
Z. rouxii ZYRO 0B096369g 0G04092g 0D16742¢ 0F08162¢g 0G044669g 0D10384g 0C094:8g 265y
K. thermotolerans KLTH 0D09108g 0F135309g 0A04114g 0E11330g 0C026409g 0E03784g 0H02464g 0C048183
E. gossypii AGOS_ AFL231C AARO10W ADL082C AGL246W AFR414W ADR295C ADR106W AGL203C
K. lactis KLLA 0C13211g 0B11880g 0F27511g 0D11902p 0B137619g 0E169419g 0F05467¢g 0D091961y
L. kluyveri SAKL 0E10428¢g - 0F08404g 0H114409g 0D126509g 0G08382gy 0F10054g 0D02530g¢g
. 19.12772 19.3301 19.9326 19.2876 19.4427 19.9243 19.6529
C. albicans CaO -
19.5312 19.10811 19.1757 19.10394 19.11905 19.1674 19.13882
D. hansenii DEHA 0C10252¢g - 2D14652¢g 0F10307g 2B03828g 2F2600413 2D15444g 2C03168g
P. stipitis PICST_ 49214 67409 64825 67657 52442 32591 29770 84844
Y.lipolytica YALI 0D044669g - 0B09977¢g 0F03157g 0D241679g 0A108797 0D12518g 0C061499g
S. pombe SP AC25G10.03 - AC57A10.05¢c - AC3F10.12c BC409.C5 AC17G6.12 11B%09
E. nidulans AN 4361.2 - 6359.2 8663.2 7734.2 2302.2 1019.2 226.2
N. crassa NCU 3536 - 8563 10006 8999 8991 5204 1188
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

A(717)
METHYL CYCLE GLUTATHION SYNTHESE ND
S. cerevisiaegene name LOCUS Prefix MET 6 SAM1 SAM2 SAH1 SAM4 MHT1 GSH1 GSH2 YHR2
S. cerevisiae YER091C YLR180W YDR502C.  YERO043( YPL273W YLLO62C YJLI01COLO4§W  YHR112C
0J08415g 01012769
C. glabrata CAGL 0104994 0C02189 - 0L03630 0F00825
g g 0B01122g g g 9 okos665g
i} 0F09768g
Z. rouxii ZYRO 0B03036g 0F17248¢g 0E09042g 0G14212g 0F01936g  0DOS390g o/ oo,
0C03850g
K. thermotolerans KLTH 0C07018g 0F01782g 0G01188g oH127164 0D03322g  0D02398y  OE16566g
) AFR410W
E. gossypii AGOS_ ABR212C AFR692C AFR243C AFRO86C  ACR284C  AER250C
ABL125W
K. lactis KLLA 0E20065g 0C01782g 0A01199g 0D01551g OF14058g  OF07557g  OE21319g
. 0D01452g
L. kluyveri SAKL 0F12100g 0C01870g 0F01364g 00083064 0D05390g  0B09944g  0G02222g
C. abbi a0 19.2551 19.657 19.3911 19.386 19.5059 19.13762 10,7207
- albicans a 19.10083 19.8272 19.11392 19.8016 19.12526 19.6404 :
) 2A00814g
D. hansenii DEHA 2A07414g 2E14212g 2G19910g 2A006169 2F26444g  2C15620g
2A01144g
P. stipitis PICST 78051 65158 76463 30270 62151 43206 59680
Y lipolytica YALI 0E12683g 0B14509g 0F11759g 0F25641g 0E30129g  0C17831g  0C22088g
S. pombe sP AC9.09 BC14F5.05¢ BC8D2.18¢ AC57A7.07¢ AC22F3.10c  AC3F10.04 AC23Al.l4c
. 0681.2
E. nidulans AN 4443.2 1222.2 1263.2 3378.2 3150.2 10284 o144
N. crassa NCU 6512 2657 7930 799 1157 6191 522
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

B (1/7)
SULPHATE ACTIVATION HOMOCYSTEINE SYNTHESIS
Saccharomycegerevisiaegene name MET 3 MET 14 MET 22 MET 16 MET5 MET 10 MET 17 MET 2
Saccharomyces cerevisiae P08536 Q02196 P32179 P18408 P4716¢ P39692 P06106 P08465
Candida glabrata Q6FXQ8 Q6FLM3 Q6FWJ2 Q6FQ76 Q6FK83 Q6FW5 Q6FVR1 Q6FNX4
Zygosaccharomyces rouxii C5EOQOE3 C5DQM3 C5DR25 C5DUU1 C5DRI3 C5DWK7 C5E1M5 C5DYZ8
Kluyveromyces thermotolerans C5DCC5 C5DGL6 C5DEF8 C5DJs1 C5DF4 C5DHJ4 C5DGA4 C5DK61
Eremothecium gossypii Q74ZF6 Q75DL7 Q757V0 Q758M0 Q75DV0 Q74ZH0 Q75AES8 Q75173
Kluyveromyces lactis Q6CNU6 Q6CVB5 Q6CIQ8 Q6CVN4 Q6CWIO0 Q6CQM5 Q92441 Q6CUV3
. . Q59XQ1
Candida albicans Q9Y872 Q5A500 P 46594 Q5A020 - Q59X55 Q59US5 Q5A948
Debaryomyces hansenii Q6BSU5 Q6BPK7 Q6BNJ1 Q6BVY3 Q6BMJ3 Q6BW16 Q6BME7 Q6BN89
Pichia stipitis A3Gl41 A3LZE9 A3LUV9 A3LZM8 A3LW26 A3LTZ0 A3LST3 A3LR19
Yarrowia lipolytica Q6CFD2 Q6C7J1 Q6C055 Q6CFD3 Q6C9H5 Q6C5P 4 Q6C7U9 Q6C7H3
Schizosaccharomyces pombe P78937 Q9P7G9 094505 Q10270 Q1KocC2 Q09878 013326 060062
Emericella nidulans Q12555 Q92203 Q5BCG1 Q5B3W0 Q5AVTO Q5BCH8 P50125 Q9Y875
Neurospora crassa Q7SE75 Q7S203 Q7RZE9 Q7SFM7 Q7S8U6 Q7RZE3 Q1K4z1 Q1K8F¢
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

B (2/7)
HOMO SERINE SYNTHESIS SYNTHESIS OF MET6'S COFACTOR NADPH
Saccharomyceserevisiaegene name HOM 3 HOM 2 HOM 6 MET 12 MET 13 FOL3 MET 7 MET 19
- Q12676
Saccharomyces cerevisiae P10869 P13663 P31116 P46151 pP5312¢ P36001 Q08645 P11412
Candida glabrata Q6FPL5 Q6FVK7 Q6FK85 Q6FNS2 Q6FU20 Q6FN15 Q6FPH6E Q6FP06
Zygosaccharomyces rouxii C5DWQO0 C5DYK4 C5DRI7 C5DPF1 C5E412 C5E1D3 C5DXR5 C5DYTE
Kluyveromyces thermotolerans C5DBN1 C5DMVO C5DFS1 C5DIA7 C5E2N6 C5DGE5 C5DEZ7 C5E1X3
Eremothecium gossypii Q75AL3 Q750W4 Q75DV3 Q752W6 Q75EA7 Q758R3 Q75BY6 Q75E77
Kluyveromyces lactis Q6CID1 Q6CQJI0 Q6CWI3 Q6CR34 Q6CKM1 Q6CVF4 Q6CKESE P48828
- - Q5A474
Candida albicans Q59MED Q5ALMO Q5AIA2 Q5A5S8 Q5AEIO0 Q5944 Q59TB5 Q5APLO
Debaryomyces hansenii Q6BUX0 Q6BS59 Q6BNO1 Q6BM19 Q6BJIM9 Q6BKIO0 Q6BM37 Q6BUJO
Pichia stipitis A3GF89 A3LUL1 A3LRB1 A3LW82 A3LUC7 A3LWH9 A3LUAS8 A3LYR5
Yarrowia lipolytica Q6CIF1 Q6C968 Q6CAP2 Q6CEM7 Q6CG63 Q6CHD4 Q6C4Q7 Q6C4Y7
000091
Schizosaccharomyces pombe 060163 P78780 094671 074927 Q10258 Q9UTD) 074742 014137
059812
Emericella nidulans Q5AS71 Q5B3T7 Q5B998 Q5AU15 Q5BOP7 Q5B4Z76 Q5B6J0 P41764
013492
Neurospora crassa Q8NIWO0 Q7SF95 Q7RzC2 Q7S2B6 Q7S830 Q9HEKS Q7SFD9 Q7RV86
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

B (3/7)
METHIO NINE SALVAGE PATHWAY
Saccharomyceserevisiaegene name SPE2 SPE3 SPE4 MEU1 MRI1 MDE1 UTR4 ADI1
Saccharomyces cerevisiae pP21182 Q12074 Q12455 Q6B1LO Q06489 P4709% P32626 Q03677
Candida glabrata Q6FS85 Q6FWBS Q6FJP6 Q6FW39 Q6FVY2 Q6FJAS5 Q6FLR5 Q6FME1
Zygosaccharomyces rouxii C5DYG3 C5DUF9 C5DYMO C5DRQ6 C5DU12 C5EOB9 C5DXI0 C5E1T3
Kluyveromyces thermotolerans C5DIP2 C5DL72 C5DMT5 C5DCI5 C5DHL1 C5DCA2 C5DD4 C5DLE6
Eremothecium gossypii Q75E84 Q75BA7 - Q75FA2 Q75EI1 Q75CP5 Q753F5 Q75A97
Kluyveromyces lactis Q6CT94 Q6CVU4 Q6CQH3 Q6CJIV5 Q6CQP3 Q6CMZE Q6CM8Y Q6CQT5
Candida albicans Q59XF7 Q59250 Q5AL17 Q59ST1 Q5AD59 Q5AG73 Q5AM80 Q59WJ5
Debaryomyces hansenii Q6BPN1 Q6BS99 Q6BP53 Q6BUB4 Q6BZH5 Q6BIX5 Q6BXC7 Q6BVZ4
Pichia stipitis A3LZD3 A3LYB2 A3GHW1 A3LNX3 A3LN21 A3LVM9 A3LRM2 A3GFN2
Yarrowia lipolytica Q6C579 Q6C3P7 Q6C706 Q6CES3 Q6CG4 Q6CBB) Q6C8V1 Q6CH03
Schizosaccharomyces pombe Q9P7E3 Q09741 - Q09816 060185 Q9HEO08 Q9P6Q2 094286
Emericella nidulans Q5ATZ9 Q96UK1 - Q5BCJ5 Q5B590 Q5B787 - Q5AQA3
Neurospora crassa Q9Y7F3 Q9Y8H7 - Q7RZA5 Q74G7 Q7SF46 Q7SBS7 Q7RXRL
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

B (4/7)

SIROHEME SYNTHESIS METHIONINE CATABOLISM ND
Saccharomyceserevisiaegene name MET 1 MET 8 ARO10 BAT1 BAT2 AROS8 ARO9 YEY2
Saccharomyces cerevisiae P36150 P15807 Q06408 P38891 P4717¢ P53090 P38840 P10356
Candida glabrata Q6FTKO Q6FMN1 Q6FYB3 Q6FTS6 Q6FK92 Q6FTM8 Q6FT20 Q6FQF8
Zygosaccharomyces rouxii C5DSC6 C5DT33 C5DZH1 C5E1Q1 - C5DT73 C5DZL2 C5DRT1
Kluyveromyces thermotolerans C5DJK7 C5E2Q3 C5DJD3 C5DFQ6 - CSDLNO C5DCW?2 €5DCS8
C5DHW5 C5DNT2
. - Q752M6
Eremothecium gossypii Q74ZA5 Q75EC2 Q75BR0O - Q75BES8 Q74ZN1 - Q74z2Q7
. Q6CKK3
Kluyveromyces lactis Q6CJT1 Q6CUE3 Q6CPS1 Q6CX88 - Q6CXX4 Q6CR82 Q6CPZ7
Candida albicans Q5A0K1 Q5ADR1 Q59MU3 Q5AHJ9 Q59Ys9 Q5ADA2 Q5A4C4 Q59525
- Q6BQA0
Debaryomyces hansenii Q6BH25 Q6BMT6 Q6BSB5 - Q6BSQ6 Q6BYUS - Q6BYPO
Pichia stipitis A3LUM7 A3LZI7 A3LXV3 ASLNY1 A3LMX7 ASGGR2 A3LUQ7
P ; A3LVU4 A3GF91 Q
Yarrowia lipolytica Q6CI67 Q6C695 Q6CA04 Q6CAN4 Q6C120 Q6C551 Q6CCZ6 Q6C6L9
Schizosaccharomyces pombe 074468 014172 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Emericella nidulans Q5B3V6 Q5AYCO N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Neurospora crassa Q7SI49 Q7SBH1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

B (5/7)
TRANSSULFURATION PATHWAY CYSTEINE SYNTHESE REGULATION
Saccharomyceserevisiaegene name CYS 4 CYS 3 STR 2 STR 3 CYS K RBX1
P47164 P53101
Saccharomyces cerevisiae P32582 P31373 Q04533 P43623 P53206 - Q08273
Q12198
. Q6FK75
Candida glabrata Q6FVB8 Q6FRS2 Q6FL54 Q6FTU3 - B4UMZ3
Q6FS18
Zygosaccharomyces rouxii C5DZT7 C5DVD2 C5DRG8 C5E197 C5EQ0A9 C5E1G7 C5DP X0 C5DSU4
C5DFU1
Kluyveromyces thermotolerans C5DGC1 C5DG64 CSDLE9 C5DHSO C5DI11 C5E370 C5DHB5 C5DJU6
. - Q750D4
Eremothecium gossypii Q750E3 Q758U3 Q756W2 Q75CH8 Q75883 Q758B3 Q757W0 Q75AV1
. Q6CST5
Kluyveromyces lactis Q6CKN5 Q6CKV1 Q6CWG2 Q6CSX8 Q6CLM7 Q6CLM7 Q6CI47 Q6CP68
. . Q5A0E3
Candida albicans Q59795 Q5A362 Q59VRO Q5ACX5 Q5ABX6 Q5ABX6 Q59TT5 -
Debaryomyces hansenii Q6BU02 Q6BTV4 Q6BSE9 Q6BYU9 B5RT41 Q6BL57 Q6BV64 Q6BKZ3
A3LWK4
Pichia stipitis A3LRC4 A3LSH7 A3LX62 A3LMX1 A3LRL7 A3LRS6 A3LZW2
A3LRL7
Yarrowia lipolytica Q6C6J2 Q6C2Q9 Q6C8A Q6CAR4 Q6C6L3 Q6CAU6 Q6CE99
poly Q6C1R7 Q6C1R7
. 059701
Schizosaccharomyces pombe - - 074314 094350 pP87131 P87131 Q10341 013959
i . P50867
Emericella nidulans Q5BOWO Q5BDD4 Q5B7M4 Q5AXC9 Q5BD67 Q5BD67 Q5AT15 Q5AS86
P38675
Neurospora crassa Q7S3M7 Q96VU7 Q87221 Q96VU8 Q7SHQ1 Q7RYW6 Q7SDK8 -
Q7SD09
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

B (6/7)

REGULATION
Saccharomyceserevisiaegene name MET4 MET28 MET30 MET31 MET32 CBF1 SKP1 CDC53 CDC34
Saccharomyces cerevisiae P32389 P40573 P39014 Q03081 Q12041 P17106 P52286 Q12018 68P14
Candida glabrata Q6FSZ3 Q6FMEG6 Q6FLT6 Q6FXE1 Q6FKDO Q6FSB6 QIuUVWE Q6FNT4 Vst
Zygosaccharomyces rouxii C5DRM4 C5DZF9 C5DWQ5 C5DXV8 C5DZH5 C5DVY4 C5DTL2 C5EOH1
Kluyveromyces thermotolerans C5DGX7 C5DJ50 C5DBN6 C5DICO C5DDP4 C5DHES8 C5E264 C5DDY5
Eremothecium gossypii Q755P4 Q75ER9 Q75AK9 Q751F2 Q753B0 Q759H8 Q75AGT7 Q6FV56
Kluyveromyces lactis Q6CTFO Q6CVI1 Q6CID5 Q6CR47 P49379 094228 Q6CL61 Q6CRGY
Candida albicans Q5A5T7 Q5A933 Q59XU8 Q5A1ES Q59WE2 Q5AJB7 Q5AH09
Debaryomyces hansenii Q6BUN5 - Q6BRQ3 Q6CR47 Q6BXEO Q6BK01 Q6BRL6 Q6BVES
Pichia stipitis A3LYNO A3LSFO A3GFK1 A3LU82 A3GF22 A3LWU4 A3LPO0O A3LY37
Yarrowia lipolytica Q6CAAG6 - - Q6C327 Q6C7Z22 Q6CHA1 Q6C9B4 Q6CCV7
Schizosaccharomyces pombe Q10424 - P87053 - Q10186 Q9Y709 013790 Q9Y818
Emericella nidulans Q9Y8B4 - Q00659 Q5ASR7 Q5AVEG Q92229 Q5BEL1 Q5BGV4
Neurospora crassa P22697 - Q01277 Q7S3z7 Q7S2X1 Q8NK13 Q7S9C8 Q7S779
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List of genes involved in sulfur metabolism in eackpecies studied

B (7/7)
METHYL CYCLE GLUTATHION SYNTHESE ND
Saccharomyceserevisiaegene name MET 6 SAM1 SAM2 SAH1 SAM4 MHTL GSH1 GSH2 YHR2
Saccharomyces cerevisiae P05694 P10659 P19358 P39954 Q08985 Q12525 P32477 Q08220 71838
. QB6FNX9 Q6FR34
Candida glabrata 6FQM7 6FWX3 - 6FLG3 6FUT4

g Q6FQ Q6FX78 Q Q Q Q6FMS2

. C5DY28

Zygosaccharomyces rouxii C5DQU3 C5Dz08 C5E4Vv4 C5EON3 C5DX36 C5DVB6 CE5DYT7

C5DDU4
Kluyveromyces thermotolerans C5DE81 C5DK50 C5DLJ4 CSE3EA4 C5DG89 C5DG49 C5DJ03
. . Q753B4

Eremothecium gossypii Q75D10 Q751Y3 Q753T3 O75028 Q75418 Q75BI7 Q756K4
Kluyveromyces lactis Q6CMIO Q6CUW4 Q6CYD7 Q6CSF1 Q6CK28 Q6CKW7 Q6CMC4
Candida albicans Q5A9B4 Q59W67 Q5AKA9 Q59QD2 Q5ATHS Q5A359 Q5A410

. Q6BZI1

Debaryomyces hansenii Q6BYS1 Q6BPE7 Q6BHB2 Q6BZK6 Q6BJY3 Q6BTV7 O6BZ8

Pichia stipitis A3LVAO A3LNJ6 A3LNUO A3LQC9 A3LWV8 A3LSH4 A3LTQO
Yarrowia lipolytica Q6C638 Q6CEM5 Q6C211 Q6C0D6 Q6C433 Q6CBL1 Q6CB42
Schizosaccharomyces pombe Q9UT19 060198 013639 P87138 Q09768 P35669 042851

. . Q5BFJ9

Emericella nidulans Q5B4AT7 Q5BE08 Q5BDW7 Q5B7V2 Q5B8I0 -

Q5ARD6

Neurospora crassa Q8X1E4 P48466 Q759Y8 Q7SFT2 Q8X0X0 Q7SBI1 Q7SCL5
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Table of proteins studied (1/2)

S. cerevisiae EC numbe! Function-description (SGD) pfam domain Minimum Maximum
gene name
ATP-sulfurylase(PF01747) 1 1
2.7.7.4 ATP sulfuryla:
MET 3 uiurylase AP S-Kinase (PFO1583) 0 1
MET 14 2.7.1.25 adenylyl-sulfate kinase AP S-Kinase (PF01583) 1 2
MET 22 3.1.3.7 Bisphosphate-3'-nucleotidase Inositol_P (RBQ) 1 5
MET 16 1.8.4.8 3'-phosphoadenylsulfate reductase PAPS r¢Bi1507) 2 3
Flavodoxin_1 (PF00258) 4 11
MET5 1.8.1.2 Sulfite reductase beta subunit NIR_SIR_ferr (PF03460) 2 5
NIR_SIR (PF01077) 1 3
. Lo ) FAD_binding_1 (PF00667) 3 6
1.8.1.2 Subunit alpha of assimilatory sulfite recset - —
MET 10 unit &p imuiatory sull NAD_binding_1 (PF00175) 5 17
MET 17 2.5.1.49 Methionine and cysteine synthase (O-acetyl homnee®-acetyl serine sulfhydryla Cys_Met_Meta_PP (PF01053) 5 9
MET 2 2.3.1.31 L-homoserine-O-acetyltransferase Abhydrolagé F00561) 11 33
. AA_kinase (PF00696) 3 5
2.7.2.4 Aspartate kinase (L-aspartate 4-P-transé¢ras -
HOMS3 P (L-asp & ACT (PF01842) 2 8
. . Semialdhyde_dh (PF01118) 2 3
1.2.1.11 Aspartic beta semi-aldehyde dehydrogenase -
HOM 2 P y yarog Semialdhyde_dnC (PF02774) 2 3
) ) ! NAD_binding_3 (PF03447) 1 1
1.1.13 Homoserine dehydrogenase (L-h :NARiBoreduct - -
HOM 6 ydrog (L-homoserine reductase) Homoserine_dh (PF00742) 1 1
MET 12 1.5.1.20 methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) acyiwit vitro MTHFR (PF02219) 2 2
MET 13 T Major isozyme of methylenetetrahydrofolate reduetas MTHFR (PF02219) 2 2
FOL3 6.3.2.17 Dihydrofolate synthetase Mur_ligase_M (PF08245) 1 2
MET 7 o Folylpolyglutamate synthetase - - -
G6PD_N (PF00479) 1 3
1.1.1.49 Glucose-6-phosphate dehyd G6PD -
MET 19 phosp ydrogenase (GGPD) G6PD_C (PF02781) 1 3
o o Meth_synt_1 (PF08267) 1 1
2.1.1.14 Cobalamin-independent methionine synthase - -
MET 6 P Y Meth_synt_2 (PF01717) 1 1
S-AdoMet_synt_N (PF00438) 1 2
g:m; 2.5.1.6 S-adenosylmethionine synthetase S-AdoMet_synt_M (PF02772) 1 2
S-AdoMet_synt_C (PF02773) 1 2
. AdoHcyase (PF05221) 1 1
SAH1 3.3.1.1 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase AdoHcyase_NAD (PF00670) 1 1
SAM4 21.1.10 S-adenosylmethionine-homocysteine methyltransferase S-methyl_trans (PF02574) 1 3
MHTL o S-methylmethionine-homocysteine methyltransferase meShyl_trans (PF02574) 1 3
GSH1 6.3.2.2 Gamma glutamylcysteine synthetase GCS (PFO30 1 1
) GSH_synth_ATP (PF03917) 1 1
GSH2 6.3.2.3 Glutathione synthetase GSH_synthase (PF03199) 1 1
YHR112c (YHR2) - Putative protein of unknown function Cys_Met_Met&® PF01053) 5 9
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Table of proteins studied (2/2)

S. cerevisiae EC numbe! Function-description (SGD) pfam domain Minimum Maximum
gene name
i PALP (PF00291) 6 23
CYS 4 4.2.1.22 Cystathionine beta-synthase CBS (PF00571) 1 1
CYS 3 4411 Cystathionine gamma-lyase Cys_Met_Meta_PP1BE3) 5 9
STR 2 2.5.1.48 Cystathionine gamma-synthase Cys_Met_Meta FFR1053) 5 9
STR 3 4418 Cystathionine beta-lyase Cys_Met_Meta_PP {PEB) 5 9
Y?CRfslé)W 2.5.1.47 Putative cysteine synthase PALP (PF00291) 6 23
SPE2 4.1.1.50 S-adenosylmethionine decarboxylase SAM_tegafP F01536) 1 1
SPE3 2.5.1.16 Spermidine synthase Spermine_synth (PF01554) 1 2
SPE4 2.5.1.22 Spermine synthase Spermine_synth (PF01554) 1 2
MEU1 2.4.2.28 Methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) PNBP_1 (PF01048) 1 19
MRI1 5.3.1.23 5'-methylthioribose-1-phosphate isomerase -2BRPF01008) 4 5
MDE1 4.2.1.109 5'-methylthioribulose-1-phosphate dehyafsat Aldolase_Il (PF00596) 1 5
UTR4 3.1.3.77 2,3-diketo-5-methylthiopentyl-1-phosphatelase-phosphatases Hydrolase (PF00702) 15 38
ADI1 11311; Acireductone dioxygenease involved in the methiersalvage pathway ARD (PF03079) 1 1
MET 1 2.1.1.107 S-adenosyl-L-methionine uroporphyrinogénransmethylase TP_methylase (PF00590) 2 3
MET 8 1391173 Bifunctional dehydrogenase and ferrochelatase - - -
TPP_enzyme_N (PF02776; 4 7
ARO 10 4.1.1.- Phenylpyruvate decarboxylase TPP_enzyme_M (PF00205) 4 7
TPP_enzyme_C (PF02775) 4 7
BAT1 2.6.1.42 Mitochondrial branched-chain amino acid aminotrarste Aminotran_4 (PF01063) 1 6
BAT2 Cytosolic branched-chain amino acid aminotransteras Aminotran_4 (PF01063) 1 6
ARO8 261.- Aromatic aminotransferase | Aminotran_1_2 (PF00155) 1 1 28
ARO9 Aromatic aminotransferase Il Aminotran_1_2 (PF00155) 11 28
YER152c (YEY2) - Putative protein of unknown function Aminotran_1(P2F00155) 11 28
MET4 - Leucine-zipper transcriptional activator - - -
MET28 - asic leucine zipper (bZIP) transcriptional activain the Cbf1p-Met4p-Met28p comr bzIP_2 (PFO7716) 1 6
MET30 - F-box protein containing five copies of the WD4®tif F-box (PF00646) 1 23
MET31 MET32 - Zinc-finger DNA-binding protein zf-C2H2 (PF00096) 1 82
CBF1 - Helix-loop-helix protein HLH (PF00010) 1 18
SKP1 - kinetochore protein Skpl_POZ (PF03931) 1 3
CDC53 - Cullin, structural protein of SCF complexes CulimF00888) 1 8
CDC34 6.3.2.19 itin-conjugating enzyme (E2) and catalyticusub of SCF ubiquitin-protein ligase ¢ UQ_con (PF00179) 1 21
RBX1 - RING finger containing subunit of Skp1-Cullin-Fsbabiquitin protein ligases (SCF) - - -
Summary of regulatory proteins studied
MET31
MET4 MET28 MET32 CBF1 MET30 SKP1 RBX1 CDC53 CDC34
E. nidulans 25 - 27 25 46 61 53 30 52
N. crassa 26 - 31 30 43 62 - 29 48
S. pombe 23 - - 30 45 61 55 30 47
Y. lipolytica 22 - 28 24 59 65 53 28 62
D. hansenii 28 - 34 34 55 70 57 28 64
C. albicans 28 - 37 39 55 67 59 27 64
P. stipitis 28 25 35 35 57 70 60 28 65
K. lactis 32 46 37 41 66 83 65 32 68
K. 36 50 52 52 66 85 82 37 7
thermotolerans
E. gossypii 36 19 51 48 67 87 69 29 82
L. kluyveri 41 21 50 48 66 90 7 38 80
Z. rouxii 44 47 51 43 69 92 82 42 84
C. glabrata 40 50 32/40 30 73 89 85 40 82
S. cerevisiae 100 100 100/45 100 100 100 100 100 100

RESULTATS-DISCUSSION_PARTIE |

150



References

Aggarwal M, Mondal AK & Kishan KVR (2008) Creatioof salt-insensitive 3'(2'),5'-
bisphosphate nucleotidase by modeling and mutagersgproach. Arch. Biochem.
Biophys. 469: 174-183.

Baudouin-Cornu P & Labarre J (2006) Regulationh&f tadmium stress response through
SCF-like ubiquitin ligases: comparison between Baommyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe and mammalian cellshigice 88: 1673-85.

Bonaiti C, Irlinger F, Spinnler HE & Engel E (2004 iterative sensory procedure to select
odor-active associations in complex consortia otroorganisms: application to the
construction of a cheese model. J. Dairy Sci. 831184.

Bondar DC, Beckerich JM & Bonnarme P (2005) Invohemt of a branched-chain
aminotransferase in production of volatile sulfumpounds in Yarrowia lipolytica.
Appl. Environ. Microbiol. 71: 4585-91.

Brzywczy J, Natorff R, Sigko M & Paszewski A (2007) Multiple fungal enzymesspess
cysteine synthase activity in vitro. Res. Microbith8: 428-36.

Brzywczy J, Siéko M, Kucharska A & Paszewski A (2002) Sulphur amatid synthesis in
Schizosaccharomyces pombe represents a specii@nvaf sulphur metabolism in fungi.
Yeast 19: 29-35.

Byrne KP & Wolfe KH (2005) The Yeast Gene OrderBser: combining curated homology
and syntenic context reveals gene fate in polypdpiecies. Genome Res. 15: 1456-1461.

Chandrasekaran S & Skowyra D (2008) The emergigglatory potential of SCFMet30 -
mediated polyubiquitination and proteolysis of tet4 transcriptional activator. Cell
Div. 3: 11.

Cherest H & Surdin-Kerjan Y (1992) Genetic analysfi® new mutation conferring cysteine
auxotrophy in Saccharomyces cerevisiae: updatinthefsulfur metabolism pathway.
Genetics 130: 51-8.

Cherest H, Thomas D & Surdin-Kerjan Y (2000) Palyghmylation of folate coenzymes is
necessary for methionine biosynthesis and maintenah intact mitochondrial genome
in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 27658463.

Cholet O, Hénaut A, Hébert A & Bonnarme P (2008prBcriptional analysis of L-
methionine catabolism in the cheese-ripening y&astowia lipolytica in relation to
volatile sulfur compound biosynthesis. Appl. EnwirdMicrobiol. 74: 3356-67.

Dereeper Aet al. (2008) Phylogeny.fr: robust phylogenetic analyisisthe non-specialist.
Nucleic Acids Res 36: W465-469.

Dujon B (2006) Yeasts illustrate the molecular natgbms of eukaryotic genome evolution.
Trends. Genet. 22: 375-87.

Dujon Bet al. (2004) Genome evolution in yeasts. Nature 4304485-

Edgar RC (2004) MUSCLE: multiple sequence alignmenth high accuracy and high
throughput. Nucleic Acids Res 32: 1792-1797.

Fauchon Met al. (2002) Sulfur sparing in the yeast proteome ipoese to sulfur demand.
Mol. Cell 9: 713-23.

Fitzpatrick DA, Logue ME, Stajich JE & Butler G @®) A fungal phylogeny based on 42
complete genomes derived from supertree and comhlgjeee analysis. BMC Evol. Biol.

RESULTATS-DISCUSSION_PARTIE | 151



6: 99.

Fontecave M, Atta M & Mulliez E (2004) S-adenosytienine: nothing goes to waste.
Trends. Biochem. Sci. 29: 243-9.

Grynberg M, Topczewski J, Godzik A & Paszewski A@R) The Aspergillus nidulans cysA
gene encodes a novel type of serine O-acetyltreasfewhich is homologous to
homoserine O-acetyltransferases. Microbiology 1R6 10): 2695-703.

Guindon S & Gascuel O (2003) A simple, fast, andueate algorithm to estimate large
phylogenies by maximum likelihood. Syst. Biol 5266704.

Hamasaki-Katagiri N, Tabor CW & Tabor H (1997) Spa&line biosynthesis in
Saccharomyces cerevisae: polyamine requirement millamutant of the SPE3 gene
(spermidine synthase). Gene 187: 35-43.

Hansen J, Muldbjerg M, Chérest H & Surdin-Kerjan(¥97) Siroheme biosynthesis in
Saccharomyces cerevisiae requires the productotbf the MET1 and MET8 genes.
FEBS Lett. 401: 20-24.

Kagkli DM, Bonnarme P, Neuvéglise C, Cogan TM & @a&gola S (2006) L-methionine
degradation pathway in Kluyveromyces lactis: idiesdtion and functional analysis of
the genes encoding L-methionine aminotransferapel. Anviron. Microbiol. 72: 3330-
5.

Katz JE, Dlakt M & Clarke S (2003) Automated identification oftptive methyltransferases
from genomic open reading frames. Mol. Cell. Protms 2: 525-40.

Kuras L & Thomas D (1995) Functional analysis oft#)ea yeast transcriptional activator
responsive to S-adenosylmethionine. Mol. Cell. Bl&l: 208-216.

Landaud S, Helinck S & Bonnarme P (2008) Formatbrvolatile sulfur compounds and
metabolism of methionine and other sulfur compoumisfermented food. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 77: 1191-205.

Liti G et al. (2009) Population genomics of domestic and wildsye. Nature 458: 337-341.

Masselot M & De Robichon-Szulmajster H (1975) Methne biosynthesis in
Saccharomyces cerevisiae. |I. Genetical analysiguxtrophic mutants. Mol. Gen.
Genet. 139: 121-132.

Murphy MJ, Siegel LM, Tove SR & Kamin H (1974) Sieme: A New Prosthetic Group
Participating in Six-Electron Reduction Reactioretalyzed by Both Sulfite and Nitrite
Reductases. Proceedings of the National Acadentycances of the United States of
America 71: 612-616.

Ono BI, Hazu T, Yoshida S, Kawato T, Shinoda S,vidzy J & Paszewski A (1999)
Cysteine biosynthesis in Saccharomyces cerevisiaaew outlook on pathway and
regulation. Yeast 15: 1365-75.

Perpéte P, Duthoit O, De Maeyer S, Imray L, Lawgdn Stavropoulos KE, Gitonga VW,
Hewlins MJE & Dickinson JR (2006) Methionine cathdm in Saccharomyces
cerevisiae. FEMS Yeast Res. 6: 48-56.

Perriecre G & Gouy M (1996) WWW-query: an on-linetrieval system for biological
sequence banks. Biochimie 78: 364-369.

Pirkov I, Norbeck J, Gustafsson L & Albers E (20@8fomplete inventory of all enzymes in
the eukaryotic methionine salvage pathway. FEBS3: 4111-20.

RESULTATS-DISCUSSION_PARTIE | 152



Raux E, McVeigh T, Peters SE, Leustek T & Warren(&99) The role of Saccharomyces
cerevisiae Metlp and Met8p in sirohaem and cobaldiusynthesis. Biochem. J. 338 (
Pt 3): 701-8.

Suliman HS, Sawyer GM, Appling DR & Robertus JD 2P Purification and properties of
cobalamin-independent methionine synthase from @analbicans and Saccharomyces
cerevisiae. Archives of Biochemistry and Biophy<id4.: 56-63.

Thomas D, Becker A & Surdin-Kerjan Y (2000) Reversethionine biosynthesis from S-
adenosylmethionine in eukaryotic cells. J. Biole@h 275: 40718-24.

Thomas D, Cherest H & Surdin-Kerjan Y (1991) Id&cdition of the structural gene for
glucose-6-phosphate dehydrogenase in yeast. la#iotiv leads to a nutritional
requirement for organic sulfur. EMBO J. 10: 547-553

Thomas D & Surdin-Kerjan Y (1997) Metabolism of fsulamino acids in Saccharomyces
cerevisiae. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 61: 503-32.

Vuralhan Zet al. (2005) Physiological characterization of the ARQIBEpendent, broad-
substrate-specificity 2-oxo acid decarboxylase vagtiof Saccharomyces cerevisiae.
Appl. Environ. Microbiol. 71: 3276-84.

Vuralhan Z, Morais MA, Tai S, Piper MDW & Pronk JR003) Identification and
characterization of phenylpyruvate decarboxylaseegein Saccharomyces cerevisiae.
Appl. Environ. Microbiol. 69: 4534-41.

Authors' contributions

AH was responsible for the initial phylogenetic dias, tree analysis, manuscript and
figure preparation. JMB generated and analyzedrébkalts concerning regulatory proteins,
and participated in the writing of the manuscrifC provided his expertise for the data
analysis and the manuscript editing. All authoesdrand approved the manuscript.

Acknowledgements

We would like to thank Sophie Landaud for helpfahunents on the manuscript, and the
PNRA (French National Research Agency: www.ageratenale-recherche.fr) for the
financing of the EcoMet project (ANR-06-PNRA-014).

RESULTATS-DISCUSSION_PARTIE | 153



. D. Conclusion

Nous avons étudié I'évolution du métabolisme dufreoa travers le phylum des levures
hémiascomyceétes. Lors de la reconstruction des\vigtaboliques, nous avons constaté que

ce métabolisme est bien conservé chez les micranges étudiés.

Cependant, nous avons pu identifier des différentggures, notamment au niveau de la
biosynthése de la cystéine. Comme les champigBomsdulanset N. crassa la plupart des
especes de levure possédent deux voies menantpeodaction de cystéine, la voie de
transsulfuration inverse et la voie d®©{acétyl-sérine (OAS). Seules les levures étudiées
ayant effectué la Whole Genome Duplication (WGB), cerevisiaeet C. glabratg ne
présentent que la voie de transsulfuration inve3s@ombgequi possede seulement la voie de

I'OAS, reste une exception isolée.

Bien que I'activateur transcriptionnel du métaboksdu soufre Metdp soit présent dans
tous les micro-organismes étudiés, son intera@iADN semble se faire soit directement,
soit via Met28p. Hormis cette différence, tous pestenaires de Met4p et ainsi que leur
domaines d’interaction semblent étre conservésgé&agt le maintien des mécanismes de

régulation dans la totalité du phylum.

Nous avons mis en évidence deux familles de gemresecvés de fonction non définie chez
S. cerevisiagnais présentant des similarités de séquence agegahes de la biosynthese et
du catabolisme des acides aminés respectivement.déeouverte de ces génes,
potentiellement impliqués dans le métabolisme dufrep ouvre de nouvelles perspectives

pour I'étude de ce métabolisme.

Nous avons réalisé pour la premiere fois une éplddogénétique du catabolisme des
acides aminés soufrés. Nous avons constaté quegbe&ece phénomeéne soit conservé, le set
d’enzymes impliqguées diverge d’'un micro-organismikaatre. Ceci pourrait étre une piste
pour expliquer les différentes capacités aromasigdes especes de levures possédant un

intérét technologique.
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Il. Influence de l'apport soufré sur le métabolismedu soufre chez les

levuresKluyveromyces lactigt Yarrowia lipolytica

. A. Introduction

L’analysein silico nous a permis de reconstruire les voies du mésaheldu soufre chez
les levures hémiascomyceétes, nous donnant ainssacane base solide pour poursuivre
notre étude. Nous avons choisi d’étudier le métaiv@d du soufre chez deux levures
technologiques phylogénétiguement éloignées et édass un métabolisme global tres
différent : Kluyveromyces lactiet Yarrowia lipolytica Lors de cette étude, nous avons

combiné plusieurs approches exploratoires :

Le transcriptome : Apres avoir identifié les genes du métabolismesalufre, nous avons

souhaité observer leur expression. En commencdtg éaide, nous disposions déja d’'une
puce a ADN du génome dé lipolytica (Eurogentec). Il nous manquait cependant une puce
complete du génome de€. lactis Ce travail de these a été réalisé dans le cadnerajet

« Ecosysteme fromager étude du Métabolisme du essufEcoMet) financé par I’Agence
Nationale de la Recherche (ANR). Par conséquentproget a impligué de nombreux
partenaires, dont Valentin LOUX (INRA, Unité MIG)uiga mis au point le set
d’oligonucléotides du génome dé lactis nécessaire a la fabrication des puces (Agilent),
ainsi que Julie AUBERT (AgroParisTech-INRA, UnitdAJ avec qui nous avons collaboré
lors de l'analyse statistique des résultats trapioniques. Les résultats transcriptomiques
ont été validés par PCR quantitative.

Le métabolome : Nous avons choisi d'associer I'étude du métabolaneelle du

transcriptome, afin d’estimer les variations descemtrations intracellulaires de métabolites
en relation avec le métabolisme du soufre. Cettdect été realisée dans un but exploratoire
afin de mettre en évidence le maximum de molécatagrées. Nous avons donc choisi
d’utiliser un analyseur de type Orbitrap, qui persiaccéder a la mesure de masse précise de
chaque composé et par conséquent a sa compogdéioerdaire. Le plan d’expérience utilisé
dans ce travail (voir ci-dessous) étant basé surolaparaison relative entre différentes

conditions, nous n'avons pas réalisé de quantifinabsolue.

La colonne utilisée favorise la séparation des amsép polaires, dont font partie les
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composeés soufrés recherchés. Nous nous sommem@sfrau probleme des molécules
isomeres, de méme composition élémentaire mais tdetwe différente. Nous avons
cependant pu distinguer le glutamate I'O-acétylsérine ainsi qued-acétylhomosérine de
I'acide aminoadipique par MSgrace a I'absence et a la présence du fragmsatiminant
acétyl respectivement. Ainsi, nhous avons pu comdirfiabsence d-acétylsérine et la

présence @-acétylhomosérine dans les échantillons étudiés.

La validation de l'identification des molécules & éaite selon plusieurs criteres : (i) la
masse précise et la détection des composes isplfayda concordance avec la base de
données spectrales du laboratoire (iii) I'identifion dans les banques publiques (iiii) la
réalisation d'expériences complémentaire de fragatiens séquentielles de type MEes
études ont été réalisées sous la direction de rp#reenaire Christophe JUNOT (CEA,
DSV/iBiTec-S/SPI).

Nous avons constaté que lionisation en mode pogitii génere des ions pseudo-
moléculaires protonés, était plus favorable a léedi®dn des molécules soufrées que
lionisation en mode négatif, qui génére des ioasuplo-moléculaires déprotonés dans les
conditions utilisées. Nous présenterons donc umgne les résultats obtenus lors de

l'ionisation en mode positif.

Parmi les 4252 signaux détectés, nous avons rdehdes molécules connues liées au
métabolisme du soufre. Nous avons ensuite anabgséébkultats en réalisant des analyses en
composantes principales (ACP). Lors de cette éB82,signaux étaient significatifs pour au
moins une des conditions utilisées. Lors de I'asalgle ces 382 signaux, nous avons identifié
268 composés, parmi lesquels nous avons retrouw les composeés liés au soufre. La
grande majorité des 268 composés reste encoralpotifiée. Nous avons cependant constaté
la présence de nombreux acides aminés parmi cepos@s discriminants. Au sein des
composeés inconnus, nous avons recherché les medgésalfrées en recherchant la présence
de I'isotope &' (défaut de masse de 1.9959, 4.43% du pic principabiveau des spectres de
masse. Nous avons retrouvé deux composés sowdrgeerhier étant non identifiable par des
expériences de type MSe deuxiéme pouvant étre du glutathion oxydé yvar fonction —

SH, comme le suggere la masse et la pertgHleS

Le résultat le plus remarquable de cette analyskaetection de deux composeés soufrés
uniguement chezY. lipolytica : la taurine et I'hypotaurine. Ceci révele d'imfaotes

différences métaboliques entre les deux levuratiésa.
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La détection des composés soufrés volatild 'analyse par Chromatographie en phase

Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GCAd® a permis de compléter les
données métabolomiques par la détection des composdrés volatils produits dans chaque
condition étudiée. Le principal obstacle que nousna rencontré lors de cette analyse est la
production d’éthanol paK. lactis En effet, la colonne capillaire utilisée pour genre
d’analyse n’est pas adaptée a la présence de cémpokatils en concentration supérieure au
g/L. Le pic d’éthanol s’étend donc sur une partiesgectre et masque probablement les pics

de certaines molécules d’intérét.

Cette analyse par GC-MS a été complétée par $atibn d’'un protocole spécifique a la
détection de I'HS. En effet, cette molécule, d’'un intérét non rggble pour nos travaux,

n'est pas détectable par les équipements de GCisp®ribles au laboratoire.

Plan d’expérience: Pour réaliser cette étude nous avons fixé avexngé les conditions

expérimentales. Tout d’abord, nous avons choistilder un milieu chimiquement défini
(MCD, ou SM en anglais) plutét que la matrice frggi@ de maniére a: (i) maitriser la
composition du milieu, (ii) faciliter I'extractiodes ARN et des métabolites, (iii) avoir une
grande souplesse au niveau de I'apport en soufreomposition du milieu MCD est décrite
dans la Fiche n°1Milieu Chimiquement Défini (MCD)

b

Notre plan d’expérience consiste a utiliser indéa@mment trois sources de soufre
(méthionine, cystine et sulfate d’ammonium) en carapt I'effet de leur présence a une
concentration €levée versus une concentration efaffdcteur 1000), afin de mettre en
évidence les voies du catabolisme versus de lymtiodse des acides aminés soufrés. Nous
avons maintenu les levures en début de phase exgelie durant 10 générations par
repiquage pour les stabiliser dans un état phygigue précis et ainsi obtenir des conditions

répétables et sans stress.

Les résultats obtenus sont présentés en deux atiblis distinctes, la premiere portant sur

K. lactiset la seconde sif. lipolytica
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Abstract

Hemiascomycetes are separated by considerable tiewalty distances and, as a
conseqguence, the mechanisms involved in sulfurlmoétm in the extensively studied yeast,
S. cerevisiaecould be different from those of other specieshef phylum. This is the first
time that a global vision of sulfur metabolism Ive ttechnological yeagtluyveromyces lactis
has been reported. It uses combined approachesd b@seDNA microarrays, liquid
chromatography coupled to electrospray mass speetrg-based metabolite profiling, and
analysis of volatile sulfur compounds (VSCs). A gamson between high and low sulfur
source supplies, i.e., sulfate, methionine or ogstivas carried out in order to identify key
steps in the biosynthetic and catabolic pathwaysthd sulfur amino acids. When
complementary data of transcriptomic and metabahalyses were combined, our study
provided relevant results. Firstly, the sulfur nbetigsm of K. lactis is mainly modulated by
methionine, depending on its availability. Furthers since sulfur assimilation is highly
regulated, genes coding for numerous transporteey, enzymes involved in sulfate
assimilation and the interconversion of cysteinen&thionine pathways are repressed under
conditions of high sulfur supply. Consequently, taghlighted by metabolomic results,
intracellular pools of homocysteine and cysteine maintained at very low concentrations,

while the cystathionine pool is highly expandable.

Moreover, our results suggest a new catabolic paghfer methionine to VSCs in this
yeast: methionine is transaminated by &RO8gene product into 4-methylthio-oxobutyric
acid (KMBA), which could be exported outside of tbell by the transporter encoded by

PDR12and demethiolated by a spontaneous reaction ietbanethiol and its derivatives.
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Introduction

Sulfur metabolism has been extensively investigaa¢dthe genetic, enzymatic and
regulatory levels inSaccharomyces cerevisiadue to its central role in many cellular
processes (43). This metabolism is closely linkeethe cell cycle since the regulation of the
transcriptional activator of sulfur metabolism, eded by MET4 is essential for G1-S
transition (33). Some essential molecules are medwia sulfur metabolism. The first
important organic sulfur molecule is homocystewvlijch is at the crossroads of the reverse
transsulfuration pathway that leads to cysteind, the methyl cycle that leads to methionine
and its activated forns-adenosylmethionine (SAM). SAM is a key moleculeghe cell due
to its various functions and interactions with mangtabolisms. SAM is a methyl donor in
numerous transmethylation reactions of nucleicagdoteins and lipids, and is also used as a
precursor for the biosynthesis of polyamines, vitmmand modified nucleotides (13).
Moreover, cysteine is the sensor of the metabdditesn the sulfur amino acid pathway (17)
and is required for the synthesis of glutathion&SK s an essential antioxidant molecule

involved in oxidative stress response and detaadifon (12).

Concerning the technological aspects, sulfur méishois also responsible for the
generation of volatile sulfur compounds (VSCs). @gvio their low detection thresholds and
their strong reactivity, VSCs significantly conttie to the quality and the typicity of many
foodstuffs, particularly fermented products (wirnkeese, beer). Furthermore, some VSCs
such as thiols have antioxidant properties thatdcalso have an impact on the overall quality
of the final product. Previous studies were maifolgused on the identification and aromatic
characterization of the sulfur compounds involuwedhie flavor of these products. Meanwhile,
their biosynthetic pathways are still not underdtaaod some steps seem to be non-enzymatic.

A comprehensive review of these aspects has rgdastin published (27).

Interest in Kluyveromyces lactisarose from its distinctive physiological propestie
compared t@&. cerevisiaelts “Crabtree negative” phenotype makes it as@gcandidate for
respiration studies and oxygen-linked regulation).(81oreover, the ability of this species to
use lactose as a carbon source has led to mangstwdh fundamental as well as applied
objectivesK. lactisis one of the major yeasts in cheese. It playandral role during the early
steps of cheese making by modifying the pH of tlnel @and also contributes to the aromatic
quality of numerous cheeses, particularly througbCVproduction (22, 23). Because of its
important role in cheese ripening and VSC produgtinetabolic studies concerning the first

step of methionine catabolism K lactis have been carried out. Tracing experiments done
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with labeled methionine have confirmed that metmentransamination was the major
pathway for the initial breakdown of methionineGeotrichum candidun(2). Since there is

no specific methionine aminotransferase, the espas of branched-chain and aromatic
aminotransferase-encoding genes from #layveromycesgenus were studied using a
transcriptomic approach (7). Moreover, all the pueaaminotransferase-encoding genes from
K. lactiswere cloned in an over-producing vector, and te#ects on the production of VSCs
were analyzedK. lactis ARO8.1(KLLAOF10021y and AROS8.2 (KLLAOA04906y the
orthologues of theS. cerevisiae ARO&ene, encode enzymes that were found to be
responsible for methionine aminotransferase agtiviransformants carrying these genes
produced three times the amount of VSC as the @lostiain (22).

Despite the growing scientific literature concegii lactis a general study of its sulfur
metabolism is not available. Moreover, even if daabolism of methionine by yeasts has
been extensively studied using complementary appesa (biochemical (2), transcriptomic
(8), gene overexpression (22)), it has never bealyzed using an industrial cheese-ripening
strain ofK. lactis

A transcriptomic study of the carbon metabolism wasried out with a microarray
containing an incomplete set of oligonucleotidesdmpare the properties of a lab strain to
those of a cheese strain (40). The salient resadt tat despite the conservation of the genes
studied, outstanding differences in gene expressene observed between these strains. We
therefore chose to use a technological strain usetieese manufacturing in order to obtain

results potentially extendable to studies concgrohreese ecosystems.

Since hemiascomycetous yeasts are separated byge@ide evolutionary distances (11),
we carried out am silico study of 11 organisms of this phylum beforehands®o highlight
variations in sulfur metabolism pathways (A. Hép&t Casaregola, and J. M. Beckerich,
submitted for publication). This previous work gawe solid bases to perform a complete
inventory of sulfur metabolism iK. lactis. To obtain a global vision of sulfur metabolisme w
developed a complete DNA-microarraykflactis as well as a new metabolomic approach.
To our knowledge, this is the first time that arewew of sulfur metabolism K. lactis
combining transcriptomic, metabolite profiling, amdlatiie compounds measurement (GC-
MS), has been presented. This study provides teediobal vision of sulfur metabolism in

another member of the hemiascomycetous phylum.
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Materials and Methods

Strain and culture conditions

The Kluyveromycegactis strain (strain KL3550) supplied by Danisco (Dai@jérRomain,
France) was chosen for its interesting technoldgoaperties during cheese ripening. This
strain was grown in a defined synthetiedium, adapted from the one described by Mansour
et al.(31). We added NaCl at 20 g/L and pyridoxal phospha 0.6 mg/L. The concentrations
of KH,PO4 and KHPO4 were modified to obtain an initial pH of 709 g/L and 16 g/L,
respectively). To obtain a sulfur-free medium (SMg removed methionine and cysteine.
This SM was supplemented with sulfur sources agda&td 0 mM L-methionine, 1 mM L-
cystine or 0.1 mM NEBO, for high concentrations, and 10 uM L-methioninep¥ L-
cystine or 0.1uM NEBO, for low concentrations. Cysteine, which is veraatve, can
spontaneously dimerize and form cystine. We coreetijiused cystine instead of cysteine to
improve the control of sulfur supply.

One hundred mL of the SM, supplied by sulfur swdistr were inoculated from a
preculture carried out in the same medium (inoautasize = 3x10 UFC.mI%). To avoid
differences in the growth stage and stress indostar limitations, we maintained the cells in
an exponential phase for ten generations in a eé@fmedium by seeding the cells in a fresh
medium after two generations. Since the cells viiargested during exponential growth and
at low cell density (~1.70UFC.mI%), we could thus consider that changes in medium
composition were minimal during cell culture andttbells were harvested in a steady state of
exponential growth. Under these conditions, theci§isegrowth rate (0.23 h + 0.014, 12
repetitions) is close to the maximum for this cleegpening yeast in comparison with

published results (40). These precautions ensugidlylreproducible growth conditions (16).

All the cultures were carried out in 500-mL flasks25°C with an orbital agitation (150
rom). Three independent cultures were made for emdfur condition. Samples for
transcriptomic, metabolomic and GC-MS experimeneemaken from these cultures and
then stored at -80°C.

RNA isolation and labeling

Exponentially grown cells were collected and brokeith glass beads in a Fastprep
apparatus (Bio 101). Total RNA was then extractedtizol treatment (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). RNA quality was assessed with an Agil2h00 Bioanalyser. RNA was labeled
with either Alexa 555 or Alexa 647 fluorescent dffavitrogen) using the SuperScript
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Indirect cDNA labeling system kit (Invitrogen) witmchored Oligo(d ) primer, according
to the manufacturer's recommendations. The leviefdexa 555 and Alexa 647 incorporation

were quantified by absorbance measurement.
Kluyveromyces lactisicroarray design

K. lactis NRRL Y-1140 genome version 3 (S. Casaregola, pafscommunication) was
used as a reference for microarray design. Probgmevas performed using ROSO (35)
completed with in-house scripts. ROSO takes a hurmbparameters into account to design
effective oligonucleotide probes: (i) uniquenessoagthe genomes and lack of cross-
hybridization against exclusion genomes; (i) nmgtitemperature (Tm); (iii) lack of
secondary structures; and (iv) distance from then8' of the gene. ROSO was run on the
5,270 candidate target genes. Our objective wabt@n one probe with a length of between
40 and 60 nucleotides per target gene. Probestbhdain exons and are preferably located at
the 3' end of the gene. The genomegfrobacter aurescensC1, Arthrobacter sp(strain
FB24), Corynebacterium glutamicum,actococcus lactidL1403, Debaryomyces hansenii
CBS767, Brevibacterium aurantiacumATCC9174 (formerly B. lineng and Yarrowia
lipolytica CLIB99 were used as exclusion genomes, creatingpects for transcriptomic
ecosystem studies. Tl aurantiacumgenome was obtained and annotated as described by
Forquinet al.(14). Three runs were progressively made, lowettiegstringency of criteria on

secondary structures and probe localization to miae the number of probes.

There were no probes for 189 target genes (3.6%)tduheir length, repetitions in the
genome or composition. The microarrays were pradiume Agilent (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). Probes were replicated enatinay to reach a final density of 15K
probes per array. Three negative controls of led@h50 and 60 (randomly generated with

the same GC% 4ds6. lactisand no cross-hybridation) were also included inatray.
cDNA-array hybridization and data analysis

The expression profiles &f. lactis grown in the presence of various sulfur sourcesewe
analyzed using DNA microarrays (Agilent, USA). Hylizations were performed for 17 h at
65°C in dedicated micro-chambers with 80 pmol &f different labeled samples. Dye swaps
were included in the experimental design. Arraynsgag was carried out with a DNA-
microarray scanner from Agilent in extended dynaraitge (XDR), with a resolution of 5 nm
per pixel. For further analysis, intensity-deperidearmalizationwas performed with the
LOESS (49) procedure followed by subtractafthe log-ratio median calculated over the

values for an entirdelock from each individual log-ratio, using theapucepackag®f R (10).
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Differential analysis was performed with tkiarmixt packageof R (10). Finally, the raw
values were adjusted by the Benjamini Hochberg (Bt¢fhod, which controls the family-
wise error rate. We considered genes with bathvalue< 0.05 and a ratio higher than 2 to

be differentially expressed.
Quantitative real-time PCR

After RNA extraction, the cDNA was synthesized gsthe SuperScript Il first-strand
synthesis system (Invitrogen) with Oligo(dd)) according to the manufacturer’s
recommendations. Primers were designed with Ligbi&ysoftware (Roche, Mannheim,
Germany) and synthesized by Eurogentec (Seraingjuse). The primers used are listed in
Supplementary Material 1. The quantitative realtil’CR was performed using a
LightCycler (Roche) and LightCycler FastStart DNAaste!'" SYBR Green | kit (Roche),
according to the manufacturer’s recommendationgalth sample, the quantity of cDNA for
each gene was normalized to the quantity of A1 cDNA, which is considered to be a
stably expressed gene. The relative change in gepeession was recorded as the ratio of

normalized target concentrationsACt).
Volatile sulfur compound extraction and analysis

The volatile compounds were analyzed with a systemposed of a dynamic headspace
analyzer (Purge and Trap HP 3547A, Agilent Techgiels) fitted with a sorbent trap (Tenax,
60 to 80 mesh, 0.25 g, 30 x 0.32 cm) and a crydingumodule. The concentrator was
coupled to a gas chromatograph (GC G1530A, Agilethnologies) connected to a mass
spectrometer detector (MSD 5973; Agilent Technaseyi Five milliliters of the non-filtered
culture was heated at 60°C and then purged for ihSath high-purity helium at 15 ml.min
!, The volatile compounds were concentrated by gdisor to the Tenax trap maintained at
40°C. Water was then removed by flushing the trap Wwelium for 3 min (dry purge). The
trap was heated at 225°C for 2 min to desorb tHati® compounds, which were directly
transferred at 150°C to the head of a capillarymwi and condensed by cryofocusing at -
150°C. The condensed volatile compounds were thieeted by heating (180°C) on a non-
polar capillary column (HP-5MS, 30.0 m x 0.25 mmmfthickness: 0.25 um) flushed with
high-purity helium at a constant flow (1.2 mL.i)nThe oven temperature was maintained at
5°C for 8 min. The metabolites were eluted withirst finear gradient of 3°C.mihfrom 5 to
20°C, followed by a second linear gradient of 164i@:* from 20 to 150°C. The temperature
was then maintained at 150°C for 10 min. The coluwmas directly connected to the mass-

sensitive detector by an interface heated at 28UN@. electron impact energy was set at 70
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eV, and data were collected in the range of 290 &omic mass units. Components were
identified by their retention times and by compamiof their mass spectra with those of the
Wiley275 mass spectral database (Agilent Techne&)giThe concentrations of each volatile
compound produced were quantified using a standarde of pure DMDS (99% purity,

Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Maasnents were made in triplicate for each
concentration in the non-inoculated media, ancctreentrations of volatile compounds were

expressed as equivalents of DMDSumkg .
H,S measurement

The production of b5 was measured in each culture according to th@adedeveloped
by Lopezet al. (28).

Extraction of intracellular metabolites

Intracellular metabolites oK. lactis cells were extracted as follows. Exponentially
growing cells (1.1® yeasts) were centrifuged. The cells were washeéd 26 mL of ultra-
pure water to prevent contamination with SM andtrifelged again. The cells were then
stored at -80°C. After the frozen cells were thafwedl5 min at 4°C, they were resuspended
with 1 mL of 1% formic acid. The solution was thercubated for 10 min at 95°C and

centrifuged for 30 min at 4°C. The supernatant lapghilized and stored at -80°C.
Liquid chromatography coupled to mass spectrometrfLC-MS)

Chromatographic separation was performed on a Re&gg® HS-F5 (2.1x250 mm, 5 pum)
from Supelco Analytical (Interchim, Montlugcon, Fca) by using a Surveyor LC system
(ThermoFisher Scientifics, Courtaboeuf, France)foBe injection, samples were stored at
4°C in the autosampler tray. Separations wereeathut using the following gradient at 200
pL/min: 0-3 min, 0% B; 3-20 min, from 0 to 100% B0-25 min, 100% B; 25-45, 0% B.
Solvent A was water and solvent B was acetonittieth containing 0.1% formic acid.

Column temperature was set to 30°C.

Mass spectrometric detection was performed using L&Q/Orbitrap hybrid mass
spectrometer (ThermoFisher Scientifics, Courtabo&uénce) fitted with an electrospray
source operated in the positive ionization modes détection was achieved from 75 to 1000
u at the maximum resolving power of 30000 (expréssefull width at half maximum for an
ion at 400 u). The mass spectrometer was operatdd capillary voltage at 4 kV and
capillary temperature at 275°C. Nitrogen was usedh& sheath and auxiliary gas, with
pressures set at 45 and 10 (arbitrary units), ctisedy.
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Data processing and statistical analysis for LC-MS

All data were processed using the Qualbrowser neodiuXcalibur version 2.0.7 (Thermo
Fisher Scientific, Les Ulis, France), and its cheahformula generator was used to provide
elemental compositions. Our data processing proeeithgludes two steps, which consist of

automatic peak detection and annotation of data set

Automatic peak detectionAutomatic peak detection from LC/MS chromatogramesw
performed by using XCMS software (38), version 111dunning under R version 2.8.1. The
R language was installed on a Dell Eight-core IXebn 3.00GHz Processor with 16 Go of
RAM running Linux (Centos 5.2 x86_64). The matchéidFalgorithm was used and default
values were set for all parameters except for fwktap, steps, mzdiff, mzwid, bw and
snthresh, which were set at 25, 0.01, 3, 0.1,%ahd 3, respectively. A list of the areas of the
peaks detected was generated for each sample aisimigpbination of the retention time (RT)
and them/zratio as an identifier. An arbitrary number wasigised to each of these Rz
pairs in the order of elution. The data were themloined into a single matrix by aligning
peaks with the same mass—retention time pair tegétbm each data file in the data set.

Annotation of the data setsThe data sets resulting from the XCMS processewer

annotated using tools developed in-house:
- The spectral database of the laboratory,

- An informatics tool for automatic query of metéiband metabolomic public databases

with the measured accurate masses,

- Mathematical and informatics tools for highligigi and grouping of the redundant
information, i.e., isotope, in-source product adduwct ions. These ions were produced during
the ionization process together with protonatedi@protonated ions, which were used for
metabolite identification. Although informative,ishtype of signal redundancy slows down
the identification procedure by increasing the nantf variables that have to be investigated

and by leading to unsuccessful database querweslas

Commercial compounds were also analyzed at 5 pgi/norder to confirm metabolite

identification on the bases of chromatographicntda time and MS/MS spectra similarities.

Table 1 summarizes the commercial compounds arthbsé eventually detected, as well

as compounds detected in our biological samples.
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TABLE 1. Metabolites related to sulfur metabolism dtected by LC coupled to LTQ-Orbitrap

Compound Commercial Product Sample
Methionine
Cystathionine
Cysteine
y-glutamyl-cysteine
Glutathione
Cysteinylglycine
Spermine
Spermidine
Serine
O-acetyl-serine
KMBA
Homocysteine
S-adenosyl-homocysteine
S-adenosyl-methionine
O-acetyl-homoserine
5-methylthioadenosine
S-adenosyl-methioninamine
S-methylthio D-ribose 1-P
S-methylthio D-ribulose 1-P
2,3-Diketo-5-methyl-thiopentyl 1-P
1,2-Dihydroxy-3-keto-5methyl-thioptene

P T T S A
T

+
- ~ T~ + +
Lo+t !

—_ -

KMBA: keto-methyl thio butyratedetected: +, not detected: -, product not commiyasailable: /.

Results

Experimental design

In order to study sulfur metabolism in the cheepening yeasKluyveromycesactis, we
hypothesized that, in excess of sulfur, the yeagtbolism could be oriented towards sulfur
amino acid catabolism, whereas under lower sulfumcentration, biosynthesis of sulfur
amino acids could be observed. Consequently, titBest yeast was grown with the different
sulfur sources, methionine (M), cystine (C) andfatal (S), at high (H) or low (L)
concentrations, using the ratio 1000/1. High cotre¢éions of methionine and cystine are
close to their theoretical maximal concentratiangheese caseins (48). Although there is no
sulfate in milk, we completed this work by studyiaghmonium sulfate supplies in order to
obtain a more complete picture of sulfur metabolisrthis yeast. Because the growth of the
studied strain was very weak with 10 mM of ammonisuifate, we set the high sulfate
concentration at 100 uM while maintaining the higl/ ratio (i.e., 1000/1) constant. The

growth parameters appeared very similar undehalteésted conditions.

This experimental design was used throughout tidysfor transcriptomic, metabolomic
and VSC studies. To make the reading easier, we theegene names &f cerevisiaen the
text, instead of th&. lactis orthologues. The “low level” sample was takentss ¢ontrol to
compare gene expression between sulfur catabolersus anabolism by calculating the
HM/LM, HC/LC or HS/LS ratios. These notations wemsed in the following text.
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Modulation of gene expression according to sulfurugpply

Regardless of the sulfur source, genes involvesulfur metabolism represent 19.8% of
the less expressed genes under high sulfur condi{Supplementary Material 2). This result
indicates that the yeast restricts sulfur assiiilaaind anabolism under conditions of sulfur
excess. It is essential to note that one thirchefgenes differentially expressed in this study
encodes for unknown or poorly defined functionskinlactis, like in the model yeas$.
cerevisiae Since growth ofKluyveromyces lactiss the same in all the experiments (see
Materials and Methods, Strain and culture cond#)pnve can reasonably assume that this
yeast was not in conditions of limitation or inhibn. Table 2 provides a summary of all the
sulfur metabolism genes, including the sulfur ediagenes, differentially expressed under at
least one of our experimental conditions. We cam @e Table 2 that the main effect is
obtained with methionine. Thirty-one sulfur metabwl genes are differentially expressed in
methionine, compared to 13 and 8 genes in sulfatecystine, respectively. We therefore
first focused the presentation of our results ornhioaine conditions. The validation of the

transcriptomic experiment by gPCR is available up@ementary Material 1.

Methionine (HM/LM)

Under high methionine (HM) supplementation condisio numerous genes encoding
transporters are highly repressed (Table 2), ealpetiigh affinity transporters of methionine
(MUP1), cysteine YCTJ) and sulfate ULESULZ. Furthermore, genes of less specific
transporters GAP1 and OPT1), which are a general amino acid transporter and a
oligopeptide/glutathione transporter, respectivalg also represseBUR3 a gene encoding
a transporter of urea and polyamines is also reptkes

We also observed that under HM supplementationitiond, numerous genes involved in
sulfate assimilation are repressed (Table 2). Quoiog the first step of sulfate activation, the
two genesMET3andMET14 encoding an ATP sulfurylase and an APS kinaspedively,
are strongly repressed. Moreover, MET22 gene encoding the enzyme responsible for the
inverse reaction of APS kinase is also repressed lesser extent. Regarding the following
sulfate reduction stage, thMET16 gene encoding a PAPS reductase is repressed. ekte n
enzymatic step is carried out by a sulfite redwgtaghich is a heterodimer encoded by
METYMET1Q Only MET10is repressed in HM. We can also observe thattsukiductase
requires siroheme to be functional, and thiT1, whose product is involved in siroheme

biosynthesis, is repressed in HM. The sulfur mdtatvointeracts with aspartate metabolism
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through homoserine production, which is the lasmemn intermediate of sulfur and
threonine metabolismHOM2, the second of the three genes involved in honmser
production, is repressed in HM, just lIkMET2 that encodes a homoseri@e-

acetyltransferase. This last enzyme synthesizexe@dehomoserine (OAH). The next
reaction, leading to homocysteine production (premuof methionine and cysteine), is not

under transcriptional regulation under our condsio

Methionine leads to the production $fadenosyl-methionine (SAM) via the methyl cycle.
The two genes involved in the synthesis of thesedampounds are repressed in HMET6
and SAMESAM2,respectively). Moreover, we observed the repressficADI1, encoding an
enzyme of the methionine salvage pathway. Thisvgaghwas recently extensively defined in

S. cerevisiady Pirkovet al. (26).

We observed thaCYS3 and STR3 involved in reverse and direct transsulfuration,
respectively, are repressed in HM. These two gemrede enzymes that catalyze the
conversion of cystathionine to cystein€Y(S3 or homocysteine STR3J, respectively.
Cysteine and homocysteine are reactive moleculas dfe involved in sulfur metabolism
regulation as well. We also observed the repressibriwo genes involved in serine
biosynthesis SER33and SER1 Serine is required for cysteine synthesis via tiescribed
pathways (transsulfuration and the OAS pathway)e Tanssulfuration pathway plays an
important role, modulating the fluxes to the methbytle and to glutathione metabolism.
GSHJ1 encoding a gamma glutamylcysteine synthetasespiessed in HM. This enzyme is
responsible for the first step of glutathione swsik. This is in agreement with our
observations oCYS3regulation. A novel complex (encoded BYG1, DUG2 and DUG3J)
involved in the catabolism of intermediates of tjlatathione pathway has recently been
identified (15, 24).DUG2 and DUG3, which are repressed in HM, are necessaryyfor
glutamylcysteine utilization as a sulfur sourceydtier withDUG1. On the contraryDUGL,
which is not regulated in HM, is involved in glttaine and cysteinylglycine catabolism,
without the intervention dbUG2 andDUG3.

We observed that the genes involved in sulfur naitsin are mainly repressed. We
investigated the overexpression of aminotransferasessibly involved in methionine
catabolism. In light of our results, only one dftake candidate genes seems to be particularly
interesting. This geneKLLAOA04906y encoding an aromatic amino acid aminotransferase
is overexpressed in HM (Table 2).
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S. cerevisae K.lactis Ratio p value Ratio p value Ratio p value Function
gene name gene name Met Met Sul Sul Cys Cys
TRANSPORTERS RELATED TO SULFUR METABOLISM
MUP1 KLLAOB13233g 0.16 0 0.45 5.13E-04 - - High affinity methionine permease
YCT1 KLLAOC18678g 0.29 5.66E-09  0.40 2.80E-05 - - High-affinity cysteine-specific transporter wishmilarity to the Dal5p family
SUL1-SUL2 KLLAOF19338g 0.0¢ 0 0.31 1.05E-06 - - High affinity sulfate permease
DUR3 KLLAOC18909g 0.1Z 0 0.24 2.48E-09 - - Plasma membrane transporter for both urea arymahes
GAP1 KLLAOA068869g 0.47 1.41E-03 - - - - General amino acid permease
OPT1 KLLAOE00397¢g 0.21 8.72E-14 - - - - Oligopeptide transporter. Also transport glutait.
OPT2 KLLAOD15378g - - - - 0.34 4.67E-05 Oligopeptide transporter
SEO1 KLLAOD127169g - - - - 2.4(C 2.57E-03 Putative allantoate permease, mutatiofeconesistance to ethionine sulfoxide
SULFUR METABOLISM
MET14 KLLAOB13321g 0.0t 0 0.4¢ 1.80E-02 2.8€ 2.17E-03 Adenylylsulfate kinase
MET3 KLLAOE09835g 0.0¢ 0 0.32 2.02E-06 - - ATP sulfurylase
GSH1 KLLAOF14058g 0.40 2.18E-04  0.5C 1.40E-03 - - Gamma glutamylcysteine synthetase
MET2 KLLAOC02013g 0.16 0 - - 2.09 1.82E-02 L-homoserine-O-acetyltransferase
MET22 KLLAOF24728g 0.46 3.20E-04 - - - - Bisphosphate-3'-nucleotidase
MET16 KLLAOB10692¢g 0.44 2.23E-04 - - - - 3'-phosphoadenylsulfate reductase
MET1 KLLAOF16170g 0.27 1.15E-10 - - - - uroporphyrin-1ll C-methyltransferase
MET10 KLLAOD15983g 0.11 0 - - - - Subunit alpha of assimilatory sulfite reductase
HOM2 KLLAOD16731g 0.4z 1.78E-04 - - - - Aspartic beta semi-aldehyde dehydrogenase
MET6 KLLAOE20065¢g 0.2C 1.11E-09 - - - - Cobalamin-independent methionine synthase
STR3 KLLAOC17028g 0.47 1.41E-03 - - - - Cystathionine beta-lyase
CYS3 KLLAOF07909g 0.2Z 1.13E-12 - - - - Cystathionine gamma-lyase
SAM1-SAM2  KLLAOCO01782g 0.3Z 1.13E-04 - - - - S-adenosylmethionine synthetase
ADI1 KLLAOD144879g 0.3 6.30E-07 - - - - Acireductone dioxygenease
Probable di- and tri- peptidase, forms a complek Wiuglp and Dug3p to
puG2 KLLAOFO1991g ~ 049  1.72E-03 ) ) ) ) degrade qutathionepar?d others peptides co%tamgm‘?nnﬁa-glu-x goﬁd
Probable glutamine amidotransferase, forms a c ikh Duglp and Dug2
DuGs KLLAODOB668g  0.33  1.37E-06 ) ) ) ) to degra%e glutathione and others peptides cor?;ggamn?azlu-x bor?dp
SER33 KLLAOC09306g 0.2t 3.92E-11 - - - - 3-phosphoglycerate dehydrogenase: serine anthgliosynthesis
SER1 KLLAOC04818g 0.41 1.12E-04 - - - - 3-phosphoserine aminotransferase: serine anthglygosynthesis
CYS4 KLLAOF09317g - - 0.5C 1.80E-02 - - Cystathionine beta-synthase
SAH1 KLLAOA01199¢g - - - - 0.3€ 1.10E-03 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
SULFUR RELATED GENES
YIL166C KLLAOF09405g 0.26 1.07E-09 0.25 2.01E-09 - - similarity to the allantoate permease
YHR112c KLLAOE21319g 0.23 467E-12 0.42 3.28E-04 0.49 1.44E-02 Protein of unknown function, similaritytviCYS3, STR3, MET17 and STR2
JLP1 KLLAOE14433¢g 0.30 1.37E-07 0.39 7.76E-05 - - Fe(ll)-dependent sulfonate/alpha-ketoglutarate ytienase: sulfonates
JLP1 KLLAOF26158¢g 0.0¢ 8.72E-14  0.1¢ 1.52E-12 - - catabolism
Flavin-containing monooxygenase, catalyses oxidatidviological thiols to
FMO1 KLLAOB14619g 0.15 0 039 9.57E-05 . maintain the EF?redox rat)i/g for correct fgldingctiﬂulfide-bor?ded proteins
GTT3 KLLAOA113969g - - - - 0.4C 1.13E-03 Protein of unknown function, possible ialglutathione metabolism
Hydroperoxide and superoxide-radical responsivé-$iedle glutathione-
GRX1 KLLAOCO01298g ) ) ) ) 203 2.11E-02 dependent disulfide oxidoreductase
GENES POTENTIALLY INVOLVED IN METHIONINE CATABOLISM
ARO8 KLLAOA049069g 4.€0 3.51E-11 - - - - Aromatic aminotransferase |
PDR12 KLLAOB09702¢g 2.41 5.60E-04 - - - - Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) tianap

Ratio Met: High/Low Methionine; Ratio Sul: High/LoBulfate; Ratio Cys: High /Low Cystine
TABLE 2. Transcriptomic response of K. lactis to stfur supply
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Sulfate (HS/LS)

Under sulfate supplementation conditions, we oleskran expression pattern of genes
involved in sulfur metabolism that was quite simita the one observed under methionine
supplementation conditions. In fact, less genesliad in sulfur metabolism are repressed
and with a lower intensity. With the exception bétless specific transporters encoded by
OPT1and GAP] the same genes encoding transporters are regred&ealso observed a
repression of two genes involved in sulfate actva(MET3 MET14), while others are not
differentially expressed. This regulation couldrisEessary to reduce the production of toxic
molecules (APS, PAPS) in HS. The only gene involvesulfur metabolism that is regulated
in sulfate and not in methionine &YS4 encoding a cystathionine 3-synthase. This gene is
repressed in HS, together witBSH1 suggesting a regulation of the sulfur flux diestt

towards cysteine and glutathione.

Cystine (HC/LC)

The cystine supplementation condition presentsx@nession pattern of genes involved in
sulfur metabolism that is very different from methine and sulfate. Contrary to the two other
sulfur sources, we observed an overexpressiaviEof14andMET2 in HC. MET2 could be
overexpressed to increase the fluxGsicetyl-homoserine and, consequently, the sulfu fl
towards homocysteine and/or cystathioniB&H1 encoding the last enzyme of the methyl
cycle, is also repressed in HC. The transportagelaged in cystine are different from those
regulated in methionine and sulfa@PT2 encoding an oligopeptide transporter, is repieksse
in HC, while SEO1 encoding a poorly defined transporter of the ratlate family, is
overexpressed. It is surprising to observe the fEHckegulation concerning genes encoding

specific sulfur transporters. This could be dua fmwor assimilation of cystine by the cell.

Volatile sulfur compounds and intracellular sulfur metabolites

The production of VSCs was quantified using gasowriatography coupled to mass
spectrometry. The major VSC observed is dimethgllfide (DMDS), which is produced
under all of the tested conditions. However, itsdoiction is on average 27-fold higher in
HM. In accordance with this result, we only obsendimethyl trisulfide (DMTS) and
hydrogen sulfide (kB) in HM (Table 3).
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COMPOUND Ratio Ratio Ratio

(Hg/kg) Met _ Sul__ Cys HM LM HS LS HC LC
DMDS 257 ns._ ns  115/:035 045:007 O0.0/08 090£003 0292005 0272005
PMTS 0.73+0.54

H.S* - - - 1432+065

#in mg/kg. H: high; L: low; M: methionine; S:sutéa C: cystine. Ratio Met: HM/LM; Ratio Sul: HS/LBatio Cys: HC/LC

Results are the mean values * the standard erfrtiie mmeans of the results from three independgiires.

TABLE 3. Production of volatile sulfur compounds deending on sulfur supply

The metabolite profiling analyses were performethwin LC coupled to an LTQ-Orbitrap
mass spectrometer fitted with an electrospray sourbhe LTQ-Orbitrap accurately measures
molecular mass and discriminates the isobaric itvereby improving the determination of
the elemental composition of ions and identificatprocedures. In the course of this study,
we decided to interpret the data in a targeted wgypcusing on metabolites involved in the
sulfur metabolism pathways. To do this, ions relai® metabolites of interest were taken
from the data matrices generated by the peak dmtesbftware and further annotated using

our procedures (see the Materials and Methodsoseftir more details).

A list of metabolites of interest is given in Taldlewhich also summarizes the detection of
sulfur intermediates in samples and their availgbias commercial references. Some
commercially-available metabolites were detectednaver observed and, consequently, not
accumulated in our samples. This was the casedorohysteineS-adenosyl-homocysteine,
O-acetyl-serine  and KMBA. With the experimental il utlized, the S-
adenosylmethionine pool was neither detected incimamercial compound solution nor in
our samples. Moreover, variations in the SAM pael\eery difficult to discuss. In fact, SAM
can be stored as a "sulfur reservoir" in the vae@ll). Moreover, a large variation of the
SAM pool in S. cerevisiae only has a low impactios cellular physiology (6). The presence
of some intermediaries, not commercially availahbs been investigated. However, only two
of them, O-acetyl-homoserine and 5-methylthioadenosine, videatified in our samples.
Their identities were confirmed by MS-MS. Data oemong intermediates of sulfur
metabolism are given in Table 4. These data willupiher reported and discussed throughout

the paper.
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AREA RATIO
COMPOUND HM LM HS LS HC LC Met  Sul Cys
O-acetyl-homoserine 8.26E+05 4.82E+06 5.21E+0% 2t86E 1.50E+06 1.68E+06 0.17 0.19 ns.
[7.30;9.63]E+05 [3.91;6.19]E+06  [3.57 ;6.40105  [2.27;3.13]E+06 [0.87;2.19]E+06 [1.41; 2ZE+06
Methionine 1.64E+08 2.68E+07 1.47E+07 2.34E+07 B+0y 3.10E+07 6.12 ns. ns
[1.35;1.84]E+08  [1.87;3.48]E+07  [0.93;2.03]E+D  [1.97;2.58]E+07  [2.66; 3.00]E+07  [2.37; 3.71]E+D
5-methylthioadenosine 2.14E+09 2.65E+0& 2.04E+08 40E+08 2.90E+08 2.68E+08 8.09 ns. ns.
[2.05;2. 19]E+09  [2.34;3.02]E+08  [1.64; 2.43]E+®  [2.10;2.57]E+08 [2.80; 2.94]E+08  [2.44; 2.87]E+®
Spermine 1.55E+07 1.70E+06 - - - - 13.5 - -
[1.86; 2.78]E+07  [0.01; 4.26]E+06
Spermidine 3.89E+07 4.85E+07 4.01E+07 5.87E+07 Bt83 4.43E+07 ns. 0.68 n.s.
[3.51; 4.34]E+07  [4.31;5.44]E+07  [3.14; 4.86]E+07 [5.71; 6.00]E+07 [4.79; 5.97] [3.47; 5.15]E+07
Cystathionine 7.83E+07 3.52E+06 4.32E+06 4. 71E+06  .13E+06 4.92E+06 2250 ns.  ns.
[6.88; 8.74]E+07  [2.41;4.74]E+06  [2.94;5.48]E+06 [3.84; 5.27]E+06  [3.86; 4.42]E+06  [4.12; 5.54]E+06
Cysteine 4.44E+06 1.05E+06 1.02E+06 1.44E+06 1.08E+ 1.35E+06 424 ns. 0.79
[3.49; 6.11]E+06  [0.99; 1.12]E+06  [0.74; 1.37]E+06 [1.32; 1.66]E+06  [0.98; 1.26]E+06  [1.31; 1.39]E+06
y-glutamyl-cysteine 1.04E+07 2.84E+06 1.89E+06 3HOE 3.23E+06 4.02E+06 3.66 050 0.80
[0.84; 1.25]E+07  [2.08; 3.49]E+06  [1.04; 2.52]E+06 [3.19; 4.08]E+06  [3.09; 3.34]E+06  [3.45; 4.34]E+06
Glutathione 2.40E+08 1.45E+08 9.08E+07 1.66E+08 48488 1.92E+08 1.65 055 n.s.
[2.06; 2.78]E+08  [1.09; 1.67]E+08  [5.07; 11.56]E+D  [1.33; 1.95]E+08  [1.80; 1.87]E+08  [1.60; 2.10]E+®
Cysteinylglycine 2.15E+07 9.97E+06 6.51E+06 1.50E+0 1.46E+07 1.60E+07 216 043 n.s.
[1.76; 2.68]E+07  [0.72; 1.15]E+07  [3.50; 8.56]E+06 [1.21; 1.74]E+07  [1.40; 1.51]E+07  [1.27; 1.79]E+07
Serine 1.13E+07 4.17E+07 2.42E+07 4.84E+07 4.15E+07 6.22E+07 0.27 0.50 0.67

[0.96; 1.28]E+07

[3.14; 4.76]E+07

[1.81; 3.01]E+07

[4.34; 5.21]E+07

[3.89; 4.42]E+07

[5.05; 7.07]E+07

H: high; L: low; M: methionine; S:sulfate; C: cys#i. Ratio Met: HM/LM; Ratio Sul: HS/LS; Ratio Cy4C/LC. The areas indicated are means of three gm#gnt experiments.

Extreme values are indicated in bracket.

TABLE 4. Metabolomic response of K. lactis to sulfusupply
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Methionine

Under HM supplementation conditions, some sulftenmediates are highly accumulated,
of which cystathionine is the major one (HM/LM mtR2.5) (Table 4).

We observed that the intracellular pool of methmenis six-fold higher in HM than in LM.
The concentrations of intermediates of glutathiomatabolism are also increased by factors of
1.6 to 4 in HM (4.24 for cysteine, 3.66 fpiglutamylcysteine, 1.65 for glutathione and 2.16
for cysteinylglycine), compared to LM supplemerdatconditions. Furthermore, pools of 5-
methylthioadenosine and spermine, which are pratidceing polyamine biosynthesis, were
significantly increased under HM supplementationditions by factors of 8.09 and 13.62,
respectively. It can be observed that spermine my adetected under methionine
supplementation conditions. On the contrary, theceatrations oD-acetyl-homoserine and

serine pools, which are related to sulfur metabuligre decreased in HM.

By taking the differences of electrospray ionizatieecoveries observed for the sulfur
reference compounds of interest (data not showa)aocount, we can assume that under HM
conditions, the intracellular concentration of eylktonine in our samples is considerably
higher than that of all of the other sulfur compdsindetected, except for glutathione.
Furthermore, even if the cysteine pool increasedeurHM conditions, its concentration

remained lower than that of methionine, cystatmerand glutathione.

Sulfate and cystine

Metabolomic results clearly demonstrate that theeagellular concentrations of sulfur
intermediates were less modified in cystine andfasal than under methionine
supplementation conditions (Table 4). Finally, tregiations of metabolite concentrations
observed under these conditions are less pronouhe¢dhose obtained with the two others
supplementation conditions (i.e., HC/LC and HS/laos < 1), highlighting the particular
state of sulfur metabolism induced by methioningpy

Discussion

Methionine supply deeply modifies sulfur metabolismn K. lactis

In order to provide a global vision of sulfur metibm of the yeask. lactis we have

summarized the results obtained in methionine (HW/Iin two diagrams (Fig. 1 and Fig. 2).
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FIGURE 1. Overview of sulfur metabolism inK. lactisin high versus low methionine (part 1: transport
and sulfur sources utilization)
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(1) Serine©-acetyl-transferase. The gene encoding this enzgrabsent itS. cerevisiae
Genes underlined in gray are repressed in highiametie ; Genes in black boxes and underlined iy gra overexpressed in high methionine
The reactions realized by not identified or an etgsent of enzymes are indicated with dotted arrows.
VSCs more produced in high methionine are surrodmu®lack and underlined in gray. Values and epans in histograms represent means with extremess
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The genes represented in these diagrams that adéffieoentially expressed under at least
one of our six conditions are listed in Supplemsntdaterial 3. As shown in Fig. 1, genes
involved in the transport and utilization of manyfar sources (sulfate, cysteine, methionine,
glutathione, sulfonates) are repressed in HM. I wkell-studied yeas®. cerevisiagit was
determined that the genes involved in sulfur mdtatmoare mainly regulated by the cell's
cysteine pool (17). In our case, the intracellytarols of various sulfur intermediates,
including cysteine, increased in HM (Fig. 2), leaglus to look for one or several effectors of

the observed transcriptomic repression.

It was surprising to observe repression of the geM&T14 andMET22, involved in the
APS-PAPS cycle (Fig. 1), since these two genesdmopposite activities. It is known that
this cycle is necessary to regulate PAPS productidmch is toxic when accumulated (34).
WhenMET22is deletedS. cerevisiagannot use sulfate, sulfite or sulfide as sulfwrses.
However, the mutant has wild-type activities of #reymes involved in sulfate assimilation
and sulfur uptake (41, 42). The absence of sultilezation in themet22mutant is difficult to
explain. However, the hypothesis of a protein caxphvolved in sulfate assimilation could
explain both the absence of growth in sulfite fog tnet22mutant and the repression of two
genes encoding opposite activities (32). The flaat MET14is more repressed thAnET22
in HM could be due to co-regulation of the APS-PAdyEle and regulation of the proportion

of the partners involved in the hypothetical comple

The dramatic decrease in the intracellular pooDedcetyl-homoserine in HM could be
related to the repression MfET2 andHOM2 (Fig. 1). We observed that the serine pool is
particularly low in HM compared to all other testeohditions. This can be logically related
to the repression of genes involved in serine tssis (Fig. 2).

Considering the reverse and direct transsulfuratibe considerable accumulation of
cystathionine should be noted since it correlaiseptly with the repression @Y S3and
STR3genes. Furthermore, since its concentration isesdmat higher than the other sulfur
compounds (except for glutathione), its accumutattould be due to the fact that it is less
reactive and less toxic for microbial cells in caripon with its direct products, i.e., cysteine
and homocysteine. Consequently, cystathionine cbalthe sulfur reservoir in the event of

sulfur “flood”, at no risk to the cell.

As a result of the ESI efficiencies obtained wiference products, we can assume that the
glutathione pool is the biggest sulfur pool, redesd of the conditions. Meanwhile, if the

glutathione pool is increased under HM conditidgtssconcentration remains relatively stable.
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It is known that this pool is strongly regulatedSncerevisiaeThe regulation of glutathione
synthesis, mediated througbSH1 expression, depends on the gene reguliataolved in
sulfur metabolism encoded WWET4, as well as on a regulator that mediates the resspto
oxidative stress (encoded MAPY) (47). It was also shown that the glutathione picéctly
repressesGSH1 expression (46). This accurate regulation systeadd to an adapted
production of glutathione in response to oxidatveéoxic metal stress (44). The stability of
the glutathione pool under our conditions suggéss the cells are neither stressed nor in

sulfur starvation conditions.

Concerning sulfate and cystine, we observed thatynganes encoding ribosomal proteins
are repressed in LS and LC, indicating a dramagduction in translation. Therefore, the
transcriptomic analysis revealed that, despitestiae exponential growth rate, the cells seem
to anticipate a hypothetical starvation stress tslatved down their protein synthesis
apparatus. This observation reinforces the view tiaK. lactis strain 3550 would not be
adapted to these two sulfur substrates. This cdadda specific adaptation of this
technological strain to milk where sulfate is alissard cystine is poorly accessible.

The catabolism of methionine and, consequently, W8%luction is discussed in the next

section.

Metabolism of KMBA and VSC production

The catabolism of methionine K lactis seems to be closely linked to the overexpression
of the geneARO8-2 (KLLAOA04906y encoding aminotransferase. This result is in good
agreement with data from Kagdt al. (22), although the strain used and the culturelitioms
were different. In their study, all the putativeiaotransferase-encoding genes frmlactis
were cloned and their effects on the productionV&Cs were analyzed. Two genes,
KIARO8.1and KIAROS8.2 were found to be responsible for L-methionine rastrainsferase
activity and their overexpression led to a thrdd-focrease in VSC production.

Methionine catabolism has also been investigateatanyeastyarrowia lipolytica(8). The
BAT1 BAT2 and AROS8 genes, encoding aminotransferases, are overergrass high
methionine concentrations. In  our experiment, theanbhed-chain amino acid

aminotransferase expression levels were not modifi&. lactis

Considering the following pathways, the transamamabf methionine leads to KMBA

whose pool is never accumulated in the cells umderculture conditions. Meanwhile, we
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observed the high production of VSCs, the main pectsl of KMBA degradation in yeasts,
under HM conditions.

Extracellular accumulation of KMBA was largely ob&ed in previous works (23). In our
case, the overexpression of the g&ihd AOB9702g(PDR12in S. cerevisiag coding for a
carrier of long-chain acids (18), leads us to sgppihat KMBA, which is potentially toxic,
would be actively exported. KMBA can then be deghdn different VSCs, depending on
the physicochemical properties of the extracellodadium (pH, redox, ionic strength). Under
our conditions, KMBA was mainly degraded into metbthiol and DMDS. KMBA could
then be converted into methional and methionok lik beer, or into 3-methylthiopropionic
acid, like in wine (27). The importance of micrdbiersus chemical reaction in the
degradation of KMBA has not yet been determined.olr case, the absence of the
accumulation of KMBA in cells and the overexpressad KLLAOB9702ghas given us new
insights into VSC production biK. lactis In this yeast, the first transamination step of

methionine and KMBA excretion should be the maienobial steps for VSC production.

Taken together, these results suggest AfRD8-2andKLLAOB9702gcould consequently
be good candidates to evaluate the capaciti.dfctis strains to produce VSCs using, for

example, Quantitative RT-PCR.

It has been demonstrated that cysteine cataboliamimportant for K5 production (28)
and VSC diversity (29). In our case, cystine indte& cysteine supply gives very different
results. It could be interesting to investigate aodhpare the mechanisms of cysteine and

cystine assimilation and catabolism.

This study also revealed other genes that coulihbalved in sulfur metabolism. The
whys and wherefores are discussed below.

Genes potentially related to sulfur metabolism

This global study of sulfur metabolism has revedledrepression ofIL166C encoding a
poorly defined transporter. This transporter betong the complex allantoate transporter
family, including the recently defined high-affipitysteine transporter (encoded BZTY)
(19, 25). These results are in agreement with thb&oeret al. (5), who identifiedYIL166c
in S. cerevisia@s a gene induced under sulfur limitation. Thesenlations suggest that this

transporter could be linked to sulfur metabolism.

We observed the repression of a poorly defined gendigh sulfur concentrations
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(KLLAOE21319y TheS. cerevisia®rthologue, which has been poorly studied up urai,
presents sequence similarities with other genedeetlto sulfur metabolisnCyS3 MET17,
STR2andSTR3. Its sequence similarity with genes involved uffe metabolism suggests its
involvement in sulfur metabolism. Hansenal. (17) have already disrupted this geneSin
cerevisiae The mutant strain is able to grow on methiongiatathione or cystathionine. No
function has yet been attributed to the produdhdf gene. These difficulties may be due to
the high sequence similarities with four other gemevolved in sulfur metabolism. The
overexpression of this gene could provide new htsignto sulfur metabolism, as was the

case for branched-chain and aromatic amino acidatmainsferase studies (22).

In S. cerevisiagJLP1 encodes a sulfonate/alpha-ketoglutarate dioxyge(2®) involved
in sulfonates catabolism (45), which is overexpedss sulfur starvation (50). Our results

support these observations since the two ortholgid L 1in K. lactisare repressed in HM.

Three poorly studied genes $h cerevisiaare regulated . lactis (i) FMO1, which is
repressed in HM and HS; and @TT3andGRX1,which are repressed and overexpressed,
respectively, in HC (Table 2). The enzymes encde@TT3 GRX1andFMO1 are involved
in glutathione metabolism (36), defense againsfiatiie stress (30) and folding of disulfide-
bond proteins in endoplasmic reticulum (39), retipely. Their precise role in sulfur

metabolism remains to be determined.

Regulation of sulfur metabolism in yeasts

Under sulfur limitation, Boeet al. (5) observed the induction of numerous sulfurtezla
transporters inS. cerevisiaeas well as the induction of genes involved in aelfand
sulfonate utilization. The investigation of thertsariptional response &. cerevisiado Six
nitrogen sources (4) has revealed that genes iadolw sulfur metabolism (sulfate
assimilation, transporters and regulators) are iBpaity repressed in methionine. Three
amino acids, including methionine, induce the egpi@n of genes involved in the Ehrlich
pathway ARO9 ARO1(Q and the export of long-chain acids produdedR12. An overview
of S. cerevisiagnetabolism, combining 170 chemostats and 55 @sdtaonditions, has been
investigated by transcriptomics (26). In this studgsults demonstrate that sulfur starvation
leads to strong overexpression of sulfur assinoilatienes, while methionine supply leads to
the repression of these genes. These results, lhsasveurs, suggest that a similar sulfur
regulation system could exist $ cerevisia@andK. lactis However, it should be noted that

the set of genes regulatedSncerevisia@andK. lactis are slightly different. For example, the

RESULTATS-DISCUSSION_PARTIE Il 180



genesHOM3 andHOMG of the homoserine synthesis pathway from aspaataeegulated in
S. cerevisiaewhile the target gene BOM2 in K. lactis

Considering the specific behavior of the yeldstlactis its defective growth under high
sulfate concentrations could indicate a weak rdguiaof sulfate assimilation and an
accumulation of toxic intermediates such as PAPSutiite. Despite the fact that enzymes
involved in this pathway are highly conserved imasts, Cordentet al. (9) established that
punctual mutations are sufficient to modify sulfieductase activity. This implies that one
enzyme of the sulfate assimilation pathway coubldeha modified activity that leads to toxic
intermediate accumulation. Aranéa al. (1) demonstrated that sulfite resistance in theewi
yeastS. cerevisiaes related to both sulfur and adenine metaboliEhe sensitivity to sulfur
of K. lactis could be explained by a non-functional exportesulfite, which is of primary

importance irS. cerevisiag3).

It could be interesting to determine if this phemmon is due to an adaptation of our
technological strain to its environment. In faaiedo the lack of sulfate in milk and cheeses,
there is no selective pressure that would allowctireservation of active enzymes involved in
sulfate utilization. This could consequently leadatdefective sulfate assimilation pathway in

K. lactis strains isolated from cheeses.

Finally, it is important to keep in mind that tranptomic studies exclude all genes with
constitutive expression. Since genes involved ifusamino acid catabolism could not be
related to sulfur metabolism (22), their regulatimnsulfur supply remains hypothetical. The
study of QTL characters would be a good strategyntestigate genes involved in VSC
production.
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Supplementary material

Oligonucleotides S. cerevisiae K. lactis Ratio Met Ratio Sul Ratio Cys
gene name gene name
CAGAACAAAGAGATCCTAAAGGT_F
TAAGAGCACATTCTTCAACTGAC R MET14 KLLAOB13321g 0.01+0.01 0.19+ 0.07 3.17£0.23
TCGGTGAAGGGTATCATGG_F
CCGTACGGGTTAACTGG_R YHR112c KLLAOE21319g 0.43+0.09 0.39+0.18 n.v.
TACGCTGAGGAATACGGC_F
CCGTACGGGTTAACTGG R JLP1 KLLAOF26158g 0.03+0.02 0.00£ 0.00 -
TATAGCATGTGTTATTGGTGGTTC_F
CCCATCAAGATACTTCGGG_R MET2 KLLAOC02013g 0.46+0.13 - 2.91+0.55
TGGACTGCTACGAATTTGG_F
GGAATTAAATCACAATTTCTTGCTCCTA_R DUG2 KLLAOFO1991g  0.32+0.07 - -
ACCAACTGTCATCCTTTCAC_F
CTCAGAGGCTGGATCGT R DUG3 KLLAODO8668g 0.31+0.06 - —
GTTGGCATGTTCTTCCTGGT_F
CGTTCTGCATCTTCTCAGCA R ARO8 KLLAOA049069g 19.07+ 6.15 - -
TACGTCTCTATCCAAGCTGT_F ACT1L KLLAODO5357g ) ) )

TATCTCTACCAGCCAAGTCG_R

Ratio Met: high/low methionine; Ratio Sul: high/lsulfate; Ratio Cys: high /low cystine; n.v.: nafidated.

Values indicated are means of three experimenth, agart-type.

SUPPLEMENTARY MATERIAL 1. Validation of transcripto mic results by quantitative PCR

A.
Genes differentially expressed - +
73 genes in HM/LM 57 16
89 genes in HS/LS 30 59
159 genes in HC/LC 26 123
H: high; L: low; M: methionine; S:sulfate; C: cysé.
B.
. . 244
Genes differentially expressed T a5+
Unknown / Poorly defined 26.0% 33.1%
Miscellaneous metabolism 20.8%* 8.3%*
Sulfur metabolism 19.8%* 0.0%*
Transport 6.3% 2.1%
Protein biosynthesis related 6.3% 21.4%
Cell organization 5.2% 13.1%
Stress 4.2% 2.8%
Sulfur related transport 3.1% 0.7%
Amino acids bioynthesis 3.1% 0.7%
Maintenance 2.1% 6.2%
Protein modification 1.0% 2.8%
Transcription 1.0% 6.9%
Catabolism 1.0% 2.1%

* Three genes are excluded from these values, ph#ve different expression profile
in HM/LM, HS/LS and HC/LC comparisons.
SUPPLEMENTARY MATERIAL 2. Global results of transcr iptomic study
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%gﬁéer\]/;ize g;‘lfﬁgsme Function-description (SGD)
MET5 KLLAOB03938g Sulfite reductase beta subunit
MET 17 KLLAODO04037g Methionine and cysteine syntéd-acetyl homoserine-O-acetyl serine sulfhydejlas
HOM 3 KLLAOF27599g Aspartate kinase (L-aspartate-ransferase)
HOM 6 KLLAOBO03872g Homoserine dehydrogenase (L-beetine:NADP oxidoreductase)
MET 12 KLLAOD12188g methylenetetrahydrofolate rethse (MTHFR) activity in vitro
MET 13 KLLAOF09647g Major isozyme of methylenetétydrofolate reductase
FOL 3 KLLAOB12463¢g Dihydrofolate synthetase
MET 7 KLLAOF11297g Folylpolyglutamate synthetase
MET 19 KLLAOD19855¢g Glucose-6-phosphate dehydrogen&6PD)
SAM4 S-adenosylmethionine-homocysteine methyltransferase
KLLAOD01551g
MHT1 S-methylmethionine-homocysteine methyltransferase
GSH2 KLLAOF07557¢g Glutathione synthetase
STR 2 KLLAOB04378g Cystathionine gamma-synthase
SPE2 KLLAOC14410g S-adenosylmethionine decarborylas
SPE3 KLLAOB09372g Spermidine synthase
SPE4 KLLAOD17094g Spermine synthase
MEU1 KLLAOF156649g Methylthioadenosine phosphoryl@8d AP)
MRI1 KLLAOD15455g 5'-methylthioribose-1-phosphaseinerase
MDE1 KLLAOE16435g 5'-methylthioribulose-1-phosphdehydratase
UTR4 KLLAOE22111g 2,3-diketo-5-methylthiopentyl- hgsphate enolase-phosphatases
MET 8 KLLAOCO05544g Bifunctional dehydrogenase aaddchelatase
BAT1 KLLAOA10307g Mitochondrial branched-chain araiacid aminotransferase
ARO8 KLLAOF10021g Aromatic aminotransferase |
ARO9 KLLAOD11110g Aromatic aminotransferase Il
DUG1 KLLAOA01001g Cys-Gly metallo-di-peptidase
YGRO12w KLLAOC18029¢g Putative cysteine synthase
YGRO12w KLLAOF01815g Putative cysteine synthase
Q) KLLAOF21560g Serin@®-acetyl-transferase

(1) Serine-O-acetyl-transferase. The gene encddiagnzyme is absent $1 cerevisiae

SUPPLEMENTARY MATERIAL 3. Genes involved in sulfur metabolism not regulated in our

experimental conditions
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Abstract

Hemiascomycetes are separated by considerable tiewalty distances and, as a
consequence, the realities of sulfur metabolisrth@éextensively studied yeaSt cerevisiae
could be different from other species of the phyl\i#e here report for the first time a global
vision of sulfur metabolism in the yeagarrowia lipolyticg the most distant studied yeast
from S. cerevisiae,using combined approaches based on DNA microgrréigsid
chromatography coupled to electrospray mass speetrg based metabolite profiling and
analysis of the volatile sulfur compounds (VSCskomparison between high and low sulfur
source supplies, i.e. sulfate, methionine or cgstimas carried out in order to identify key
steps in the biosynthetic and catabolic pathwaysthd sulfur amino acids. When
complementary data of transcriptomic and metabahalyses were combined, our study
foregrounds relevant results. Firstly, the sulfuetabolism ofY. lipolyticais differentially
modulated by each sulfur source, depending onviélability. The strongest repression of
sulfate assimilation pathway is observed in highhmo@ine supply, altogether with important
accumulation of sulfur intermediates and VSCs petidn. A high sulfate supply seems to
provoke an important cellular stress via sulfiteduction and consequently a decrease of
sulfur intermediates of glutathione pathway. Thedst effect is observed in cystine supply
suggesting that intracellular cysteine level is enoontrolled than methionine and sulfate.
Furthermore, we observed th#t lipolytica is able to store sulfur by the production of
hypotaurine and taurine. Metabolomic results haghlighted that some intracellular pools are

strongly regulated while others are very expandable

Furthermore, our results suggest a new catabotlonzg for methionine to VSCs in this
yeast: methionine is transaminated by BA&T1 gene product into 4-methylthio-oxobutyric
acid (KMBA) which could be exported outside of tkell by a transporter presenting
sequence similarities with Jenlp $f cerevisiaeand then demethiolated by a spontaneous

reaction into methanethiol and its derivatives.
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Introduction

Yarrowia lipolyticais one of the most extensively studied non-coriveat yeasts.Y.
lipolytica possesses strong proteolytic, lipolytic and esieradivities, leading to its powerful
adaptability in complex medium (16, 17, 34). Thisnnpathogenic yeast is frequently
retrieved in food, like cheese and sausages (1B¢ Strong enzymatic activities of.
lipolytica are particularly interesting in cheese ripeningawidver, its inoculation comes
generally from environment (e.g. brine, ripeninglshs and personnel). In fact, voluntary
inoculation is not realized in cheese manufactyrasgthe powerful enzymatic activitiesof
lipolytica lead to a strong increase of its population antsequently to the destabilization of

cheese ecosystem development.

Meanwhile,Y. lipolyticaproduces higher variety and quantity of volatilftsucompounds
(VSCs) than other commonly found cheese-ripeniragige such aBebaryomyces hansenii
andKluyveromyces lactigs, 10). In fact, the comparison of several chegssing yeasts,
including Y. lipolyticg Geotrichum candidupK. lactis andD. hansenii highlights thaty.
lipolytica is an efficient VSCs producer leading to methaioétfMTL), dimethyl disulfide
(DMDS), dimethyl trisulfide (DMTS) and methylthiocatate (MTAC).

The organoleptic qualities of ripened-cheeses déperably of VSCs production. Their
low odor thresholds make them important contribsittr the odor and aroma of cheeses.
However, the pathways leading to the synthesis €% and related sulfur metabolism has
been, until recently, the subject of limited invgation. In cheese, VSCs essentially arise
from catabolism of methionine and cysteine continén caseins (ratio 1:5

cysteine/methionine) (1).

Methionine being the main sulfur amino acid founctheese curd, its catabolism has been
extensively investigated in several cheese-ripeygagts and bacteria with respect to VSCs
production (7, 8). It is well established that,tihe cheese ecosystem, VSCs primarily arise
from the degradation of methionine to methanetkiMTL), the latter being subsequently
converted to other sulfur-bearing compounds, indgdhe MTL oxidation products dimethyl
disulphide (DMDS) and dimethyl trisulphide (DMT@)d other VSCs such as thioesters and
thioethers (27).

In yeasts, methionine to MTL conversion proceeds aszitwo-step degradation pathway.
This pathway is initiated by a non-specific amiaosferase, leading to the formation of the

transamination product 4-methylthio-2-oxobutyricidadKMBA) which is subsequently
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converted to MTL (2). IrY. lipolytica a branched chain aminotransferase g&teGAl) was
amplified. This resulted in an increase in the W3Gducing ability and in the
aminotransferase activity in the genetically maatifistrain compared to the parental strain

(6).

Due to its low concentration in caseins, cysteimaloolism was less studied. Nevertheless,
sulfate level being very low in fresh curd chedbe, cysteine desulfhydration mechanism is
suspected to be the main source @S Hluring the cheese ripening process. In the stlidy
Lopez (29), several cheese-ripening bacteria and yeast stragre selected with high
capacities in BS production and cysteine assimilation. A first abelic study using these
selected strains was realized. If direct demethmialeading to HS, pyruvate and ammonia
seems to be predominant in bacteria, the transdiminatep, leading to mercaptopyruvate,

could initiate the process in the yeast stréB.

Despite an increasing scientific literature conaegr. lipolytica a general study of its
sulfur metabolism is not available. Important diffieces in global metabolism betwe¥n
lipolytica and other ripening yeastbke Debaryomyces hansenii or Kluyveromyces lactis,
have already been highlighted. While these yeastsdssimilate lactate like carbon source
and then amino acid¥, lipolyticadegrades preferentially amino acids as carborceo(®1).

As the degradation products of amino acids haveagpmimpact on cheese organoleptic
properties, the study of sulfur metabolism Yn lipolytica is of major interest for VSCs
production comprehension. As the hemiascomycetmasty are separated by important
evolutionary distances (14), we have previouslylized an in silico study of eleven
organisms of this phylum in order to bring to ligiariations in sulfur metabolism pathways
(A. Hébert, S. Casaregola, and J. M. Beckerichystibd for publication). This previous
work gave us solid bases to perform a completenitorg of sulfur metabolism iry.
lipolytica. We present for the first time an overview of gulmetabolism inY. lipolytica
combining transcriptomic, metabolite profiling, amdlatiie compounds measurement (GC-
MS). Concerning cysteine biosynthesis, we obserkegllation of theO-acetyl-serine
pathway while the inverse transsulfuration pathwgayot regulated. This result confirms that
the hemiascomycetous yedstlipolyticais closer to fungi than the yeast mo8elcerevisiae
Furthermore, we noticed that. lipolytica is able to produce hypotaurine and taurine. A
complementary phylogenetic study revealed that Hiwesynthetic pathway of these
compounds, which is incomplete $1 cerevisiagis also present in fungi. This yeast is a good
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model to obtain evolutionary vision of sulfur metibm and VSCs production in

hemiascomycetous yeasts.

Materials and Methods
Strain and culture conditions

The Yarrowia lipolytica strain (strain 1EQ7, isolated from livarot) wasosén for its
interesting technological properties during chegsening. This strain was grown in a defined
synthetiomedium, adapted from the one described by Mansbal. (31). We added NaCl at
20 g/L and pyridoxal phosphate at 0.6 mg/L. Theceotrations of KkHlPO4 and KHPO4
were modified to obtain an initial pH of 7.0 (7.8.gand 16 g/L, respectively). To obtain a
sulfur-free medium (SM), we removed methionine agsteine. This SM was supplemented
with sulfur sources as stated: 10 mM L-methionihenM L-cystine or 10 mM NEBO, for
high concentrations and 10 pM L-methionine, 1 puMysstine or 10 uM NEBO, for low
concentrations. Cysteine, which is very reactivan spontaneously dimerize and form
cystine. We consequently used cystine instead sfeaye to improve the control of sulfur
supply.

One hundred mL of the SM, supplied by sulfur swdistr were inoculated from a
preculture carried out in the same medium (inotutasize=1x10 UFC.mi"). To avoid
differences in the growth stage and stress indostar limitations, we maintained the cells in
an exponential phase for ten generations in a eé@fmedium by seeding the cells in a fresh
medium after two generations. Since the cells vimareested during exponential growth and
at low cell density (~5xI0UFC.mI%), we could thus consider that changes in medium
composition were minimal during cell culture andttbells were harvested in a steady state of
exponential growth. Under these conditions, theifipegrowth rate is of 0.28°h+ 0.01 (12
repetitions). These precautions ensured highlyodymible growth conditions (15).

All the cultures were carried out in 500 mL flasks25°C with an orbital agitation (150
rom). Three independent cultures were made for emdfur condition. Samples for
transcriptomic, metabolomic and GC-MS experimene&emaken from these cultures and
then stored at -80°C.
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RNA isolation and labeling

Exponentially grown cells were collected and brokeith glass beads in a Fastprep
apparatus (Bio 101). Total RNA was then extractedtizol treatment (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). RNA quality was assessed with an Agil2h00 Bioanalyser. RNA was labeled
with either Alexa 555 or Alexa 647 fluorescent dffavitrogen) using the SuperScript
Indirect cDNA labeling system kit (Invitrogen, Csbhd, USA) with anchored Oligo(db)
primer, according to the manufacturer's recommeaadat The levels of Alexa 555 and Alexa

647 incorporation were quantified by absorbancesmesnent.

cDNA-array hybridization and data analysis

The expression profiles of. lipolytica grown in the presence of various sulfur sources
were analyzed using DNA microarrays (EurogentecaiSg, Belgium). Hybridizations were
performed for 17 h at 65°C in dedicated micro-charabwith 100 pmol of the different
labeled samples. Dye swaps were included in therempntal design. Array scanning was
carried out with a DNA-microarray scanner from A&gil in extended dynamic range (XDR),
with a resolution of 5 nm per pixel. For furtherabysis, intensity-dependent normalization
was performed with the LOESS (36) procedure folldwsy subtractiorof the log-ratio
median calculated over the values for an ebliwek from each individual log-ratio using, the
anapucepackagef R (13). Differential analysis was performed wikie varmixt packageof
R (13). Finally, the rawP values were adjusted by the Bonferroni method, wbantrols the
family-wise error rate. We considered genes witthlad® value<0.05 and a ratio higher than

2 to be differentially expressed.

Quantitative real-time PCR

After RNA extraction, the cDNA was synthesized gsthe SuperScript Il first-strand
synthesis system (Invitrogen) with Oligo(dd) according to the manufacturer’s
recommendations. Primers were designed with Ligti€ysoftware (Roche, Mannheim,
Germany) and synthesized by Eurogentec (Seraingjuse). The primers used are listed in
Supplementary Material 1. The quantitative realktilfPCR was performed using a
LightCycler (Roche) and LightCycler FastStart DNAastel"s SYBR Green | kit (Roche),
according to the manufacturer’s recommendationgalth sample, the quantity of cDNA for
each gene was normalized to the quantity ofARE'1 cDNA, which is considered to be a
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stably expressed gene. The relative change in gepession was recorded as the ratio of

normalized target concentrationsAct).

Volatile sulfur compound extraction and analysis

The volatile compounds were analyzed with a systemposed of a dynamic headspace
analyzer (Purge and Trap HP 3547A, Agilent Techgiels) fitted with a sorbent trap (Tenax,
60 to 80 mesh, 0.25 g, 30 x 0.32 cm) and a cryadiogumodule. The concentrator was
coupled to a gas chromatograph (GC G1530A, Agilethnologies) connected to a mass
spectrometer detector (MSD 5973; Agilent Technasyi Five milliliters of the non-filtered
culture was heated at 60°C and then purged for ibSaith high-purity helium at 15 ml.min
!, The volatile compounds were concentrated by adisor to the Tenax trap maintained at
40°C. Water was then removed by flushing the trap Wwelium for 3 min (dry purge). The
trap was heated at 225°C for 2 min to desorb tHati® compounds, which were directly
transferred at 150°C to the head of a capillaryirwl and condensed by cryofocusing at -
150°C. The condensed volatile compounds were thigeted by heating (180°C) on a non-
polar capillary column (HP-5MS, 30.0 m x 0.25 mimfthickness: 0.25 um) flushed with
high-purity helium at a constant flow (1.2 mL.n)nThe oven temperature was maintained at
5°C for 8 min. The metabolites were eluted withrst finear gradient of 3°C.mihfrom 5 to
20°C, followed by a second linear gradient of 164i@:* from 20 to 150°C. The temperature
was then maintained at 150°C for 10 min. The columas directly connected to the mass-
sensitive detector by an interface heated at 28UM@. electron impact energy was set at 70
eV, and data were collected in the range of 290@ &omic mass units. Components were
identified by their retention times and by companiof their mass spectra with those of the
Wiley275 mass spectral database (Agilent Techne&)giThe concentrations of each volatile
compound produced were quantified using a standarde of pure DMDS (99% purity,
Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Maasnents were made in triplicate for each
concentration in the non-inoculated media, ancctreentrations of volatile compounds were

expressed as equivalents of DMDSumkg .

H>,S measurement

The production of E5 was measured in each culture according to thbadedeveloped
by Lopezet al. (29).
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Extraction of intracellular metabolites

Intracellular metabolites oY. lipolytica cells were extracted as follows. Exponentially
growing cells (18 yeasts) were centrifuged. The cells were washédl 20 mL of ultra-pure
water to prevent contamination with SM and cengrgftl again. The cells were then stored at -
80°C. After the frozen cells were thawed for 15 @mi°C, they were resuspended with 1 mL
of 1% formic acid. The solution was then incubdt@dl0 min at 95°C and centrifuged for 30

min at 4°C. The supernatant was lyophilized ancestat -80°C.

Ligquid chromatography coupled to mass spectrometryfLC-MS)

Chromatographic separation was performed on a Re&gg® HS-F5 (2.1x250 mm, 5 pum)
from Supelco Analytical (Interchim, Montlugon, Fca) by using a Surveyor LC system
(ThermoFisher Scientifics, Courtaboeuf, France)foBe injection, samples were stored at
4°C in the autosampler tray. Separations wereathwut using the following gradient at 200
pL/min: 0-3 min, 0% B; 3-20 min, from 0 to 100% B)-25 min, 100% B; 25-45, 0% B.
Solvent A was water and solvent B was acetonittieth containing 0.1% formic acid.

Column temperature was set to 30°C.

Mass spectrometric detection was performed using L&Q/Orbitrap hybrid mass
spectrometer (ThermoFisher Scientifics, Courtaho&uénce) fitted with an electrospray
source operated in the positive ionization mode détection was achieved from 75 to 1000
u at the maximum resolving power of 30000 (expréssefull width at half maximum for an
ion at 400 u). The mass spectrometer was operatdd oapillary voltage at 4 kV and
capillary temperature at 275°C. Nitrogen was usedh& sheath and auxiliary gas, with
pressures set at 45 and 10 (arbitrary units), ctisedy.

Data processing and statistical analysis for LC-MS

All data were processed using the Qualbrowser neoduXcalibur version 2.0.7 (Thermo
Fisher Scientific, Les Ulis, France), and its cheahformula generator was used to provide
elemental compositions. Our data processing proeeithgludes two steps, which consist of

automatic peak detection and annotation of data set

Automatic peak detectionAutomatic peak detection from LC/MS chromatogramessw

performed by using XCMS software (32), version 111dinning under R version 2.8.1. The
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R language was installed on a Dell Eight-core Idebn 3.00GHz Processor with 16 Go of
RAM running Linux (Centos 5.2 x86_64). The matchédFalgorithm was used and default
values were set for all parameters except for fwktap, steps, mzdiff, mzwid, bw and
snthresh, which were set at 25, 0.01, 3, 0.1,9dhd 3 respectively. A list of the areas of the
peaks detected was generated for each sample aisimigpbination of the retention time (RT)
and them/zratio as an identifier. An arbitrary number wasigsed to each of these R¥i/z
pairs in the order of elution. The data were themloined into a single matrix by aligning

peaks with the same mass—retention time pair tegétbm each data file in the data set.

Annotation of the data setsThe data sets resulting from the XCMS processewer

annotated using tools developed in-house:
- The spectral database of the laboratory,

- An informatics tool for automatic query of metéiband metabolomic public databases

with the measured accurate masses,

- Mathematical and informatics tools for highligigi and grouping of the redundant
information, i.e., isotope, in-source product addwct ions. These ions were produced during
the ionization process together with protonatedigprotonated ions, which were used for
metabolite identification. Although informative,ishtype of signal redundancy slows down
the identification procedure by increasing the nandf variables that have to be investigated

and by leading to unsuccessful database quereglas

Commercial compounds were also analyzed at 5 pginorder to confirm metabolite

identification on the bases of chromatographicntda time and MS/MS spectra similarities.

Table 1 summarizes the commercial compounds arthbsé eventually detected, as well

as compounds detected in our biological samples.

RESULTATS-DISCUSSION_PARTIE Il 195



Commercial
Compound Product Sample

Methionine
Cystathionine
Cysteine
y-glutamyl-cysteine
Glutathione
Cysteinylglycine
Spermidine
Serine
Taurine
O-acetyl-serine
KMBA +
Homocysteine +
S-adenosyl-homocysteine +
S-adenosyl-methionine -
Hypotaurine / +
O-acetyl-homoserine / +
5-methylthioadenosine / +
S-adenosyl-methioninamine / -
1,2-Dihydroxy-3-keto-5methyl-thioptene / -
KMBA: keto-methyl thio butyratedetected: +, not detected: -, product not commiyasailable: /.

+ +t+ 4+ + 4+ 4+ + +
e s i T R

TABLE 1. Metabolites related to sulfur metabolism detected by HPLC coupled to LTQ-Orbitrap

Results

Experimental design

In order to study sulfur metabolism in the cheapening yeastyarrowia lipolytica we
have hypothesized that, in excess of sulfur, thestyenetabolism could be oriented towards
sulfur amino acid catabolism, whereas under lowHusconcentration, biosynthesis of sulfur
amino acids could be observed. Consequently, titiest yeast was grown with the different
sulfur sources, methionine (M), cystine (C) andfaal (S), at high (H) or low (L)
concentrations, using the ratio 1000/1. High cotre¢ions of methionine and cystine are
close to their theoretical maximal concentratioms dheese caseins (35), while low
concentrations were 1000 times lower. Althoughehemo sulfate in milk, we completed this

work by studying ammonium sulfate supplies in ortepbtain a more complete picture of
sulfur metabolism in this yeast.

This experimental design was used throughout tidysfor transcriptomic, metabolomic
and VSCs studies. To make the reading easier, & the gene names 8f cerevisiaén the

text, instead of th¥. lipolyticaorthologues.
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Modulation of gene expression according to sulfurugpply

Regardless of the sulfur source, genes involvesulfur metabolism represent 10.1% of
the less expressed genes under high sulfur condi{Supplementary Material 2). This result
indicates that the yeast restricts sulfur assiiilaaind anabolism under conditions of sulfur
excess. It is essential to note that one thirthefgenes differentially expressed in this study
encodes for unknown or poorly defined functionsrinlipolytica like in the model yeass.
cerevisiae Since growth ofYarrowia lipolytica is the same in all the experiments (see
Materials and Methods, Strain and culture cond#)pnve can reasonably assume that this
yeast was not in conditions of limitation or intiibn. The “low sulfur” sample was taken as
the control to compare gene expression betweemrsgHtabolism versus anabolism by
calculating the ratios H/L (High concentration /Laancentration). As the majority of sulfur
related genes are regulated in the three sulfurcesyTable 2), we have chosen to describe

the three conditions in the same time, using tHeviang notation: H/L(M and/or C and/or S).

Comparison High versus Low sulfur conditions

Genes differentially | All sulfur Methionine | Methionine Cystine Methionine | Cystine | Sulfate
expressed in : sources and Cystine | and Sulfate | and Sulfate only only only
Notationintext | H/L(MCS) | HIL(MC) HIL(MS) HIL(CS) H /L(M) HIL(C) | HIL(S)

Genes

23

7

1

0

17

0

1

Percent

47%

14%

2%

0%

35%

0%

2%

H: high; L: low; M: methionine; C: cystine ; S:saté.

TABLE 2. Repartition of sulfur related genes differentially expressed depending of sulfur supply

All the genes of sulfur metabolism, catabolism asldted genes which have differential
expression in at least one of the sulfur sourcdistuare summarized Table 3 and Table 4.
The validation of transcriptomic experiment by gPSRwvailable in supplementary material
1.
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S. cerevisae Y. lipolytica Ratio p value Ratio p value Ratio p value Functi
gene name gene name Met Met Cys Cys Sul Sul unction
YALIOE28622¢g 0.03 1.39E-12 0.03 0 0.06 0
zm;‘m}fe YALIOE33583g 0.02 0 0.04 1.41E-12  0.06 0 Transporter for both urea
with DUR3  TALIOB04202g - - - - - and polyamines
YALIOC15807g - - - - - -
YALIOF198669 6.55 2.78E-12 3.93 1.02 E -08 2.32 4.08 E -03
YALIOB19800g 0.44 8.69 E -04 - - - -
Sequence YALIOB16522¢g - - - - - - General amino acid
similarity YALIOC17237g - - - - - -
with GAP1  YALIOE10219g - - - - - - permease
YALIOC09889g - - - - - -
YALIOB19492¢g - - - - - -
YALIOF25795g 0.05 1.39E-12 0.20 1.13E-11 0.27 8.71 E -08
Sequence YALIOD16137g 0.02 0 0.03 0 0.04 0 High affinit thioni
similarity ~ YALIOF03498g  0.46  4.74E-02 - - 037 154E-03 gh attinity methionine
with MUP1  YALIOD19646g 032  2.22 E-07 - - - - permease
YALIOFO07018g - - - - - -
YALIOF09691g 0.11 0 0.20 7.07E-12 0.35 3.96 E -04
YALIOA00110g 0.29 1.35E -09 - - - -
YALIOC18491g - - - - - -
YALIOB07898g - - - - - -
YALIOC20823¢g - - - - - -
YALIOF30041g - - - - - -
Sequence YALIOF189649g - - - - - -
T YALIOB046429g - - - - - - . .
similarity Oligopeptide transporter
with OPT2 YALIOF13959g - - - - - -
YALIOA03949¢g - - - - - -
YALIOE192949g - - - - - -
YALIOB02090g - - - - - -
YALIOE17589¢g - - - - - -
YALIOF10241g - - - - - -
YALIOB02398g - - - - - -
YALIOC226169g - - - - - -
YALIOC17281g 0.14 0 0.10 0 0.14 0
S YALIOC17303g 0.06 0 0.03 0 0.04 0
Sier;ﬁ;‘“;i’:;e YALIOF13607g  0.05 0 022 155E-11 017 0 Putative allantoate
with SEO1 YALIOE35200g 0.33 2.28E-07 - - - - permease
YALIOCO00627g - - - - - -
*YALIOB01904g - - - - - -
Sulfite pump, required for
SSuU1l YALIOE241679g - - - - 5.23 2.83E-12 efficient sulfite efflux
S YALIOB17930g  0.01 139E-12  0.09 0 0.16 0 High sg;x;yazz”ate
YALIOFO070629g 0.43 1.61E-03 - - - R
Sequence  YALIOA15576g - - - - - -
similarity YALIOF08063g - - - - - - Polyamine transporter
with TPO1  YALIOE21241g - - - - - -
YALIOA18902g - - - - - -
Sequence
sir'r?ilarity YALIOD00407g 0.01 0 0.03 L41E-12 0.03 0 Similarity to the allantoate
Yl‘l’_"fQG .  YALIOB16412g 036 171E-04 044 149E-02 034 181E-04 permease
YALIOC15488g 26.58 1.39E-12 5.43 0 3.61 2.35E-07
YALIOD20108g
S_eq_ue_nce YALIOD24607g Lac_tate transporter,
similarity required for uptake of
with JEN1 YALIOE32901g lactate and pyruvate
YALIOC214069g
YALIOB19470g

Ratio Met: High/Low Methionine; Ratio Cys: High AwoCystine ; Ratio Sul: High/Low Sulfate

TABLE 3. Transcriptomic response ofY. lipolyticato sulfur supply (part 1: transporters)
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S. cerevisae Y. lipolytica Ratio p value Ratio p value Ratio p value

gene name gene name Met Met Cys Cys Sul Sul Function
SULFUR METABOLISM

MET 3 YALIOB08184g 0.03 0 0.15 9.89 E -12 0.29 7.35 E -04 ATP sulfurylase
MET 16 YALIOB08140g 0.02 417 E -12 0.12 1.41 E-12 0.16 142 E-12 3'-phosphoadenylsulfate reductase
GSH2 YALIOC17831g 0.34 5.23 E -07 0.32 1.62 E -05 0.37 3.38 E-05 Glutathione synthetase
SPE3 YALIOE33143g 2.63 2.03 E -05 2.66 2.60 E -04 2.32 1.59 E -02 Spermidine synthase

ADI1 YALIOA14498g 0.26 9.32E-11 0.34 2.12 E-05 0.41 5.09 E -03 Acireductone dioxygenease
ARO9 YALIOC05258g 0.21 0 0.16 0 0.28 231 E-07 Aromatic aminotransferase I
MET10  YALIOE16368g  0.18 0 033  249E-05 - - Subunit alpha of assimilatory sulftz

reductase
MET17  YALIOD25168g  0.11 0 036 6.74E-04 - - O-acetyl homoserine-O-acetyl

serine sulfhydrylase
F-box protein, controls sulfur
metabolism; regulates Met4p
Transcriptional activator, regulation

MET30 YALIOB099779g 0.38 3.66E-05 0.48 2.85E-02 - -

MET4 YALIOD044669g 0.19 2.78E-12 0.32 8.72 E -06 : ;

of the sulfur amino acid pathway
MET 2 YALIOE008369g 0.27 1.26 E-09 - - - - L-homoserine-O-acetyltransferase
MET 14 YALIOE00418g 0.40 1.14 E-04 - - - - Adenylylsulfate kinase

uroporphyrin-lll C-

methyltransferase

Major isozyme of
methylenetetrahydrofolate reductase

MET 1 YALIOA01133g 0.32 3.00 E-07 - - - -

MET13 YALIOB00572g 0.40 6.99 E -05 - - - -

0.29 3.33 E- 06 0.42 4.23 E-02
0.06 141 E-12 0.19 0

YALIOA21439¢g 0.21
YALIOD21098g 0.10

gﬁm; YALIOB14509¢g 0.30 1.84 E -08 - - - - S-adenosylmethionine synthetase

YALIOE085369 0.34 1.31E-06 - - - - . .
YGRO12W YALIOF14047g 0.38 3.08 E -04 ) ) ) ) Putative cysteine synthetase
SULFUR RELATED GENES
) YALIOA06743g 0.16 0 0.19 141E-12 0.24 156 E-11 Glutathione transferase

YALIOF25575¢g 0.08 2.78 E-12 0.15 0 0.33 5.13 E -05
YALIOF22825¢g 0.01 1.39E-12 0.05 0 0.06 0
YALIOA121779g 0.17 0 0.09 141E-12 0.14 0

ILP1 YALIOD176229g 0.03 0 0.03 1.41 E-12 0.05 0 Fe(ll)-dependent s'ulfonate/alpha--
YALIOB21472g 0.02 0 0.07 2.83E-12 0.10 0 ketoglutarate dioxygenase

1.39E-12
0

Flavin-containing monooxygenase:,
catalyses oxidation of biological
FMO1 YALIOD21076g 0.12 1.39E-12 0.11 2.83E-12 0.12 0 thiols to maintain the ER redox
ratio for correct folding of disulfide-
bonded proteins

Protein of unknown function,

YHR112c YALIOC22088g 0.25 4.17E-12 0.44 2.87E-02 - - similarity with CYS3, STR3,
MET17 and STR2
PRX1 YALIOA19426¢g 0.13 0 0.43 2.45E-02 - - Mitgchondrial peroxiredoxin_m{ith
YALIOF08195¢g 0.29 2.60E-09 - - - - thioredoxin peroxidase activity
MXR1 i’:t:ggggﬁgg 813 1.750E 02 " " N N Methionine-S-sulfoxide reductase
TSAL YALIOB15125¢g 0.4 4.47E-04 - - - - Thioredoxin peroxidise
TRX1 YALIOE235409 0.46 9.56E-03 - - - - Cytoplasmic thioredoxin

GENES POTENTIALLY INVOLVED IN METHIONINE CATABOLISM

Mitochondrial branched-chain

BAT1 YALIODO01265¢g 2.43 1.85 E -04 2.13 4.29 E-02 - - A . )
amino acid aminotransferase

JEN1 YALIOC15488g 26.58 1.39E-12 5.43 0 3.61 2.35E-7 Lactate transporter

Ratio Met: High/Low Methionine; Ratio Cys: High AoCystine; Ratio Sul: High/Low Sulfate

TABLE 4. Transcriptomic response ofY. lipolyticato sulfur supply

(part 2: sulfur metabolism and catabolism)
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Transporters

According to its important proteolytic activitiegarrowia lipolyticapossess a large variety
of transporters (Table 3). This yeast also preskatpiently two or more genes presenting
sequence similarities with a given transporter e thodel yeass. cerevisiaeThus it is
difficult to identify the orthologues of5. cerevisiaegenes encoding transporters Yh
lipolytica. We can hypothesize that among eacHipolyticatransporters family, each gene

may possesses specific substrate specificity.

We observed that wherarrowia lipolyticahas some homologues for one transporter, they
are not regulated in the same way (Table 3). Froenfive Yarrowia lipolyticahomologues
from the S. cerevisiaehigh affinity methionine permease (encoded MyP1), four are
regulated in our conditions. Two of these genesepesssed in H/L(MCS) conditions, while
the two others are repressed only in H/L(MS) and(8)f respectively. The high affinity
sulfate transporter ofarrowialipolytica is highly repressed in H/L(MCS).

The polyamine metabolism is directly linked to sulmetabolism. In consequence, is it
not surprising to observe the repression of someg®UR3 TPOJ) involved in polyamines
transport. However, the homologues of these twaegemre not similarly regulated. Among
the four homologues oDUR3 two are repressed in H/L(MCS), while among therfo

homologues oTPO1 one is repressed in H/L(M).

Only two of the sixteen homologues of tBecerevisia®ligopeptide transporter (encoded
by OPT2 are repressed in H/L(MCS) and H/L(M) respectivetyYarrowia lipolytica there
are eight homologues of the ge@AP1, which encodes general amino acids transport8t in
cerevisiae Two of these genes are regulated in ours comditidhe first is repressed in
H/L(M) while the second is overexpressed in H/L(MC®/e have also observed that the
sulfite exporter (encoded b8SU) is specifically overexpressed in H/L(S). The atdf
transporter (encoded BULLSULD is repressed in H/L(MCS). We noticed that amdmg t
Six genes presenting sequence similarity WiEN1 (only in a quarter of the sequence),
encoding a lactate transporter, only onelipolytica gene is differentially expressed. This

gene is overexpressed in H/L(MCS), and particularllygigh methionine.

We observed that transporters probably involvesuifur assimilation are repressed in one
or more of our conditions (H/L), suggesting thae tbulfur supply is in excess in high
conditions. The differences in regulation in a sagneup of homologues suggest that the
regulation and specificity of arrowia lipolyticatransporters is very complex and accurate.
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Sulfate assimilation

We observed that numerous genes involved in sudfsganilation are regulated (Table 4).
Concerning the first step of sulfate activationg two genesMET3 (encoding an ATP
sulfurylase) andMET14 (encoding an APS kinase), are repressed in H/L(M&@s) in
H/L(M) respectively. Regarding the following sulareduction stage, the geM4ET16
encoding a PAPS reductase, is repressed in H/L(MU®) next enzymatic step is realized by
a sulfite reductase, which is a heterodimere erctcdue METYMET1Q Only MET10 is
repressed in H/L(MC). We can also notice that slfieductase needs siroheme to be
functional, and thaMET1, whose product is involved in siroheme biosyntheis repressed
in H/L(M). The sulfur metabolism interacts with asfate metabolism through homoserine
production, which is the last common intermediatesolfur and threonine metabolism.
MET?2 which encodes a homoseri@eacetyltransferase, is repressed in H/L(M). Thieda
enzyme synthesizes O-acetyl-homoserine (OAH). Thacetylhomoserine sulfhydrylase,
encoded bMET17 leads to homocysteine production (precursor dhiorine and cysteine).
This gene is repressed in H/L(MC).

Cysteine and glutathione metabolism

Surprisingly, the direct and reverse transsulforappathways are not regulated in all the
conditions tested. However, the two genes encodysteine synthase¥ ALIOE08536¢gand
YALIOF14047g two orthologues of5. cerevisiaggeneYGRO012y, involved in the second
pathway of cysteine metabolism, are repressed ib(Mj/ The geneGSH2 encoding

glutathione synthase is repressed in H/L(MCS).

Methionine metabolism

Methionine leads to the production $adenosyl-methionine (SAM) via the methyl cycle.
The gene leading to SAM synthesis is repressedliiMj. While MET6is not regulated, the
repression ofMET13 H/L(M), involved in the synthesis of MET6’cofactoleads to an
indirect repression of methionine synthesis. Thethioaine salvage pathway leads to
polyamines biosynthesis and production of SMTA, etthcan be recycled to methionine. The
geneSPE3 leading to spermidine synthesis is overexprebBe(MCS). There are two genes
repressed in H/L(MCS) of methionine salvage pathwdyl1l andAROQ This pathway has
recently been extensively definedSncerevisiagby Pirkovet al (26).
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Requlation (H/L_MCS)

Two genes MIET4 and MET30 involved in sulfur regulation are repressed i (MC).
MET4 encodes the transcriptional activator of sulfutabelism, and¢MET30encodes a F-box

protein involved in regulation of Met4p.

Catabolism (H/L_MCS)

We have investigated the overexpression of aminsteaases potentially involved in
methionine catabolism, the branched-chain aminstemases Batlp and Bat2p and the
aromatic aminotransferases Aro8p and Aro9p. Inlitite of our results, only one of all the
candidate genes seems to be particularly integestimdeed, this geneYALIOD01265y
encoding the branched-chain amino acids aminoeesssé Batlp is overexpressed in
H/L(MC) (Table 4).

Volatile sulfur compounds and intracellular sulfur metabolites

The production of VSCs was quantified using gasowrtatography coupled with mass
spectrometry (Table 5). The major VSC producedinsethyl disulfide (DMDS), which is
produced in all the tested conditions. Howeverpitsduction is on average 47 and 2.4 fold
higher in HM and HS respectively. In cystine commfif the concentration of DMDS is nearly
unchanged even lowered in HC condition. Conceroithgrs aromatic compounds, dimethyl
trisulfide (DMTS) and hydrogen sulfide §8) are produced only in HM and HS (Table 5).
Furthermore, the great variety of aromatic compgudtained in HM underlines the

remarkable aromatic propertiesYoflipolytica

COMPOUND Ratio Ratio Ratio

(ug/kg) Met Cys Sul HM LM HC LC HS LS
DMDS 47.3 0.8 2.4 7478 +3.77 158+0.43 1.3210. 1.7+0.23 385+029 1.61+0.16
DMTS n.s. n.s. n.s. 2.38+0.87 - - 0.14 £ 0.05
Methanethiol n.s. n.s. n.s. 0.4 £0.02 -
DMS n.s. n.s. n.s. 0.36 £ 0.03
Methional n.s. n.s. n.s. 0.31+0.07 - - - -
H,S n.s. n.s. n.s. 23.60 + 3.60 - - - 23.53+0.39

#in mg/kg. H: high; L: low; M: methionine; C: cyse, S:sulfate. Ratio Met: HM/LM; Ratio Cys: HC/L®atio Sul: HS/LS

Results are the mean values * the standard eifrtiie smeans of the results from three independgiires.

TABLE 5: Production of volatile sulfur compounds dgending on sulfur supply
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The metabolite profiling analyses were performethwin LC coupled to an LTQ-Orbitrap
mass spectrometer fitted with an electrospray sourbe LTQ-Orbitrap accurately measures
molecular mass and discriminates the isobaric itrereby improving the determination of
the elemental composition of ions and identificatprocedures. In the course of this study,
we decided to interpret the data in a targeted Wwgypcusing on metabolites involved in the
sulfur metabolism pathways. To do this, ions relaie metabolites of interest were taken
from the data matrices generated by the peak dmtesbftware and further annotated using

our procedures (see the Materials and Methodsoseftir more details).

A list of metabolites of interest is given in Taldlewhich also summarizes the detection of
sulfur intermediates in samples and their availgbias commercial references. Some
commercially-available metabolites were detectednaver observed and, consequently, not
accumulated in our samples. This was the casedmohysteine, S-adenosyl-homocysteine,
O-acetyl-serine and KMBA. With the experimental toal used, the S-adenosylmethionine
pool was neither detected in the commercial comgosgalution nor in our samples.
Moreover, variations in the SAM pool are very ditfit to discuss. In fact, SAM can be stored
as a "sulfur reservoir" in the vacuole (22). Moreg\a large variation of the SAM pool in S.
cerevisiae only has a low impact on the cellulayspdlogy (9). The presence of some
intermediaries, not commercially available, hasnbeevestigated. However, only two of
them, O-acetyl-homoserine and 5-methylthioadenosueee identified in our samples. Their
identities were confirmed by MS-MS. Data concernimgrmediates of sulfur metabolism are

given in Table 6. These data will be further repdrand discussed throughout the paper.
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AREA RATIO
COMPOUND HM LM HC LC HS LS Met Cys Sul
5-methylthioadenosine 1.30E+09 3.92E+08 4.04E+07 54B2+08 9.54E+07 3.40E+08 3.32 0.16 0.28
[1.19; 1.37]E+09 [3.38;4.72]E+08  [3.32; 4.94]E+07 [1.85; 2.92]E+08 [8.24; 10.70]E+07 [2.60; 4.13]E+®
Cystathionine 1.74E+08 1.64E+07 1.93E+06 8.87E+06 .7555+06 1.01E+07 10.67 0.22 0.57
[1.48; 2.24]E+08 [1.21; 1.88]E+07  [1.45;2.80]E+06 [4.72; 12.70]E+06 [5.07; 6.71]E+06 [0.92; 1.13]E+D
Hypotaurine 2.89E+07 1.45E+06 2.68E+06 9.03E+05 6H+D6 1.16E+06 1991 297 -
[2.53; 3.55]E+07 [1.39; 1.55]E+07  [2.22; 3.21]E+06 [6.29; 11.70]E+05 [0.97; 2.22]E+06 [0.05; 2.12]E+®
Spermidine 4.37E+08 3.56E+08 2.34E+08 2.70E+08 Bt68 3.75E+08 1.23 0.87 -
[4.30; 4.49]E+08 [3.13;4.06]E+08  [2.29; 2.39]E+08  [2.43; 3.04]E+08 [3.19; 4.03]E+08 [3.36; 4.14]E+08
Taurine 8.72E+06 1.98E+06 2.65E+06 1.11E+06 3.16E+0 1.50E+06 441 2.39 -
[7.66; 9.70]E+06 [1.80; 2.07]E+06  [2.47;2.81]E+06 [0.83; 1.28]E+06 [2.29; 4.04]E+06 [0.46; 3.47]E+06
Cysteine 1.23E+07 6.36E+06 5.82E+06 4.89E+06 1.B8E+ 4.35E+06 1.94 - 0.04
[1.11; 1.33]E+07 [6.03; 6.70]E+06  [5.26; 6.28]E+06  [3.87; 5.81]E+06 [0.76; 2.49]E+05 [3.00; 5.24]E+06
v-glutamyl-cysteine 4.24E+06 6.96E+06 5.17E+06 5000 8.36E+05 7.44E+06 0.61 - 0.11
[3.49. 5.08]E+06 [6.80; 7.23]E+06  [4.63; 6.26]E+06  [3.40; 5.87]E+06 [5.50; 12.50]E+05  [5.05; 11.80]E36
Methionine 1.21E+08 1.79E+07 9.13E+06 1.22E+07 B+ 1.80E+07 6.75 - -
[0.94 ; 1. 94]E+08 [1.76; 1.82]E+07  [8.43;9.76]E86  [0.83; 1.48]E+07 [1.37; 2.13]E+07 [1.38; 2.54]E37
Serine 2.03E+07 5.53E+07 4.08E+07 3.63E+07 4.86E+07 5.29 E+07 0.37 - -
[1.86; 2.31]E+07 [5.39; 5.79]E+07  [3.57; 4.97]E+07  [2.64; 4.45]E+07 [3.62; 5.72]E+07 [4.77; 5.74]E+07
Glutathione 4.67E+08 5.03E+08 4.55E+08 3.81E+08 22+D8 5.05E+08 - - 0.44
[4.18; 5.43]E+08 [4.73;5.53]E+08  [4.01; 5.50]E+08 [2.96; 4.25]E+08 [2.00; 2.52]E+08 [4.31; 6.50]E+08
Cysteinylglycine 5.82E+07 6.45E+07 5.96E+07 5.01E+0 3.32E+06 6.01E+07 - - 0.06
[5.16; 6.73]E+07 [5.79; 7.43]E+07  [5.31; 7.10]E+07  [4.23; 5.46]E+07 [2.31; 3.96]E+06 [4.87; 7.60]E+07
O-acetyl-homoserine 9.43E+04 9.20E+04 4.67E+04 4:04E 2.99+04 1.68E+04 - - -
[3.27 ; 12.90]E+04  [4.82;11.73]E+04 [1.77 ;8.]R+04  [3.40;6.44]E+04  [0.76;4.48]E+04  [4.29;459]E+04

H: high; L: low; M: methionine; C: cystine; S: saté. Ratio Met: HM/LM; Ratio Cys: HC/LC; Ratio SHS/LS. The areas indicated are means of thregérdent experiments.

Extreme values are indicated in bracket.

TABLE 6. Metabolomic response ofY. lipoyticato sulfur supply
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Methionine (HM/LM)

In HM supplementation condition, some sulfur intethates are highly accumulated. We
observed that the intracellular pool of cystathm@nand methionine are 10.67 fold and 6.75
fold higher in HM than in LM respectively. The pealf 5-methylthioadenosine, cysteine and
spermidine are also higher in HM than in LM, butaidesser extent (ratio of 3.32, 1.94 and
1.23 respectively).

On the contrary, the pools gfglutamylcysteine and serine are lower in HM tharLM

(ratios of 0.61 and 0.37 respectively).

Moreover, we observed pools of two specific sufampounds: hypotaurine and taurine.

Their pools are higher in HM than in LM (ratios18.91 and 4.41 respectively).

Cystine (HC/LC)

In HC versus LC, we have observed a slightly ineeeaf hypotaurine and taurine (ratios
of 2.97 and 2.39 respectively). On the contrarglpof 5-methiothioadenosine, cystathionine
and spermidine are lower in HC than in LC (rati69.46, 0.22 and 0.87 respectively).

Sulfate (HS/LS)

In HS versus LS, all the pools of glutathione paintermediates are decreased (ratios
of 0.04 for cysteine, 0.57 for cystathionine, Oftéd y-glutamylcysteine, 0.44 for glutathione
and 0.06 for cysteinylglycine). The pool of 5-mdthipadenosine is also lower in HS than in
LS (ratio of 0.28).

Discussion

Considering the three sulfur sources tested, wergbd thatyarrowia lipolyticadevelops
a specific response to each substrate. Consequerlwill discuss in a first part the effects
of each sulfur source using three summary diagréima.second part, the VSCs production
and the related genes will be considered. Finallg,will conclude with the regulation of

sulfur metabolism regulation in hemiascomycetolassie

The genes represented in the diagrams which ardiffetentially expressed under at least
one of our six conditions are listed in supplemsntaaterial 3.
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Accumulation of sulfur intermediates in methioninesupply

In high methionine supply we observed an expectgession of sulfate assimilation
pathway (Figure 1). The intracellular excess ofwsuk distributed between numerous sulfur
intermediates, such as methionine, 5-methylthiocasiee, cystathionine and cysteine pools.
Meanwhile, in high methionine supply, the serind wglutamylcysteine pools are decreased.
The decrease of serine pool could be a consequéribe methionine pool increase. As the
indirect transsulfuration pathway leading to cys¢eibiosynthesis is not regulated, the
increase of methionine pool could provoke a suliux toward cysteine synthesis. As serine
is involved in cysteine synthesis, the flux modifion could be the cause of serine pool

decrease.

Considering the two cysteine biosynthesis pathw@gsssulfuration inverse and OAS
pathways), only OAS pathway is regulated in hightmosine. Interestingly, this pathway is
absent inS. cerevisiaeK. lactis a hemiascomycetous yeast closerStocerevisiagalso
possess these two pathways. Meanwhile, we havervausen K. lactis the absence of
regulation of OAS pathway and a regulation of tsaffsiration pathway identical to that
observed irS. cerevisia€A. Hébertet al, submitted for publication|26). This suggests that
cysteine biosynthesis could be differently regudatey. lipolytica

We also observed another important metabolic diffee betweerY. lipolytica and S.
cerevisiae The metabolomic analysis has revealed thatlipolytica is able to produce
hypotaurine and taurine. We performedimsilico study, which leads to the identification of
the biosynthesis pathway of these compounds whsclkcamplete inY. lipolytica but
incomplete inS. cerevisiagFigure 2). The pools of hypotaurine and taurimbjch are
increased in high methionine, could serve as resenf sulfur. Furthermore, the slight
decrease of-glutamylcysteine in high methionine supply could @ue to this sulfur flux
modification toward taurine and hypotaurine. Mehitgy as glutathione pool is not modified
in these two conditions, this mechanism could gseserve glutathione concentration and

availability.

Maintain of a steady state of sulfur metabolism ircystine supply

In high cystine supply, we observed a logical repi@n of sulfate assimilation pathway
(Figure 3). The intracellular pools are rather kalBuggesting that cystine metabolism is

highly regulated. In the well-studied ye&3t cerevisiagit was determined that the genes
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involved in sulfur metabolism are mainly regulatgdthe cysteine podlL8). Excess of sulfur
seems to be directed to hypotaurine and taurinthegis, thus protecting the steady state of
intermediate of glutathione synthesis.

Drastic decrease of glutathione intermediates in $iate supply

In high sulfate supply (Figure 4), we observed espion of genes involved in sulfite
production, as well as overexpression of an expaitsulfite. The produced sulfite seems to
provoke an important stress, as all pools of inesfises of glutathione pathway are
decreased in high sulfate. It has been demonstridiad exporter of sulfite is of first

importance for sulfite resistance$ cerevisiag3).

Methionine catabolism and VSCs production conditios

VSCs production was mainly observed in high metimen supply. Concerning
aminotransferases genes possibly involved in meitéo catabolism ARO8 and ARO9
aromatic  aminotransferase  genes andBAT1l and BAT2 branched-chain
aminotransferasesaminotransferase genes), BAlyL is overexpressed in high methionine.
Thus, this gene could be a good candidate for et catabolism. Bondaet al. has
demonstrated that overexpressionB&T1in Y. lipolyticais correlated with an increase of
VSCs produced (6)BAT1is also overexpressed in high cystine withoutease of VSCs
production. However, this gene, which is not priradiy involved in sulfur metabolism, could

be overexpressed due to other metabolic regulations

As methionine pool is increased only in high metime, we hypothesized that methionine
accumulation is associated wiBAT1 overexpression and VSCs production. Furthermae, a
we did not observe an intracellular pool of KMBAeWwave hypothesized it could be actively
exported because of its toxic potential. We propthed the transporte¥ ALIOC15488g
overexpressed in high methionine could be resptmon KMBA export. This hypothesis is
supported by the previous observation of extralz@llKMBA accumulation (24).This
phenomenon has been suggestel.ifactis, wherePDR12 encoding a carrier of long-chain
acids, was overexpressed in high methionine sugply Hébert et al, submitted for
publication) (19).

KMBA can then be degraded on different VSCs, depanen the physicochemical
properties of the extracellular medium (pH, redorjc strength).
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We observed the production op&only in high methionine and high sulfate. We sagep
that this production in high methionine supply isedto cysteine catabolism, such as
previously described (30), according to the inceeafscysteine pool, whereas the production
in high sulfate supply could result from sulfatesigslation pathway. The $$ production
from sulfate could be the consequence of a higlustilix in the sulfur assimilation pathway,
leading to a KIS leak before its incorporation into a carbon ch@hrese two phenomena have
already been described, in cheese and wine regplgctiWe confirm here that 43 production
strongly depends on sulfur supply and not on diffiees in biosynthesis pathway. In wine,
where sulfate is predominant, theSHwill be produced through sulfate assimilationhpaty
(11) (28). On the contrary, in cheese, where subumainly retrieved in methionine and

cysteine, the production of,8 could arise from cysteine catabolism (27) (29).

Finally, the absence of A8 production in high cystine was quite surprisingcduse
addition of cysteine is strictly correlated teSHproduction in several yeasts (30). As a
consequence, we can postulate that cystine assoniland/or catabolism are different from
those of its reduced form cysteine.

New insights concerning genes related to sulfur mabolism

Transporters

This global study has revealed the repression aegeresenting sequence similarities
with YIL166CandSEQO1 encoding poorly defined transporters (Table 3jese transporters
belong to the complex allantoate transporter famihgluding the recently defined high
affinity cysteine transporter (encoded ¥Y¢T1) (20, 25). These results are in agreement with
those of Boeet al (5), who have identifiefIL166cin S. cerevisia@s a gene induced under
sulfur limitation. These observations suggest tha transporter could be linked to sulfur
metabolism. However, the specificity ofarrowia lipolytica transporters are far to be

understood because of phylogenetic divergencesnattiplicity of transporters.

Sulfonates catabolism

In S. cerevisiaeJLP1 encodes a sulfonate/alpha-ketoglutarate dioxyge(k) involved
in sulfonates catabolism which is overexpressesiiiphur starvation (37). M. lipolyticg six
homologues ofJLP1 belonging to the TauD protein family (Pfam PfO2B6&ve been
identified. All of them of them are repressed bg thigh sulphur conditions (Methionine,
cystine and sulphate). This multiplicity of genexl d@heir strong regulation by the sulphur
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supply indicate thaY. lipolyticarely on the sulfonates metabolism as sulphur sourhis is
coherent with the existence of taurine and hypaaypools which appeared to be modulated
by the sulphur source. This is the first time ta &nowledge that such pools have been
described. They could contribute to the adaptataime milk environment which is relatively

rich in taurine.

Gene related to transsulfuration pathway

We noticed the repression of a poorly defined gen¢/L(MC) (YALIOC22088gTable 4).
The S. cerevisiaeorthologue, which was poorly studied, presentausege similarity with
other genes related to sulfur metabolisB¥ §3 MET17, STR2and STR3J that suggests its
involvement in sulfur metabolism. Hansehal (18) have already disrupted this geneSin
cerevisiae The mutant strain is able to growth on methioniglatathione or cystathionine.
No function was attributed to the product of thieng yet. These difficulties may be
attributable to the high sequences similaritieshwibur other genes involved in sulfur
metabolism. The overexpression of this gene coid igteresting insight, as it was the case

for branched chain and aromatic amino acid aminsfemases investigations (23).

Genes involved in “oxidoreduction” homeostasiesufur metabolism

Genes encoding glutathione transferases, orthotogoiefungi genes, are repressed in
H/L(MCS). PRX1 TSA1 TRX1, encoding thioredoxin peroxidases, are essentiajtyessed
in H/L(M). Genes poorly studied i8. cerevisiaare regulated iry. lipolytica FMO1 and
MXR1 repressed in H/L(MCS) and in H/L(M) respectivelyie enzymes encoded BO1
and MXR1 are respectively involved in folding of disulfitkend proteins in endoplasmic
reticulum (33) and response to oxidative stresseirTprecise role in sulfur metabolism

remains to be determined.

Regulation of sulfur metabolism in yeasts

Under sulfur limitation, Boeet al (5) have observed the induction of numerous sulfur
related transporters i8. cerevisia@s well as the induction of genes involved in aelfand
sulfonate utilization. The investigation of trariptional response 05. cerevisiaeto six

nitrogen sources (4) have bring to light that geme®lved in sulfur metabolism (sulfate
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assimilation, transporters and regulators) are iBpalty repressed in methionine. An
overview ofS. cerevisiaenetabolism, combining 170 chemostats and 55 @sdtaonditions,
has been investigated by transcriptomics (26). @larmonstrates that sulfur starvation leads to
strong overexpression of sulfur assimilation gemdsle methionine supply leads to the
repression of these genes. Our results confirmspieeific position ofY. lipolytica between
the yeast modeb. cerevisiaeand fungi. Our study concerning the sulfur metaioolof the
yeastKluyveromyces lacti§A. Hébertet al, submitted for publication) has confirmed these
results. In fact, cysteine biosynthesisinlactis seems to be closer to the oneSoterevisiae
while Y. lipolyticaseems to be more similar to fungi. Meanwlilelactis also possesses the
two cysteine pathways lik€. lipolyticaand fungi, and contrary 8. cerevisia¢A. Hébert, S.
Casaregola, and J. M. Beckerich, submitted foripatibn). Finally,Yarrowia lipolyticais of

first interest for studies related to the evolutadmetabolisms.

It is important to keep in mind that transcriptomstudies exclude all genes with
constitutive expression. As genes involved in suéfmino acid catabolism are possibly not
related to sulfur metabolism, their regulation fw supply remain hypothetical. The study
of QTL characters would be a good strategy to itigake genes involved in VSCs

production.

Neurospora crassa

Emericella nidulans

Yarrowia lipolytica

Candida albicans
— | — Pichia stipitis

L Debaryomyces hansenii

Kluyveromyces thermotolerans
Lachancea kluyveri

Eremothecium gossypii

Kluyveromyces lactis

Zygosaccharomyces rouxii
_E Candida glabrata
Saccharomyces cerevisiae

In grey: yeast with complete taurine and hypotaupathway
Figure 2: Phylogeny of hemiascomycetous yeasts
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Sulfonates
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(1) Serine©-acetyl-transferase. (2) Cysteine dioxygenase.gemes encoding these two enzymes are abséntierevisiae(3) Methionine salvage pathway. Genes underlingptay are repressed in high methionine.
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Figure 1: Overview of sulfur metabolism inY. lipolyticain high versus low methionine
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Supplementary material

Supplementary material 1. Validation of transcriptomic results by quantitative PCR

S. cerevisiae

Y. lipolytica

Oligonucleotides gene name gene name Ratio Met Ratio Cys Ratio Sul
CGGAGACATTGACCACTT_F
TAGTTCTTTCGGATAATGGCG R MET3 YALIOB08184g 0.04+£0.02 0.19+0.07 0.35+0.09
ACGACAAGTTCATTTCTGACCGTT_F
GGTTGGGAAGAGCTCCAGAGAT R ARO9 YALIOC05258g 0.01+£0.01 0.01+0.00 0.01+0.00
TGTCTGAGCCCATGCAA_F
GCAGAGCAGTCACAAAGC. R JLP1 0.01 +0.00 0.06 +0.04 0.06 £0.02
ACCGAGCGAGACGAGTA_F
GGCCTCATCAATGTCACAGA R SPE3 YALIOE33143g 3.49+0.02 2.98+0.48 2.74+0.19
CTCTCGGCGTCGGAACC_F
GTTGGCTCCCAGCTTCTTGT R BAT1 YALIOD01265g 3.57+1.27 3.37+0.51 -
ACCATGATTCTTCCCATCG_F
TGACAAACCCAAAGGCG R SSuU1l YALIOE241679g - - 29.79 +4.29
TCCAGGCCGTCCTCTCCC_F ACTI ) ) )
GGCCAGCCATATCGAGTCGCA_R
Ratio Met: high/low methionine; Ratio Cys: highwl@ystine; Ratio Sul: high/low sulfate.
Values indicated are means of three experimenth, agart-type.
Supplementary material 2 . Global results of transdgptomic study
A
Genes differentially expressed - +
450 genes in HM/LM 243 207
213 genes in HC/LC 131 82
151 genes in HS/LS 100 51
H: high; L: low; M: methionine; C: cystine ; S:saté.
B.
Genes differentially 516
expressed 278 - 238 +
Unknown / Poorly defined 32.6% 28.3%
Miscellaneous metabolism 19.1% 6.3%
Sulfur metabolism 10.1% 0.8%
Cell organization 8.3% 2.5%
Stress 7.2% 0.4%
Sulfur related transport 6.5% 0.8%
Transport 6.1% 0.8%
Protein modification 4.7% 5.5%
Maintenance 2.2% 5.9%
Protein biosynthesis related 1.1% 44.1%
Amino acids bioynthesis 0.7% 2.5%
Catabolism 0.7% 0%
Transcription 0.7% 2.1%
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Supplementary material 3. Genes involved in sulfumetabolism not regulated in our experimental condibns

S cerevisiae Y. lipolytica Function-description (SGD)

gene name gene name
MET5 YALIOD11176g Sulfite reductase beta subunit
MET 8 YALIOE11385¢g Bifunctional dehydrogenase and ferrochelatase
MET22 YALI 0F27665g Bisphosphate-3'-nucleotidase
STR 2 YALI 0D17402¢g Cystathionine gamma-synthase
STR3 YALI 0D00605g Cystathionine beta-lyase
CYS3 YALI 0F05874g Cystathionine gamma-lyase
CYS4 YALI 0E09108g Cystathionine beta-synthase
GAD1 YALIOF08415g Glutamate decarboxylase
GSH1 YALI 0E30129¢g Gamma glutamylcysteine synthetase
ECM38 YALIOC11363g Gamma-glutamyltranspeptidase
MET6 YALI OE12683g Cobalamin-independent methionine synthase
SAH1 YALI 0F11759g S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
SPE2 YALI OE20361g S-adenosylmethionine decarboxylase
ARO10 YALI 0D06930g Phenylpyruvate decarboxylase
Q) YALI 0C24233g Serine-O-acetyl-transferase
2) YALIOF116279g cysteine dioxygenase
(1) and (2): genes absentsSncerevisiae.
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. D. Conclusion

La présentation de ces résultats sous forme dest®éparés nous a conduit a étudier de
facon approfondie le métabolisme du soufre de obéspure. Nous n'avons cependant pas eu
'occasion de réaliser une étude comparative duabodisme du soufre chdg. lactiset Y.

lipolytica. Nous allons donc nous y employer a travers cettelusion.

ChezY. lipolyticg nous observons une forte diminution des poolsitesmédiaires de la
voie du glutathion lors d’'un apport élevé en selfdiammonium. Concernakt lactis méme
si les concentrations de sulfate utilisées sontitmap plus faibles, nous observons également
une baisse de la concentration des pools des iéthames de la voie du glutathion
(concentration élevée versus faible). Ceci suggeerele sulfate d’ammonium générerait un
stress chez les deux levures. Ce stress pourraitdét a une production de sulfite trop
importante. La surexpression d’'un exportateur digeswchezY. lipolyticava dans le sens de
cette hypothese.

La réponse des deux levures aux concentrationsydgne utilisées est totalement
différente. Actuellement, nous n’avons pas d’hypsth pertinente pour expliquer ce

phénomene. Nous ne nous attarderons donc pastsicaeedition.

Nous avons constaté que la comparaison la plusneete est celle d&. lactis et Y.
lipolytica dans les conditions d’apport en méthionine (cotration élevée versus faible)
(Figure 23). En effet, de nombreux genes sont rdifféellement exprimés de maniére
similaire chez les deux levures, notamment au nivéa la voie d’assimilation du sulfate
(activation et réduction) et de ['utilisation deslfenates. Les pools de la majorité des
intermédiaires soufrés discutés dans ce travaitiknt aussi de la méme maniére cKez

lactis etY. lipolytica ainsi que la production de composeés soufrésiislat

Il existe cependant des différences flagrantesia@ao du métabolisme du soufre chez ces
deux levures. Nous avons identifié préecédemment gleies de synthése de la cystéine chez
les levure. lactisetY. lipolytica(l. D). Cependant, nous avons observé que seulgidade
transsulfuration (directe et inverse) est réguldéezcK. lactis conduisant a une forte
accumulation de cystathionine, ainsi gu’'une augatent plus modérée, des intermédiaires
de la voie du glutathion. Che&z lipolyticg seule la voie de ©-acétylsérine est régulée. Nous
observons une accumulation de cystathionine, mais faible que chekK. lactis ChezY.
lipolytica, le flux de soufre est dirigé vers la syntheseypdtaurine et de taurine, limitant la

modification des pools des intermédiaires de leevau glutathion. Nous avons déterminé
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précédemment que cette voie de synthése est inetamgtieX. lactis

Nous avons aussi observe des différences au ndedaxpression des génes codant pour
les aminotransférases potentiellement impliguéass da catabolisme de la méthionine et
donc de la production de composés soufrés voldils. effet, nous avons observé la
surexpression des genes codant pour une aminairassfa acides aminés aromatiques chez
K. lactis (ARO8-3 et respectivement a acides aminés branchés thédipolytica (BATY).

Ceci pourrait étre une piste pour I'étude des dfiées capacités aromatiques de ces levures.
De plus, nous avons constaté que 'augmentatigmodlide méthionine serait indispensable a
la production des CSVs. Nous avons aussi émis ¢thgse que le KMBA, formé lors de la
premiére étape de dégradation de la méthionineyrggblétre exporté dans le milieu

extracellulaire puis transformé en composés sowftsils.

Nous avons mis en évidence les différents effet8 dmurces de soufres chez chaque
levure, mais aussi les différents effets d’'une mé&mace de soufre selon la levure étudiée.
Ce travail montre gu'il est intéressant d’avoir aegils de comparaison inter-espéces pour

avoir une vision affinée d’un métabolisme donné.
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Figure 23. Métabolisme du soufre cheK. lactisetY. lipolytica: effet d'une forte concentration en méthionine cmparée a une faible concentration en méthionine.

(1) Cystéine synthase (2) Cystéine dioxygenas¥¢8 de recyclage de la méthionine.
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I, Etude de [linteraction entre Kluyveromyces lactis et

Brevibacterium aurantiacum

[1l. A. Introduction

Nous avons étudié le métabolisme du soufre chex léeures d’affinage, notamment pour
acquérir de nouvelles connaissances sur la praguctie composés soufrés volatils
indispensables a la flaveur des fromages. Cependans les conditions fromageéres, les
micro-organismes constituent un écosysteme commex&volution constante. La croissance
de chaque partenaire de cet écosysteme influe elg des autres, ainsi que sur leur
métabolisme. La richesse de I'écosysteme fromagad rces interactions microbiennes

difficiles a analyser. Cependant, cet aspect nepda étre négligé.

Nous avons donc choisi d’étudier I'interaction entteux micro-organismes d’affinage,
Kluyveromyces lactigt Brevibacterium aurantiacumdans un milieu chimiquement défini
(MCD) supplémenté en méthionine et en cystine. l&abolisme du soufre de la bactérie
d’affinage Brevibacterium aurantiacum lui aussi été amplement étudié lors de la tlese
Marie-Pierre FORQUIN (Forquin, 2010). Notre pariemaValentin LOUX, qui a mis au
point les sets d’oligonucléotides pour la créatmes puces a ADN d&. lactis et B.
aurantiacum a veille a ce que l'étude de micro-organismes association par
transcriptomique puisse étre réalisée. Pour cdlague oligonucléotide a été réalisé de

maniére a éviter les hybridations croisées aveét®mme de l'autre espéce.

Nous avons ainsi pu étudier cette interaction aiueau transcriptionnel, mais aussi par la
mesure de parameétres physiologiques et biochimiqDes travaux sont réalisés en miroir
avec ceux de la thése de Marie-Pierre FORQUIN. Nomos respectivement comparé les
cultures pures d&. lactis et B. aurantiacuma la co- culture afin de mettre en évidence les

possibles interactions métaboliques.
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[1l. B. Reésultats-Discussion : Interaction eftrdactis etB. aurantiacum

Croissances de K. lactis et B. aurantiacum

Nous avons suivi la croissance en MCD, supplémemt@éthionine (10 mM) et en cystine
(ImM), de chaque micro-organisme en culture purasiaiqu’en association par

dénombrement (Figure 24-A).

Nous avons observé que la croissanceKddactis n'est pas affectée par celle &
aurantiacumK. lactis se développe exponentiellement de Oh a 58h dereukivec un temps
de doublement de 3h20’ dans la monoculture et ¢alture, jusqu’a une biomasse d’environ
6.1 UFC/ml. Sa croissance est alors fortement raldnsgu’a 78h de culture (%=10°
UFC/ml). Nous pouvons souligner qui€. lactis possede une remarquable capacité

d’adaptation a son environnement.

Au contraire, la croissance #e lactis influence fortement celle d8. aurantiacum Lors
des 30 premiéres heures de culture, la croissamBe a@urantiacumest stimulée en présence
deK. lactis.En effet, le temps de doublement passe de 5h émreyure & 3h en co-culture.
Cette observation suggere une interaction de tgpenensalisme en faveur de la bactérie.
Cependant, la phase exponentielld8daurantiacunest plus courte en co-culture (30h) qu’en
culture pure (58h), suggérant un phénomeéne dedliimit et/ou d’inhibition a partir de 30h en
co-culture. Cette hypothése est renforcée par hnteaes UFC/ml en co-culture, au-dela de
58h de culture. Ceci nous indique la présenceeataations complexes entre les deux micro-
organismes, se traduisant par une premiere phaseng@ensalisme suivie par une phase de

compétition et/ou d’amensalisme affectant uniqudrBemurantiacum

Evolution du pH

Nous avons mesuré le pH dans les deux culturess pairesi que dans la culture en
association (Figure 24-B). Le pH initial de chagudture est proche de 7,0. Nous avons
constaté que le pH est stable jusqu’a 30 heures l@ancultures pures ainsi que dans la co-
culture. Nous avons observé que le pH est asseie dfearie entre 6,8 et 7,2) lors de la
croissance d&. lactis avecune légére chute suivie d'une remontée. Au comirde pH
augmente lors de la croissanceBleaurantiacum(jusque 7,8). Durant la croissance de la co-
culture, le pH est assez stable (varie entre 6,82t avec un profil inverse de celui He

lactis en culture pure (une augmentation suivie d’'unde)hu
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Consommation des sources de carbone et des acides aminés.

Nous avons dosé la présence résiduelle des dewsesatle carbone, le lactose et le lactate
(Figure 24-C et -D respectivement), ainsi que adgges aminés dans le milieu (Tableau 11).
Le dosage du lactose et du lactate a révelé ques das conditionsK. lactis et B.
aurantiacumconsomment respectivement le lactose et le ladiaies avons constaté que la
consommation de lactate est corrélée a 'augmentatu pH lors de la croissance Be

aurantiacumen culture pure.

K. lactisconsomme moins rapidement le lactose en co-culjuien culture pure. De plus,
il N’y a pas de corrélation entre la consommationlattate et le pH en co-culture. Ceci
suggere des changements drastiques au niveau dbatigtne carboné. La croissanceBRie
aurantiacum étant stimulée en co-culture jusqu'a 30h de celtnous pouvons émettre
I’hypothese que la levure synthétiserait au minimwmproduit stimulant la bactérie en tant

gue substrat alternatif ou complément métabolique.

B. aurantiacum Co-culture K. lactis Co— (BA+KL)

Arginine 100.0 100.0 100.0 -100.0
Glutamine 95.3 71.2 14.9 -39.0
Glutamate 91.9 81.9 38.3 - 48.3
Lysine 33.0 51.1 61.4 -43.3
Thréonine 29.5 44.6 51.9 - 36.8
Asparagine 46.3 43.3 325 -35.5
Isoleucine 33.3 45.9 31.3 -18.7
Leucine 38.2 48.8 39.6 -29.0
Méthionine 29.0 49.4 47.7 -27.3
Phénylalanine 34.1 40.9 154 -8.6
Sérine 32.8 39.6 28.7 -21.9
Alanine 21.9 13.4 0.0 -8.5
Glycine 30.1 33.0 54 -25
Proline 33.2 34.3 7.7 -6.6
Tyrosine 28.5 36.5 111 -3.1
Valine 28.5 35.8 10.5 -3.2
Cystéine 38.8 55.7 11.8 +5.1
Histidine - - - -
Tryptophane - - - -

Tableau 11. Consommation des acides aminés par la-culture et les cultures pures (%).
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Figure 24. Analyses physiologiques et biochimiquekes cultures pures et de la co-culture.
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Nous avons effectué des calculs théoriques de BBi®enaen nous appuyant sur les
relations établies lors de I'étude Secerevisia¢lg de matiére séche = 2,5%16vures), ainsi
gue de rendement de croissance et de productidghad@ sur lactose (Tableau 12) pour
tenter de déterminer I'état physiologiqueKlelactis en culture pure (Figure 25-A) et en co-

culture (Figure 25-B).

K. lactisen culture pure
A
7.25 20.0
72 L'\k N 1 180
715 \\ / T 16.0
71 \ / 1108
©
705 \ / / T lZ.OgE3
s ; \\ / / T 1003
N e
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K. lactisen co-culture
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AN AN
7.1 /( 1 120 g
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i [\ :
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Figure 25. Evolution du pH, consommation du lactoset biomasse dé. lactisen culture pure et co-culture.
58h 58h a 78h
Rendement de
. Lactose Rendement de . .
. Biomasse . . la production | Biomasse
K. lactis consomme crolssance en .
(/) d’éthanol sur (a/l)
(a/l) lactose (g/9)
lactose (g/g)
En culture pure 2,35 18 0,12 0,40 2,5
En co-culture 2,35 14 0,32 0,24 2,5

Tableau 12. Rendements de biomasse et de productidiéthanol chezK. lactisen culture pure et co-culture.
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Ces données nous indiquent d{elactis possede un métabolisme respiro-fermentaire en
culture pure jusque 58h de croissance. Durant phidseK. lactis se développe sur lactose
comme source de carbone. Aprés 58h, la levure selaie plus lentement (phase de
ralentissement) en consommant probablement unratilafternatif comme source de carbone
et d’énergie. Ce substrat alternatif assure unéssance plus lente mais avec un bon
rendement de croissance. Cette deuxiéme phaseidearce pourrait étre une phase de re-
consommation d’éthanol par un métabolisme puremespiratoire. Le dosage d’éthanol
n‘ayant pas été effectué apres 58h de culture bgfiethese reste donc a confirmer. Le co-
meétabolisme lactose-éthanol est tout a fait eneahlg chezK. lactis puisque les genes
codant pour les alcools déshydrogénases mitochaledrsont exprimés méme en présence de
sucre chez cette levure (Breumigal, 2000).

Par ailleurs, le milieu utilisé étant trés richeamides aminés, nous pouvons aussi émettre
I’hypothese queK. lactis pourrait utiliser un et/ou plusieurs acides aminésme source
alternative de carbone et d’énergie pendant ceitiidme phase de croissance. La remontée
du pH en fin de culture pure est cohérente avee tstipothése, vu que le catabolisme des

acides aminés génere de 'ammoniac.

Lors de la croissance d€ lactis en coculture, nous avons constaté que la vitesse d
consommation du lactose est plus lente tandis gaephramétres de croissance restent
inchangés. Si nous considérons que le lactoseaestule source de carbone utilisée ar
lactis, son meétabolisme respiro-fermentaire serait plespiratoire qu’en culture pure
(Tableau 12). Cependant, ces résultats sont trégresiants puisqu’en co-culture la
disponibilité en oxygéne devrait étre moindBe, aurantiacumétant aérobie stricte. Ainsi,
nous avons émis I'’hypothese qu’en co-culture urdgitodu métabolisme de la bactérie
pourrait étre métabolisé par la levure. Ceci ex@mqit le ralentissement de I'assimilation du
lactose et I'obtention d’'un rendement de croissanapparent » sur lactose trés élevé, donc

sur-estimé.

Lors du dosage des acides aminés (Tableau 11), anouss détecté 17 des 19 acides
aminés contenus dans le milieu. Il est importantndeer que les acides aminés sont la
principale source d'azote de ce milieu ('apportaaote par les acides aminés est 22 fois
supérieur a celui du citrate d’'ammonium). Les axideninés peuvent étre utilisés comme
source d'azote et/ou de carbone par les micro-sge@s. Nous avons observé une
consommation totale (ou une concentration inféaeur seuil de détection) de I'arginine dans
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les cultures pures ainsi que dans la co-cultureisNavons constaté que la consommation de
chaque acide aminé en co-culture est inférieur@e soimme de la consommation de chaque
acide aminé dans les deux cultures pures. Cecieseiggn changement de métabolisme se
traduisant par la diminution de la consommation a@eges aminés cheg. lactis et/ouB.

aurantiacum

Nous avons identifié les trois acides aminés les @t les moins consommés dans les
cultures pures et dans la co-culture. Nous avonsre@gjue les trois acides aminés les plus
consommeés (arginine, glutamine, glutamate) en ¢ioHeu sont les mémes que chBz
aurantiacum tandis que les trois acides aminés les moinsoromgs (alanine, glycine,
proline) en co-culture sont les mémes que dlelactis L'analyse de la consommation des
acides aminés a révélé que les acides aminésugs@hsommeés en culture pure par les deux
micro-organismes présentent une consommation nwiedr co-culture, suggérant qie
aurantiacum et/ou K. lactis s’adapte(nt) a la présence de l'autre micro-oggaBj en
réduisant sa consommation et/ou en produisantidesaaminés pour lesquels la compétition
est la plus forte. Au contraire, cet effet est l@aMoire quasi inexistant pour les acides aminés
les moins consommeés. Nous avons observé une corsgonniégerement supérieure de la
cystéine en co-culture en comparaison a celle dag dultures pures. Cet acide aminé est le

seul pour lequel nous avons observé ce profil.

Le profil d’assimilation des acides aminés en cliuca étant beaucoup plus proche de
celui deB. aurantiacumque de celui d&. lactis nous pouvons émettre I'hypothese d’'une
consommation majoritaire des acides aminés paadééhie en culture pure et en co-culture,
produisant dans les deux cas de I'ammoniac. En ktoreu cet ammoniac pourrait étre
assimilé paK. lactis Cet apport d’azote provoquerait une diminutionlaleonsommation
des acides aminés par la levure. Cette product@mrdoniac par la bactérie couplée a une
re-consommation par la levure semble assez colecaset le profil du pH en co-culture (pas
de forte augmentation du pH). Par ailleurs, la podidn d’'ammoniac paB. aurantiacunen
culture pure peut aussi expliquer 'augmentationptiy en plus de la consommation du

lactate.
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Analyse du transcriptome par Puces a ADN.

Nous avons complété ces analyses biochimiquesgiadé du transcriptome a 58h de la
co-culture par rapport a chaque culture pure. Nausns observé 323 et 509 genes
différentiellement exprimés chef. lactis (Tableau 13 et Tableau 14) Bt aurantiacum
(Tableau 15 et Tableau 16) respectivement. Le nerdbrgenes différentiellement exprimeés
étant important, nous avons choisi dans un pretei®ps de nous focaliser sur les voies
métaboliques en relation avec les observationshbiiques précédentes et sur les voies
meétaboliques dont les génes sont différentielleregptimés chez les deux micro-organismes

(métabolisme du carbone, des acides aminés ethietiae).

Métabolisme du carbone

En accord avec les résultats biochimiques, nousisavabservé des modifications du
meétabolisme carboné chez les deux micro-organisest K. lactis ceci se traduit par la
répression des genes impliqués dans le cycle ddsKrie cycle du glyoxylate et la
gluconéogeneése, ainsi que par la surexpressiogétess impliqgués dans la fermentation en
co-culture. Nous avons émis I'lhypothése que lagmés de la population bactérienne aérobie

stricte rend I'accessibilité a I'oxygéne plus diffe en co-culture.

Les mesures d’éthanol effectuées dans nos troitgmms montrent d’une part qu’il n’'y a
pas de production d’éthanol p8: aurantiacum et que d’autre part la concentration en
éthanol mesurée dans la culture pur&diactisest plus élevée que dans la co-culture (7,8g/L
et 4,5g/L respectivement). Cette observation éantontradiction avec les modifications du
meétabolisme de&. lactis relevées ci-dessus (plus de «fermentation enultare »), nous
avons émis I'hypothése que I'éthanol pourrait &oemsommé paB aurantiacumen co-
culture. En analysant le transcriptome @&e aurantiacum nous avons constaté la
surexpression de genes impliqués dans le catalmlisim I'éthanol en co-culture.
L’assimilation de I'’éthanol comme source de carbend’énergie alternative par la bactérie
semble aussi confirmée en co-culture par la suesgpon de génes impliqués dans le cycle de
Krebs et la voie du glyoxylate. L’éthanol produdrX. lactis pourrait ainsi étre responsable
de la stimulation deB. aurantiacumen co-culture. Cette interaction métabolique est
synthétisée dans la Figure 26.

Métabolisme des acides aminés

ChezK. lactis en culture pure, nous avons observé la surexprest&ogenes impliqués
dans le catabolisme des acides aminés en cultueegmsi que la surexpression des voies de

biosynthese de deux des acides aminés les plusroomés (arginine et lysine). Ces données
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transcriptomiques sont en accord avec les obsengatiiochimiques précédentes. En effet,
ceci suggere que les acides aminés sont moins wonés pakK. lactisen co-culture. De plus
K. lactissemble moins limitée en lysine et en argininedesiaminés les plus consommés par
K. lactis en culture pure) en co-culture. Nous pouvons émétiypothése qué. lactis se
trouve en présence d'une source d’'azote alternaiveco-culture. Celle-ci pourrait étre
produite paB. aurantiacumsous forme d’ammoniac, lors du catabolisme da&kea@minés.
Lors de I'étude métabolomique d& aurantiacumen culture pure (Forquin, 2010), de
nombreux di- et tripeptides intracellulaires oné étentifiés. Certains de ces peptides
contenaient notamment de l'arginine et de la lysieus pouvons aussi supposer dgie
aurantiacumpourrait libérer certains de ces peptides dammileu extracellulaire dans le
cadre d'un phénoméne de communication intra- oerdirgspeces. Par ailleurs, nous avons
observé la surexpression d’un transporteur d’okgoidles QPT2 chezK. lactis Ainsi, ces

peptides pourraient étre consommeéskadactis.

L’analyse du transcriptome d& aurantiacum a réveélé la surexpression de la voie de
biosynthése de l'arginine en co-culturé. lactis et B. aurantiacumsemblent étre en
compétition pour ce compose. L’épuisement totdladginine du milieu arriverait plus tét en
co-culture, ce qui aurait pour effet la stimulatoia la voie de biosynthese de ce composé en
co-culture cheB. aurantiacum Cette voie de synthese produit non seulementadgiriine
mais aussi du fumarate. Cette production peut gueli la forte répression du gesehA
succinate déshydrogenase clizzaurantiacumen co-culture (Figure 26). Cette répression,
couplée a l'activation du shunt glyoxylique, pewnder lieu a un exces de divers acides
organiques (fumarate, succinate, malate) qui pagu@ee excrétés par la bactérie en co-
culture. Ces acides organiques pourraient éveptuelit servir de source alternative de
carbone &. lactis en co-cultureEn I'état actuel des choses, nous avons uniquepnepbse
des hypotheses. Ces phénoménes d’interaction somplexes et leur étude mérite d'étre

approfondie.
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Figure 26. Interaction entreK. lactiset B. aurantiacum: métabolisme carboné.
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Nous pouvons nous attendre a ce que la biotineilieunsoit consommeée plus rapidement
en coculture que dans les cultures simples. Noassagbservé un phénomene suggérant une
coopération métabolique au niveau de la synthésdadaotine. En effetK. lactis est
auxotrophe pour cette vitamine, sa voie de biogggletant incomplete (absence du début de
la voie). Cependank. lactis surexprime un gene de la voie de biosynthese bmiee ainsi
gu’un géne codant pour le transporteur du 7,8-diamanoate en co-culture. Cette molécule
est un intermédiaire de la voie de biosynthésead®dtine. CheB. aurantiacumla voie de
synthese de biotine est compléte. Nous avons dénktasurexpression d’'un transporteur
codant un transporteur de biotine, ainsi que laesgion d'un géne du début de la voie de
synthése. Notre hypothése serait gueaurantiacumexporterait du 7,8-diaminonanoate, qui
serait ensuite assimilé pHr lactis K. lactis synthétiserait ensuite de la biotine, nécessaire a
sa croissance. La surexpression du géne codantupomansporteur de biotine en co-culture
chezB. aurantiacunva dans le sens d’une limitation plus importargecd composé en co-
culture. Nous n’avons cependant pas d’explicatiemimpente en ce qui concerne la répression
du géne de la voie de la synthése de la bioting Bheaurantiacum Cette hypothese est

récapitulée dans la Figure 27.
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B. aurantiacum

En bleu : genes surexprimés en culture pure dBegurantiacum

En violet : génes surexprimés en co-culture

(L) (M) : genes d&. lactisdifférentielle ment exprimédableau 14)

(17) (18) :genes d8. aurantiacundifférentielle ment exprimé3 ableau 16)

X: enzyme absente (voie incompléte)

Figure 27. Interaction entreK. lactiset B. aurantiacum: métabolisme de la biotine.
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Nous avons observé la surexpression de genes unglidans la biosynthese des pigments
caractéristiques de.Baurantiacum Ces pigments sont induits lors d’'un stress ofydeat
osmotique. Nous avons émis I'hypothese que I'éthprmduit parK. lactis pourrait influer
sur la production de ces pigments. La réalisatiom ¢bulse éthanol sur une culture Be
aurantiacumconduit a la surexpression de genes impliqués ldab®synthése des pigments
(RT-gPCR). L’éthanol pourrait donc faire partie desteurs induisant la production de

pigments cheB. aurantiacum

Les interactions entrB. aurantiacumet K. lactis semblent étre trés complexes. En effet,
nous avons constaté d'importants réarrangemeritdaiets cheX. lactis (Tableau 14) ainsi
gue la surexpression de nombreux régulateurs &heaurantiacum(Tableau 16). Ces

constatations peuvent ouvrir de nouvelles pistes pétude des interactions microbiennes.

En effet, 'analyse du transcriptome ldelactis en co-culture a révelé la stimulation de la
transcription de géenes impligués dans le remanienhera paroi cellulaire. Il est tout a fait
surprenant qu'outre des génes codant pour des samggode la paroi, des genes impliqués
dans la transduction du signal « stress de la pasoient ainsi observes, car ces genes ont
une expression relativement constitutive. Ceci mourexpliquer que seulement quelques

composants des voies de transduction de signabswsitmis en évidence.

L'induction deMID2, le senseur du stress dans la paroi, va dansisedeenotre hypothése
d’un stress de paroi en co-culture. Les composidegs/oies de transduction de sigidlS3
PHO85 GLC7, STE50sont surexprimés. Chex. cerevisiagils ne relevent pas des mémes
voies de transcription de signal mais il existectoss talk entre les voies selon les conditions
physiologiques. AinsSTE50et BUD6 sont associés a la voie HOG de résistance awsstres
osmotique. Plus surprenante est la surproductieM®G5qui est le régulateur deUS3 Ce
signal de stress de paroi se traduit par l'indactie genes codant des protéines de la paroi
telles queFLO5, FLO9, GAS1 SCW10TOS6 EXGletKREQ

Cette hypothése peut étre corrélée avec une maiiific de I'aspect microscopique des

cellules d&K. lactis Nous avons en effet observé la formation d’anedislaires en coculture.
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Figure 28. Coloration deK. lactisau calcofluor white a 92h.
(A) culture pure, (B) co-culture.

Ces amas sont formeés d’agrégats de levures etatiérieas en co-culture. En outre, comme
les concentrations en calcofluor white et le tewtipgposition sont identiques (10ms), on peut
penser que la quantité de chitine dans la paroplest importante en coculture. Chez les
levures, c'est un phénomeéne classique en cas deoshwtique. Nous avons aussi remarqué

gu’'une partie des bactéries sont colorées. Uneat@n a I'encre de chine a montré que ces

bactéries ont développé une capsule d'exopolysadeba
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Figure 29. Observation microscopique d&. lactisa 92h.
(A) culture pure, (B) co-culture.

CATEGORIE K. lactis
Fonction inconnue 94
Organisation cellulaire 69
Métabolismes divers 47
Traduction 23
Signal 18
Métabolisme carboné 16
Transporteurs 16
Transcription 15
Stress 8
Régulateurs 7
Respiration 4
Fermentation 3
Métabolisme des vitamines 3
TOTAL 323

Tableau 13. Catégorie fonctionnelle des genes diféétiellement exprimés cheX. lactis.
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Geénes

Fonctions/similarités

K. lactis

Co/Kl P value
Métabolisme carboné
Cycles de Krebs et du glyoxylate
(A) KLLAOCO08107g ICL1, Isocitrate lyase 0.20 2.38E-05
(B) KLLAOF23914¢g MLS1, Malate synthase 0.23  3.30E-03
(C) KLLAOE00683g SDH2, Iron-sulfur protein subunit afcsinate dehydrogenase 0.37 7.56E-03
(D) KLLAOD18117g SDH4, Membrane anchor subunit of snaté dehydrogenase 0.32  2.49E-02
(E) KLLAOE13333g EMI5, Subunit of succinate dehydrogema 0.22  2.93E-06
(F) KLLAOD00902g FUM1, Fumarase 0.18 1.88E-08
Gluconeogenése
KLLAOAOO4849g PCK1, Phosphoenolpyruvate carboxyk@aesgulated by CAT8 0.12 2.00E-07
KLLAOC13541¢g RKI1, Ribose-5-phosphate ketol-isonsera 0.42 4.68E-02
KLLAODO01452¢g CATS, transcriptional activator (in méermentative conditions) 0.50 4.87E-02
KLLAOC13013g GDS1, necessary for growth on glycerol 0.37 7.39E-03
KLLAOEO0595¢g GUT1, Glycerol kinase 0.29 1.74E-03
*KLLAOF26246g STL1, Glycerol proton symporter 0.214.32E-06
[3-oxydation des acides gras
KLLAOE13817¢g FOX2, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaseoyl-CoA hydratase 0.41 1.51E-02
KLLAOF10879¢g POT1, 3-ketoacyl-CoA thiolase 0.09 0
KLLAOCO04686g ECI1, Peroxisomal delta3,delta2-enG@A isomerase 0.36 3.87E-03
Fermentation
(G) *KLLAOF16962g Pyruvate decarboxylase 10.23 1.0BE-
(H) *KLLAOE19889¢g ADH6, NADPH-dependent medium chaile@hol dehydrogenase 6.88 9.44E-05
(I) **KLLAOC004409g CHAZ1, Catabolic L-serine (L-threoreh deaminase 6.91 3.54E-10
Métabolismes divers
Métabolisme de |'acétate
KLLAOCO7777g ALD5, Mitochondrial aldehyde dehydrogse 0.20 3.00E-03
*KLLAOE11881g ADY2, Acetate transporter required feormal sporulation 0.24 2.08E-03
*KLLAOAO0242¢g ADY?2, Acetate transporter required fioormal sporulation 0.33 1.75E-02
Catabolisme des acides aminés
Glycine
KLLAOBO06754g GCV1, Mitochondrial glycine decarboage complex (T subunit) 0.23 1.82E-04
KLLAOD12738g GCV2, Mitochondrial glycine decarboage complex (P subunit) 0.31 4.90E-03
Glutamate
(J) *KLLAOE16281g DIP5, Dicarboxylic amino acid permeas 0.15 2.00E-09
(K) KLLAOF12628g UGA2, Succinate semialdehyde dehydnage 0.35 1.13E-03
Acides aminés aromatiques
KLLAOF10021g AROB8, Aromatic aminotransferase | 0.3.91E-03
Leucine
*KLLAOEO2707g ARO10, Phenylpyruvate decarboxylase 0.22 6.74E-06
Biosynthése des acides amines
Lysine
KLLAOEOQ7987g LYS1, Saccharopine dehydrogenase 0.3662E-02
KLLAOC15125¢g LYS4, Homoaconitase 0.29 1.06E-03
KLLAOE236959g LYS21, Homocitrate synthase 0.25 14&E
KLLAODO7073g ODC1, exports 2-oxoglutarate from th#ochondrial matrix 0.47 3.20E-02
to the cytosol for lysine metabolism
Arginine
KLLAOF03190g CPA2, Large subunit of carbamoyl pHueje synthetase 0.32 6.88E-04
KLLAOCO04037g ARG1, Arginosuccinate synthetase 0.38.60E-03
Métabolisme des vitamines (Biotine)
(L) *KLLAOB00385¢g BI1O5, uptake of 7-keto 8-aminopelartc acid 2.80 5.00E-03
(M) KLLAOB00407g B104, Dethiobiotin synthetase 2.33 21E-02
*Transporteurs classés avec le métabolisme assd@énes validés par RT-gPCR
Tableau 14. Genes différentiellement exprimés chd& lactisdiscutés dans ce travail.
(A)... : génes d&. lactisreprésentés Figure 26 et Figure 27.
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Geénes

Fonctions/similarités

K. lactis

Co/Kl P value
Transporteurs
KLLAOD15378g OPT2, Oligopeptide transporter 3.99 31E-03
KLLAODO02970g DALS5, Allantoate permease, also tram$p dipeptides 2.09 4.47E-02
KLLAOEO2905¢g ATO3, possible role in export of amnefrom the cell 0.20 4.86E-06
ZRT3, transports zinc from storage in the vacuolthe
KLLAOAQB6449 cytoplasm 472  1.71E-04
KLLAODO0253g MAL11, Maltose permease 0.13 1.23E-10
KLLAOBO00264g MAL11, Maltose permease 0.12 2.82E-07
KLLAOCO08283g FCY2, Purine-cytosine permease 0.24 29B:04
Signal
KLLAOE19207g SCY1, Putative kinase, suppressor 6P&se mutant 48.08 0
KLLAOE10539g FUS3, Mitogen-activated serine/thremnprotein kinase 252 2.78E-02
KLLAOD11990g PHOB85, Cyclin-dependent kinase 6.22 478-09
KLLAOF124969g GLC7, Serine/threonine protein phospka catalytic subunit 2.61 3.23E-02
KLLAOF03597¢g MSG5, Dual-specificity protein phosjpése 2.53 5.67E-03
KLLAOF06490g CLN1, G1 cyclin involved in regulatiaf the cell cycle 5.40 5.84E-07
KLLAOCO01386g STES5O0, Protein involved in mating reepe 5.10 3.79E-06
Organisation cellulaire
Bourgeonnement
KLLAOC18359¢g BUDSG, involved in actin cable nucleatiand polarized cell growth 58.98 2.15E-12
KLLAODO05621g BUDZ20, involved in bud-site selection 7.10 4.47E-06
Paroi cellulaire
KLLAOAO6468g KRE9, Glycoprotein involved in cell Waeta-glucan assembly 5.57 3.07E-05
KLLAOA03201g SCW10, Cell wall protein with similayito glucanases 450 1.08E-02
KLLAOE21671g SBE22, involved in the transport ofl @eall components from the
Golgi to the cell surface 416 4.63E-03
KLLAOC14091g GAS1, R-1,3-glucanosyltransferaseunegl for cell wall assembly 4.04 1.52E-04
KLLAOAO7315g TOS6, Glycosylphosphatidylinositol-daplent cell wall protein 3.72  3.94E-05
KLLAOCO05324g EXG1, Major exo-1,3-beta-glucanasehef cell wall 3.59 3.15E-04
KLLAOAO3179g MID2, O-glycosylated plasma membrane protein that acts as
sensor for cell wall integrity 3.25 4.56E-04
Floculation
KLLAOE14543g FLOS5, Lectin-like cell wall proteinnvolved in flocculation 8.26 8.60E-12
*KLLAOC19316g FLO9, Lectin-like protein with simdlrity to Flolp 5.11 6.21E-07
KLLAODO00264g FLO9, Lectin-like protein with simildy to Flolp 299 1.71E-02
Trafic intracellulaire
KLLAOD166549g ENTS5, involved in traffic between ti@olgi and endosomes 87.04 1.08E-12
Méiose
KLLAOEOQ5963g IME1, Master regulator of meiosis 0.298.11E-03
Mitose
KLLAOBO0759g KIP1, Required for mitotic spindle assbly 466 1.23E-06
KLLAOF065349g BBP1, required for mitotic function§ ©dc5p 3.61 1.62E-02
Sporulation
KLLAOB10010g AQY1, Spore-specific water channel 9.0 1.08E-12
Epissage
KLLAOBO00979g NPL3, required for pre-mRNA splicing 287 2.15E-12
KLLAOF18018g MSL5, Component of the commitment coenp 18.28 2.15E-12
KLLAOCO07304g CEF1, Essential splicing factor 12.68 0
*Transporteurs classés avec le métabolisme asst@énes validés par RT-gPCR
Tableau 14. Suite.
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CATEGORIE

B. aurantiacum

Fonction inconnue

Processus cellulaire (réplication, transcriptioadtiction, respiration, ...)

Transporteurs
Métabolisme carboné
Régulateur
Biosynthese et métabolisme des acides aminés
Biosynthése et métabolisme Lipides
Biosynthése et métabolisme des vitamines
Stress
Biosynthése et métabolisme des nucléotides
Métabolisme secondaire (antibiotiques, pigments,...)
TOTAL

218
111
54

36
21
20
15
12
12
7
3
509

Tableau 15.Catégorie fonctionnelle des genes difédtiellement exprimés cheB. aurantiacum.

B. aurantiacum
Co/Ba P value

Génes Fonctions/similarités
Métabolisme du Carbone
(1) BL 1247 Ldh L-lactate déshydrogenase
(2) BL 3088 Pyk pyruvate carboxylase
(3)BL 1744 AldB aldehyde déshydrogenase B
(4)BL 479 AldB2 aldehyde dehydrogenase B
(5) BL 2715 Adh alcool déshydrogénase
(6) BL 1394 GltA Citrate synthase
(7)BL 2786 Acn aconitate hydratase
(8) BL 1907 AceA lIsocitrate lyase
(9) BL 1906 AceB1 Malate synthase 1
(10)BL 1315 AceB2 Malate synthase 2
(11)BL 3807 SucA alpha-ketoglutarate décarboxylase
(12)BL 3154 SdhA succinate déshydrogenase
(13)BL 847 Fum B fumarate hydratase
Métabolisme des Acides Aminés et peptides
(14)BL 3873 ArgJ Glutamate n-acetyltransferase
(15)BL 3876 ArgF Ornithine carbamoyltransferase
(16)BL 3879 ArgH Argininosuccinate lyase
Métabolisme des Vitamines
(17)BL2448 BioY, transporteur putatif de biotine
(18)BL 3850 BioF 8-amino-7-oxononoate synthase
Métabolisme des métabolites secondaires
BL 2909 CrtU Bétacaroténe désaturase
BL 2905 Idi Isopentenyl-diphosphate delta-isomérase
BL 2907 CrtY Lycopéne cyclase

3.3 1.74E-03
2.6 2.18E-03
2.0 4.48E-0
2.5 2.03E-03
1.6 2.02 E-02
2.5 3.27E-03
2.2 1.42E-02
7.9 8.18E-04
4.4 1.11E-04
2.7 7.95E-04
2.11.07E-02
0.03 3.G2E-1
3.3 2.08E-03

2.4 E-U3
2.2 6E®3
2.2 2.03E-03

2.0 .50E-02
0.5 2B2-063

2.9 2.03E-03

3.4 6.84E-04

2.0 9.44E-03

Tableau 16. Geénes différentiellement exprimés ché& aurantiacumdiscutés dans ce travail.

(2)... : génes dB. aurantiacunreprésentés Figure 26 et Figure 27.
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[1l. C. Conclusion

Dans cette étude, nous nous sommes intéresséssadiation de deux micro-organismes
issus de I'écosysteme fromag&iuyveromyces lactigt Brevibacterium aurantiacuniors
de cette étude nous avons observé un impact inmpod& chague micro-organisme sur

'autre.

Tout d’abord, le métabolisme carboné He lactis est modifié en présence d&
aurantiacumLa disponibilité en oxygene doit étre amoindrie lgaprésence de la population
fortement aérobie dB. aurantiacum Par conséquenk. lactis intensifie son métabolisme
fermentaire ou respiro-fermentaire dés lors qu’eieen co-culture ave®. aurantiacumen
réprimant le cycle de Krebs et la néoglucogenésea donc une production accrue d’éthanol.
Cependant, nous avons observé que I'éthanol rdsicugtenu dans le milieu est en
concentration plus faible en co-culture qu'en maittoce. L'analyse du transcriptome 8e
aurantiacumnous a fourni une explication. En eff&, aurantiacum surexprime une voie
métaboliqgue permettant I'utilisation de I'éthanobguit parK. lactis. La mise en place de ce
métabolisme, ainsi que la stimulation de la voiesgiethése de l'arginine induit le shunt
glyoxylique du cycle de Krebs ch& auranticacumCe nouvel apport en carbone, en plus
du lactate, pourrait étre en lien avec la stimatatle la croissance d& aurantiacumen co-

culture.

Concernant le métabolisme azoté, des coopératiétsboliques semblent aussi se mettre

en place en co-culture, méme si les détails de éesmsmes restent encore a élucider.

Par ailleurs, I'éthanol produit p&t. lactis aurait aussi un effet stimulant sur la synthése de
pigments cheB. aurantiacumLors d’'une expérience de pulse éthanol dBeaurantiacum
nous avons observé la stimulation des genes denthése de pigments. Les résultats obtenus
nous ont aussi amené a proposer un meécanisme daeroantation métabolique au niveau

du métabolisme de la biotine.

D’une maniere plus large, I'effet de chaque micrgamisme sur I'autre se traduit par une
profonde réorganisation cellulaire. Chez la levurea se traduit par des modifications au
niveau de la synthese de la paroi cellulaire, aiggiau niveau de I'épissage, du
bourgeonnement, de la floculation, du trafic inédadaire, de la sporulation, de la mitose et
de la méiose. Nous avons aussi observé l'indudiiergenes codant pour des kinases et
phosphatases, connues en tant que molécules @@saltiction du signal au sein de la cellule.

ChezB. aurantiacum la présence de la levure se traduit par I'exjpoasdifférentielle de
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nombreux genes codant pour des régulateurs aiesiagsurexpression de genes codant pour

des protéines impliquées dans la réponse au stress.

Cette premiére étude donne des résultats encomtageaur de futurs travaux élargis a
'étude de I'écosysteme fromager. Nous avons mowmmé, dans nos conditions, les
interactions entre&K. lactis et B. aurantiacumsont complexes et, malgré I'observation de
signaux de stress, plutdt favorables surtout paerdissance dB. aurantiacumPar la suite,

il faudrait étudier ces interactions dans la matfromagére, mais aussi avec d’autres micro-

organismes de |'écosysteme.
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CONCLUSION-PERSPECTIVES

Lors de ce travail, nous avons réalisé une recactsdtn des voies métaboliques du soufre
a travers le phylum des hémiascomycetes par unlgseria silico. Cette étude a mis en
évidence des différences majeures, telles quedsepce de deux voies de synthése de la
cystéine (Figure 30, transsulfuration inverse eievie I'O-acétylsérine) chez toutes les
levures étudiées, a I'exception de celles ayanecaiE la Whole Genome Duplication
(Candida glabrataet Saccharomyces cerevis)ad.ors de I'étude du métabolisme du soufre
chez deux levures hémiascomycetes phylogénétiquedh@gnéesKluyveromyces lactist
Yarrowia lipolyticg nous avons constaté qu’une variation de I'apporsoufre (méthionine a
concentration élevée versus faible) conduit a dmletion de la voie de transsulfuration chez
K. lactis et, au contraire, a celle d®Facétylsérine che¥. lipolytica Il serait intéressant de
vérifier la fonctionnalité de ces deux voies cKezactisetY. lipolytica

SO4,.int
APS
Sérine
PAP l
v Ve Ve -
Sulfite O-acétyl-sérine
v
Sulfure
O-aceétyl-homosérine
v ¥ V/J\ v
Homocystéine Cystathionine Cystéine
Sérine
Figure 30.Les deux voies de synthése de la cystéine.
En rose Voie de transsulfuration inverse. En bleWoie de I10-acétylsérine.
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Pour cela, il faudrait construire des mutantskddactis et Y. lipolytica affectés dans la
voie de transsulfuration inverse et/ou la voie '@edcétylsérine, et tester leur croissance sur
cystéine. Nous avons realisé notre étude sur dashee d'origine fromageére, qui ne
possédent pas de marqueur de sélection permegardatiser la mutagénése. Cependant,
nous avions veérifie, préalablement a cette étualdransformabilité de ces souches. Nous
avons d'ores et déja construit une soucheYderowia lipolytica avec le marqueur de
sélection ura par la délétion du locudRA3 Il pourrait aussi étre intéressant de muter ia vo
de I'O-acétylsérine au niveau de la deuxieme réactiogu¢Ei 30), pour observer s'il se
produit une accumulation deQ*acétylsérine, ce composé n’étant accumulé danshaudes

conditions testées.

L’analyse du métabolisme du soufre par métabolommuévélé la présence de la voie de
biosynthése de I'hypotaurine et de la taurine,eetimiquement che¥. lipolytica Cette voie
pourrait servir comme réserve de soufre sous fatmesulfonates au sein de la cellule. En
effet, nous avons observé lors de I'étude transmmmue que les deux levures possedent les
enzymes nécessaires a l'utilisation des sulfonetesme source de soufre. Cependant, la
possibilité de stocker des sulfonates au niveawadstlulaire doit conférer une plus grande
adaptabilité a la cellule lors d’une carence enfreoou d’'un apport en excés. Nous avons
aussi emis I'hypothese que cette voie de synthéséa daurine permettrait de préserver
'équilibre des intermédiaires de la voie du glbiah en « absorbant » I'excés de soufre
assimilé. Pour vérifier cette hypothese, il faudréaliser I'expérience en forte concentration
en soufre sur la souche parentaleYddipolyticaet un mutant défectueux dans la biosynthese

de I'hypotaurine et de la taurine.

L’'analyse du métabolisme du soufre par métabolomigous a apporté des pistes
intéressantes. Cependant, il pourrait étre intaréste compléter ces données par une analyse
guantitative des intermédaires soufrés. En effgbproche que nous avons utilisée ne nous a
pas permis de comparer quantitativement les diférentermédiaires soufrés. Ces données
nous permettraient de mieux identifier les flux a&liques soufrés, et nous permettraient par
la méme occasion d’identifier les composés « r@&ers Au vu de nos résultats, nous aurions
tendance a proposer la 5-méthylthioadénosine cooaméidat. En effet, bien que les valeurs
observées ne soient pas pondérées par lonisapécifique de cet intermédiaire, cette

molécule semble tout de méme tres largement reuése
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Il serait aussi intéressant de poursuivre cetteeéen utilisant une méthode d’analyse
ayant déja permis la détection deSadénosylméthionine pour évaluer le pool poterdes!

SAM dans les différentes conditions testées.

Nous avons déterminé qu'une forte concentrationn@thionine est nécessaire a la
production de composés soufrés volatils. L’accutuia de ce composé au niveau
intracellulaire ainsi que la surexpression d’amiaosférases semble nécessaire a la
production de ces composés. En effet, chéz lipolytica le géne codant pour
'aminotranférase a acides aminés branchés codtig Bat surexprimé en méthionine mais
aussi en cystine. Cependant, nous n'avons paswabgd&augmentation de la production de
CSVs en cystine, ni d’accumulation du pool de nuitime. Cette constatation permet
d’apporter une nouvelle vision de la genése des LMNbHus avons observé que la forte
concentration en méthionine n’induit pas le ménpe t§'aminotransférase chkz lactiset.
lipolytica (aminotransférase a acides aminés aromatiquesaeth®s respectivement). Ceci
pourrait influer sur la potentialité aromatique des levures. Nous savons que les
aminotransférases ont de large spécificité de mtbsLependant, leur différence d’affinité
pour la méthionine ainsi que leur facteur d’indotpourraient étre des pistes intéressantes
pour sélectionner des souches productrices d’arésnefrés. Nous devrions aussi nous
tourner vers la recherche de locus a effets qadifgitou QTL (Quantitative Trait Locus). En
effet, les genes impliqués dans le catabolisme abédes aminés soufrés, probablement
impliqués dans d’autres métabolismes, ne sont plgatoirement régulés comme les géenes
impliqués dans le métabolisme du soufre. L’étuddrdascriptome ne peut donc pas nous

apporter toutes les réponses.

Nous avons été surpris de ne pas observer de pimadutH,S en forte concentration de
cystine, alors qu’il est connu qu'une forte concatn en cystéine induit une telle
production. Il serait intéressant d'effectuer un&périence exploratoire combinant
transcriptome, métabolome et mesure SHur des levures cultivées en présence de cystine
ou de cystéine (avec une méme concentration eme3odfeci pourrait donner des pistes sur

les différences de métabolisme entre la cystéiserdimere.
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Lors de notre expérimentation, nous avons constatéeffet drastique du sulfate
d’ammonium sur les pools des intermédiaires dedi& vu glutathion, mais aussi sur la
croissance d&. lactis Ce défaut de croissance a aussi été observéldorgoissances en
sulfate de potassium. La concentration de sulfaehonium utilisée étant plus forte chéz
lipolytica, nous avons observé une diminution plus importdatepools des intermédiaires de
la voie du glutathion mais aussi la répression é@émeg codant pour le transport et
I'assimilation du sulfate ainsi que la surexpressikun géene codant pour un exportateur de
sulfite. Nous avons aussi mesuré une productionU'ldn peut émettre I'hypothése que les
étapes de réduction du sulfate sont limitantesaggrort au transport et a I'activation. L'exces
de sulfite et d’HS produirait un stress pour la cellule et par cqueét la réponse au stress
entrainerait I'utilisation du pool de glutathion dé ces intermédiaires. Il pourrait étre
intéressant de surproduire les enzymes impliques ks étapes de réduction ainsi que celles
impliquées dans la synthese du sirohéme (cofadtelispensable a la sulfite réductase). La
mesure du pool de glutathion et autres interméiatouplée a un dosage d31pourrait
indiquer si le phénomene observé est di a un eleasilfite et de sulfure. Le dosage ¢&H
en concentration élevée en méthionine est de mémaadeur que celui réalisé en
concentration élevée de sulfate chézlipolytica Cependant, nous n'avons pas observé de
chute du pool des intermédiaires de la voie duathidn en méthionine. Ceci suggere que

I'effet pourrait étre essentiellement du a la pidin de sulfite.

Un autre aspect, non abordé dans nos travaux, mandexistence ou non d’'un role
physiologique des composés soufrés volatils pred®iar exemple, ces molécules pourraient
étre impliquées dans des phénomeénes de défense comimunication cellulaire. En effet,
chez les plantes de la famille des Alliacées, tespnsés soufrés volatils sont utilisés comme
défense contre les insectes parasites (Duget\ait 2005).

Les phénoménes d’interactions intra- et inter-espésont en effet incontournables. Dans
notre cas, les levures étudiées font partie deosy¥stéme fromager. Nous avons choisi
d’étudier l'une d'elles,K. lactis en présence d'une bactérie d’affinad@revibacterium
aurantiacum Leur interaction a été étudiée par transcriptemjcpn utilisant une culture pure
comme référence de chaque micro-organisme. Noussagbservé un effet important de
chaque micro-organisme sur l'autre, notamment aau du métabolisme carboné. Par

ailleurs, nous avons émis I'hypothése d’'une codpmdranétabolique pour le métabolisme de
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la biotine. Les phénoménes que nous avons obsereagent une forte interaction entre les
deux micro-organismes. Il pourrait étre intéressgntomparer I'interaction des deux micro-
organismes en fermenteur a membrane pour la compaleur interaction en fermenteur
classique. Ceci pourrait nous donner des indicatsum des phénomeénes éventuels de quorum
sensing. De plus, nous avons observé une forteggadmation cellulaire de la levure au
contact de la bactérie lors de notre étude trgmsenique. Il serait intéressant de déterminer
si ces phénomenes sont dus au contact direct lestraicro-organismes. L'utilisation de la
microscopie a fluorescence pourrait étre une pistgressante pour ['étude des
réorganisations cellulaires, des phénomenes delditian et des éventuelles interactions entre

levures et bactéries.

Ces résultats nous ont apportés de pistes réellesumgeantes pour I'étude de
I'écosysteme fromager. Une étape importante sdeaiteplacer ces résultats dans une étude

plus globale dans un milieu fromager et au seim é&cosystéme complexe.
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FICHES TECHNIQUES

Fiche n°1 : Milieu Chimiquement Défini (MCD)

Principe

L'utilisation d'un milieu chimiqguement défini rengossible le choix des différents

composants ainsi que la maitrise de leur concémitaCeci rend possible I'étude d’un

métabolisme précis en faisant varier le ou les @s@p concerneés.

Méthode

Les 8 solutions sont préparées indépendamment devdeau osmosée. Les quantités sont

données pour la préparation d’un litre de milieu.

Composition du milieu

Solution 1A : sources de carbone (préparation & 10X

Composeé Concentration 1X (g/l) Concentration 1X (mM
Lactose 20 55,50
Lactate de sodium 60 % 15 133,86

Solution 1B : sels 1 (préparation a 10X)

Composeé

Concentration 1X (g/l)

Concentration 1X (nM

Acétate de sodium
Citrate d’ammonium
KH.PO,

KoHPO,

NacCl

1
0,6
7,9
16
20

12,19
2,65
58
91,8
342

(Ajout du NaCl petit a petit apres dissolution desres composes)

Solution 2 : sels 2 (préparation a 50X)

Composeé Concentration 1X (g/l) Concentration 1X (mM
MgCl,, 6H,0 0,2 2,1

FeCb, 4 H,O 0,011 0,087

CaCh, 2H,0 0,050 0,45

ZnCl,, 0,005 0,037

CoCl, 6H,0 0,0025 0,019
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Solution 3 : acides aminés (préparation a 20X)

Composé Concentration 1X (g/l) Concentration 1X
Alanine 0,24 2,7mM
Arginine 0,12 570uM
Asparagine 0,34 2,6mM
Glutamate 0,68 3,5mM
Glutamine 0,51 2,3mM
Glycine 0,17 4mM
Histidine 0,11 520uM
Isoleucine 0,20 1,5mM
Leucine 0,47 3,6mM
Lysine 0,35 1,6mM
Proline 0,68 5,6mM
Sérine 0,34 3,2mM
Thréonine 0,23 2mM
Tryptophane 0,05 250uM
Valine 0,33 2,8mM

Ajouter quelques gouttes de KOH 10N pour dissoudre.

Solution 4 : Phénylalanine (préparation a 20X)

Composeé Concentration 1X (g/l)

Concentration 1X

Phénylalanine 0,28

1,7/mM

Solution 5 : Tyrosine (préparation a 20X)

Composé Concentration 1X (g/l)

Concentration 1X

Tyrosine 0,29

1,6mM

Ajouter quelques gouttes de KOH 10N pour dissoudre

Solution 6 : Bases (préparation a 50X)

Composé Concentration 1X (g/l) Concentration 1X
Adénine 0,010 70uM
Guanine 0,010 73uM
Uracile 0,010 90uM
Xanthine 0,010 65uM

Ajouter quelques gouttes de KOH 10N pour dissoudre.
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Solution 7 : Vitamines (préparation a 20X)

Composé Concentration (g/l) Concentration 1X
Acide P-aminobenzoique 0,010 72uM
Biotine 0,010 41uM
Cyano-cobalamine 0,001 0,75uM
Acide folique 0,001 2,3uM
Inosine 0,005 19uM
Acide nicotinique 0,001 8uM
Acide orotique 0,005 3,2uM
Pantothénate de calcium 0,001 2,1uM
Pyridoxamine 0,005 11,8uM
Pyridoxine 0,002 9,7uM
Riboflavine 0,001 2,6uM
Thiamine 0,001 3uM
Acide D,L 6-8 thioctique 0,0025 12,1uM
Thymidine 0,005 20,6uM
Pyridoxal-5-phosphate 0,0006 2,4uM

Solution 8: Source de soufre (préparation a 20X)

Composeé Concentration 1X (g/l) Concentration 1X
Méthionine Variable selon I'expérience
Cystine Variable selon I'expérience

Sulfate d’ammonium Variable selon I'expérience

Préparation du milieu

Les solutions sont stérilisées par filtration meamaire de 0,22 um (TPP, vacuum filtration-
system) ou par autoclavage (Solution 2) et mélandaas l'ordre indiqué. De I'eau osmosée

est ajoutée afin de compléter le volume final sadéha

Solution Concentration Volume (mL)
Solution 1A 10x 100
Solution 1B 10x 100

Solution 2 50x 20

Solution 3 20x 50

Solution 4 20x 50
Solution 5 20x 50
Solution 6 50x 20
Solution 7 20x 50
Solution 8 20x 50
Eau osmosée - 510
Volume final 1000
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Fiche n°2 : Dosage des sources de carbone par HPLC

Principe

La chromatographie en phase liquide sous hautesipres été utilisée pour doser divers
composés provenant de milieux de culture. Le ppmde la méthode de dosage est basé sur
le partage des composés entre la phase mobile ldgquslle ils sont élués, et la phase
stationnaire qui est une colonne dotée d’'une ctpde rétention plus au moins importante.
Les composeés sont élués a une vitesse différefda ssur affinité ce qui permet de les

séparer. Les composés sont séparés puis carastgaisieur temps de rétention.

Méthode
Traitement des échantillons

Lors du prélévement, les échantillons sont filttéd'aide d’'une seringue équipée a son
extréemité d'un filtre en polyethersulfone (PES) mBuporosité de 0,22 pm (ministart,
Sartorius, France). Cette opération permet d’éémlas particules insolubles susceptibles de
géner I'analyse. Pour le dosage des substrats reash0,5 mL de filtrat est réparti dans des
vials de 1 mL et additionné de 0,5 mL d’étaloniinee(acide propionique a 1 %).

Dosage du lactose et du lactate

Un appareil HPLC Waters TCM (Millipore, France) émud’'une pompe LC-6A (Shimadzu,
Japon), d’'un injecteur automatique (Waters), d'miggrateur CR-3A (Shimadzu) et d’'une
colonne échangeuse de cations, Aminex HPX 87H @Biddercules, CA 94547, USA) est
utilisé. La solution éluée est analysée par uncti€te a longueur d’onde variable Waters 490
(programmable multiwave detector) et un réfractoendifférentiel RID-6A (Shimadzu), tous
deux connectés en série. Un volume de 20 pl esttéjpar un injecteur automatique
d’échantillons (717 plus Waters). Les analyses séalisées a 35 °C, avec une vitesse de
débit de la phase mobile de 0,6 mL/min. La colode&,8 mm de diametre et de 300 mm de
longueur est couplée a une pré-colonne Aminex HPN-8e 50 mm (Biorad). Cette colonne
permet de séparer les acides organiques, les seickéthanol. L'identification du lactate se

fait a 'aide du détecteur UV Waters 486, doniolagueur d’'onde est ajustée a 210 nm.
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Fiche n°3 : Extraction des ARN totaux

Principe
L'utilisation du Trizol ® reagent (Invitrogen, 156918), une solution monophasique de
phénol et de guanidine isothiocyanate, et d’unehod mécanique (Bead-beatting) permet

d’extraire les ARNS.

Méthode

Préparation des réactifs et du matériel

Les réactifs sont préparés dans de I'eau traité@ERIC (Diéthyl Pyrocarbonate) (1:1000) et
autoclavés a 120°C pendant 20minutes. Les suréddes pipettes, réservées a cet usage, sont
décontaminées avec la solution RNaseAway® (MolecdBla-Products). Les contenants en
plastique, Eppendorfs, tubes a vis et pointes tée fiksont garantis RNASE-free et sont

manipulés uniguement avec des gants pour évitectyiamination par des RNases.

Préparation des échantillons

Les cultures (1Dcellules) sont centrifugées dans des tubes Faleod5 ml & 7000 rpm
pendant 2 minutes a 4°C. Le surnageant est éligtifes culots sont immédiatement congelés
par de la carboglace puis stockés a -80°C. Legxsglint ensuite décongelés et resupendus
dans 400 pl de solution de resuspension (Y2 glu@mgeé) + ¥z Tris 25 mM pH 7,6 EDTA 10
mM) et 60 ul dEDTA 0,5 M. Les cellules sont ensystacées dans des tubes a vis de 2 ml
préalablement remplis de 400mg de billes de zitoon{100um, BioSpec Products), et 500ul
de phénol acide. Chaque tube est ensuite vigourargeagité au broyeur MP-FastPrep-24
pendant 60 secondes a 6,5 m/s puis incubé 5 miaudéE apres traitement. Les tubes sont
agités trois fois dans ses conditions. Apres rdfssement les tubes sont centrifugés 10 min a
13 000 g a 4°C. Le surnageant limpide est trangféréipetage dans un tube eppendorf de 2
ml & température ambiante contenant 1ml de trizes tubes sont incubés 5 minutes a
température ambiante permettant ainsi une meillediesociation des complexes
nucléoprotéiques. Apres incubation, 100 pl d'uretsm de chloroforme/alcool isoamylique
24/1 (vlv) est ajouté a chaque tube. Ces dernisosit mélangés doucement mais

consciencieusement a la pipette puis incubés 3 tesna température ambiante. Les tubes
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sont alors centrifugés 5 minutes a 13 000 g a 8@ Mpérature doit étre basse afin d’éviter
que I'ADN reste en phase aqueuse). Le surnageamglticide contenant 'ARN est récupéré.
La phase organique inférieure rose contient lesépres. 200 pl de la solution de
chloroforme/ alcool isoamylique 24/1 (v/v) sont @#g@s au surnageant puis mélangeés
doucement mais consciencieusement a la pipetteesApne incubation de 5 minutes a
température ambiante, les tubes sont centrifugémirtutes a 4°C. La phase aqueuse
supérieure est mélangée a 500ul d’isopropanolipaigée 15 minutes a 4°C. Les tubes sont
ensuite centrifugés 15 minutes 4°C. Cette étapmetede précipiter 'ARN. Le culot est
ensuite lavé 2 fois dans 800ul d’éthanol & 70%s péché au « speed vac » pendant 2 min. Le
culot est resuspendu dans une solution Tris-HCINM pH 7,6 EDTA 1 mM pré-incubé a
37°C. L'ARN est ensuite traité deux fois avec dauldo DNase (Ambion).

Remarque: Le dosage de I'ARN (ng/ul) se fait a l'aide duarddrop® (ND-1000
spectrophotometer). De plus le rapport A260/A280t cdre supérieur a 1,8 pour un
échantillon d’ARN de bonne qualité. La pureté etlmlité de 'ARN sont vérifiées a I'aide
du Bioanalyseur 2100 (Agilent RNA 6000 nano), qtirileue un RIN de 1 & 10 (RNA
Integrity Number) aux échantillons d’ARN. Un échlonh est considéré de bonne qualité si

son RIN est supérieur a 8,5.
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Fiche n°4 : Etude du transcriptome par puces a ADN

Principe

Synthése et marquage d’ADNc a partir des ARN totaxtraits, par l'utilisation du kit
Superscript Indirect cDNA Labeling System (Inviteng, pour I'étude du transcriptome par
puces a ADN.

Méthode

La synthése d’ADNCc est faite a partir de 10ug d’ARItaux en utilisant les oligo(ddy)
suivant les recommandations du fabricant. Les ADNCensuite été marqués soit avec des

Alexa fluor 555 ou des Alexa fluor 647 suivant tesommandations du fabricant.

L’incorporation des Alexa fluor a en suite été dos@ Nanodrop. Nous avons comparé des
conditions 2 a 2 (A et B). Pour chaque comparai46@pmol de A marqué aux Alexa fluor
555 et 100pmol de B marqué aux Alexa fluor 647 sméiangés. Pour normaliser les
résultats, nous avons effectué des dye-swap (mgeqim B aux Alexa fluor 555 et marquage
de A aux Alexa fluor 647). Les cibles marquées smsuite hybridées sur les puces a ADN,
par incubation dans un four rotatif agilent (10rph¥h a 65°C) puis lavées selon les

recommandations du fabricant (Agilent, Eurogentec).

Les lames ont ensuite été scannées par un scagilet,aen utilisant une précision de 5um

en utilisant la fonction XDR (extended dynamic rang
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Fiche n°5 : RT-PCR quantitative

Principe

La molécule SYBR Green | se fixe dans le petipgilde 'ADN double brin. Suite a cette
liaison, la fluorescence augmente considérablenfnsi lors d’'une PCR en présence de
SYBR Green, l'augmentation de la quantité d’ADN Wieu brin va générer un signal
fluorescent. Grace a un systéme d’enregistrementadiuorescence, la progression de

I'amplification peut étre suivie a chaque cycleepttemps réel.

Méthode
Reverse transcription avec le kit SuperScript it6FStrand Synthesis System

La synthése d’ADNc est faite a partir de 5ug d’ARdMaux en utilisant les oligo(ddy)

suivant les recommandations du fabricant.

PCR guantitative selon le protocole du kit Light@yd-astStart DNA Master SYBR Green |

Afin de realiser I'étape de PCR quantitative (PCRgkit LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green | (Roche Applied Science) a été sélenéo Les amorces ont été choisies a
I'aide du logiciel LightCycler® Probe Design Softe@a2.0 (Roche Applied Science) et

commandées chez Eurogentec.

Régler le programme de I'appareil de PCR quantiatiightCycler® Systems for Real-Time
PCR, comme suit :

» Une étape de Pré-incubation permettant I'activatie 'enzyme de 10 min a 95 °C.

» 45 cycles comportant (i) une étape de dénaturat® 10 sec a 95 °C, (ii) une étape
d’hybridation des amorces de 7 sec a 60 °C, (iig atape d’élongation de 6 sec a 72 °C et

(iv) une acquisition de la fluorescence (530 nrg fin de chaque étape d’élongation.
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Contrbles indispensables requis

- Un géne rapporteur est analysé en parallele dessgéimtérét. Ce géne dont I'expression
n'est pas modifiée dans les différentes conditibidogiques permet de normaliser les

résultats. Nous avons choisi le géat1 codant pour I'actine

- Un capillaire contenant de I'eau a la place dehatillon est indispensable afin de contréler

la non contamination (par de ’ADN) des différentx préparés.

- Il est indispensable de contréler I'efficacitésd@morces choisies pour cela, 5 dilutions
successives de 'ADN du micro-organisme d’intétitras de 50 ng/pl a 5 pg/pl sont réalisées.
Une PCR quantitative est réalisée en utilisantolgpte d’amorce choisi. Pour une efficacité
de PCR a 100 %, la pente de la droite Ct en fondiiw log de la concentration en ADN

matrice doit étre égale a -3.33. Lorsque toutesnt@sipulations préliminaires sont réalisées,

I'analyse les échantillons d’'intéréts peut avauli

FICHES TECHNIQUES 257



Fiche n°6 : Analyse des métabolites intracellulaiepar LC/MS

Principe

L’obtention d’'un empreinte métabolique repose essgment sur 3 étapes : la séparation
par chromatographie en phase liquide (LC), la dié&eaces molécules par spectrométrie de
masse a haute résolution impliquant un instrumentygde LTQ/Orbitrap (MS) et enfin une
identification des composés réalisée d'une partlasbhase de la masse précise et d'autre part
sur la comparaison du temps de rétention chromapbggue et du spectre de fragmentation

du composeé a identifier avec ceux d'un composéféeence.

Méthode

Extraction des métabolites intracellulaires

Cette analyse a été conduite sur des échantilkmss ide cultures en milieu chimiquement
défini. Les échantillons sont centrifugés et lagémis dans de I'eau osmosée glacée. Puis,
10 cellules sont stockés & -80 °C. Les culots sostiém décongelés 15 min & 4°C puis
resolubilisés dans 1ml d’acide formique 1%. La 8otuest ensuite incubée 10 min a 95°C

puis centrifugée 30 min a 4°C. Les surnageantslgophilisés et stockés a -80°C.

Séparation des métabolites intracellulaires

Les échantillons sont repris dans 400 ul d’acidenigue 1%, puis placés dans des flacons et
mis dans le rail de l'injecteur automatique thenaigsa 4°C de la chaine chromatographique.
Les composés sont séparés par chromatographiease fijuide. La séparation est réalisée
avec une colonne de type HS-F5 (2,1 x 250mm, 5av@d un systéme d'élution impliquant
I'utilisation d’'un gradient eau (A) / acétonitrimntenant 0,1% d’acide formique (B) passé a
200 pl/min : 0-3 min: 0% B ; 3-20 min: augmentatioréaire de 0-100% de B ; 20-25 min:
100% de B ; 25-45 min: 0% de B.

Détection des métabolites intracellulaires

Le principe de fonctionnement d'un spectrometrendsse est basé sur la séparation des ions
en fonction de leur rapport masse sur charge (rofz)spectrometre de masse comporte une
source, qui permet d'ioniser les analytes, qui sarduite séparés dans un ou plusieurs

analyseurs selon leurs rapports m/z.
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L’ionisation électrospray : cette technique, développée par J.B. Fenn auuridiés années

1980 82, est utilisée en spectrométrie de massegpoduire des ions a partir de composés en
solution. L’électrospray est produit par applicate pression atmosphérique d’'un fort champ
électrique sur un liquide traversant un tube caipdl avec un faible débit. Le champ
électriqgue est obtenu par application d’'une diffiéee de potentiel de 3 a 6 kV entre ce
capillaire et la contre-électrode. Il provoque tamulation de charges a la surface du liquide,
situé a I'extrémité du capillaire, qui va se rompaur former des gouttelettes fortement
chargées. L'évaporation du solvant contenu dangaefielettes va provoquer la réduction de
leur taille jusqu’au moment ou les forces coulomhis vont approcher le niveau des forces
de cohésions de celles-ci et provoquer leur expioghlors une véritable cascade de fissions
donne des gouttelettes de plus en plus petitequ’uis moment ou le champ électrique en
leurs surfaces devient suffisant pour provoquetésorption des ions. Ceux-ci sont accélérés
vers l'analyseur alors que les molécules non cleargént éliminées Les ions ainsi produits
sont notamment des ions protonés (en mode positiffiéprotonés (en mode négatif) qui

permettent d'accéder a la masse moléculaire duasériptact.

N,
Contre électrode Echantillonneur
(aq 10 V) l

Céne de
Taylor  Bourgeonnement

des gouttelettes
OOO
Echantlllon O

en solutlon

+4000V ‘
S Vide poussé

l (10 mbar)

oy, :
+ 0 N, pompage

Evaporation

du solvant @
Fission des

gouttes a la [M+n H]n+

limite de Rayleigh

Pression atmosphérique

Formation d’ions désolvatés par
répétition des 2 processus
précédents

Schéma d'une source électrospray

Les analyseurs de type Orbitrap: ce sont des analyseurs a haute, voire ultra-haute

résolution qui permettent d'accéder aux mesuresadses précises avec des erreurs de l'ordre
de la partie pour million (ppm). L'Orbitrap est ctitué de deux électrodes: la premiére est
centrale et possede la forme d'un fuseau, la dewiest extérieure et posséde la forme d’'un
tonneau coupé en deux parties égales séparéea papace étroit. Des tensions continues et

un champ quadripolaire sont appliqués aux électrodes ions sont injectés tangentiellement
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par l'interstice séparant les deux moitiés de telade externe. Les ions sont injectés a une
énergie cinétique de quelques keV et se mettersicilar suivant des spirales entremélées
autour de I'électrode centrale sous I'effet desitmms continues et de la géométrie du piege.
Le vide y est poussé (10-10 torr). A chaque pasdagant les ions générent un courant induit

sur lequel sera appliqué une transformée de Faafirede convertir le signal en m/z.

Schéma d'un piége électrostatique ou « orbitrappréls la description de A. Makarov

L’Orbitrap posséde une vitesse de balayage trddeag® qui lui permet d’accéder a l'ultra
haute résolution sans utilisation de champ magmnétidclle a été couplée par la société
ThermoFisher scientifics avec un piege linéaire rpfmrmer un spectrométre de masse
hybride, le LTQ Orbitrap™. Cet hybride permet airte réaliser des expériences de
fragmentation de type MSles ions produits étant analysés avec la ménudutémn que celle

de l'ion parent.

Identification des métabolites.

L’empreinte métabolique est ensuite traitée padolgiciel XCMS qui détecte les pics
automatiquement et les aligne d'un chromatogrambaetae dans les domaines des masses et
des temps de rétention. Puis, les temps de réteetites masses exactes sont comparés a la
base de données spectrale du laboratoire et aes dasdonnées publiques (KEGG, HMDB
et METLIN).
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Fiche n°7 : analyse des composés volatils

Principe

L’analyse des composés volatils repose essentieliersur 3 étapes : I'extraction des
composes par la technique de I'espace de téte dgnar(Purge and Trap), la séparation par
chromatographie en phase gazeuse (GC) et I'ideatiifin des molécules par spectrométrie de

masse (MS).

Dispositif instrumental

Les composeés volatils sont analysés par extracymamique de I'espace de téte (Purge and
Trap HP 3547A, Agilent Technologies) comprenanpigge absorbant (Tenax, 60 a 80 mesh,
0.25 g, 30 x 0.32 cm) couplé & un module de crywentration. Ce module est couplé a un
chromatogramme en phase gazeuse (GC G1530A, Agilechnologies) assurant la
séparation du mélange de composés extraits, luien&mipé d’'un spectromeétre de masse
(MSD 5973; Agilent Technologies) pour la détectqrantification.

Méthode

Extraction des composés volatils et séparatiorcdegosés

Cette analyse a été conduite sur des échantilksus ide cultures en milieu chimiquement
défini. Les échantillons stockés a -80 °C apresepeinent, sont décongelés a 4 °C. Cinq
millilitres de culture non filtrée sont préchauff@ min) puis maintenus a 60°C et subissent
une extraction pendant 15 min sous un flux d’héliultna pur (qualité GC - débit de 15
ml.min™). Les composés volatils extraits sont retenu®etentrés par absorption sur le piége
(Tenax) maintenu a 40°C. La vapeur d’eau extrsteensuite éliminée par un balayage du
piege par de I'hélium sec (3 min — dry purge). liggp est alors chauffé a 225°C pendant 2
min pour désorber les composés volatils, qui samtcttment transférés (via une ligne de
transfert maintenue a 150°C) en téte de colonnglaiag et reconcentrés par le froid (cryo-
concentration a -150°C). Les composés reconcesrisalors injectés par chauffage (180°C)
et balayage a I'hélium du piége de cryo-concemnasur une colonne capillaire apolaire (HP-
5MS, 30.0 m x 0.25 mm, 0.25um épaisseur de filngtteCcolonne est balayée par de
I'hélium & un débit constant (1.2mL.mip L'injection se fait en mode split/splitless
(fermeture de la fuite pendant 1 min — débit de R#4nm). Afin d’optimiser la séparation des
composés du mélange complexe, un programme de en@amétempérature de four du

chromatogramme est appliqué : maintien de la teatp initiale (5°C) du four pendant 8
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min ; augmentation de 5°C & 20°C & un gradient°@nmin?, suivi d'un deuxiéme gradient
de 10°C.mift de 20 & 150°C. La température du four est aloisteraue & 150°C pendant 10
min.

Identification des composés

Le principe de fonctionnement du spectrometre desm@MS) est basé sur la séparation des
ions en fonction du rapport de la masse a la chdedeurs ions (m/z). Le MS est constitué de
plusieurs parties (sources, analyseurs et dét@¢gietmettant de réaliser les étapes suivantes :
L'ionisation. Les molécules séparées sont dirigées vers umalebad’ionisation ou un flux

d’électrons de forte énergie les fragmente en ibasnolécule est ionisée suivant la réaction :

+

M+e—o2e+M.Lion mono-chargé obtenu, appelé ion moléculaigrespond au poids
moléculaire du composé. En raison de la forte émedg faisceau électronique, cet ion se
décompose ensuite selon la structure, en une déies dont la proportion et la nature sont
caractéristiques de la molécule étudiée.

L’accélération Dans la source, une différence de potentiel dsiglirs milliers de volts est
appliguée entre deux plagues se trouvant en aneoldrthlyseur. La vitesse acquise par I'ion
est fonction de sa masse, sa charge et de la tedisiccélération.

La séparationLes ions sont ensuite séparés suivant le rapptrta I'aide d’'un analyseur
quadrupole soumis a une tension qui affecte ladtajre des ions qui circulent au centre. Les
ions stables arrivent au détecteur. En faisanevde potentiel, il est possible d’obtenir un
spectre de masse.

La détection L'ion sortant de I'analyseur pénétre dans un pmuitiplicateur d’électron.
C’est une plaque métallique qui émet des électsensndaires lors d’'un choc avec des ions.
Ces électrons sont multiplies et permettent I'étabon d’'un signal électrique d’intensité
proportionnelle a la quantité d’ions recus. L'enbandes signaux émis par les ions permet
d’obtenir un spectre de masse caractéristique adwlacule.

Identification. Les composés sont finalement identifiés par comipan de leur spectre de
masse avec ceux de la base de données spectrd@¥8i (Agilent Technologies). Les
temps de rétention sont aussi notés. La quanidicate réalise en utilisant les composeés du
commerce (pureté GC) lorsqu’ils sont disponibleertréalisant une courbe d’étalonnage
(surface pic TIC-Total lon Chromatogram / concetidres en pg/kg ou mg/kg). Si le composé
n'est pas disponible, une quantification relativeéguivalent d’'un composé proche (méme
famille chimique) peut étre utilisée. Cela seracim® dans les résultats. Chaque dosage est
réalisé en triple (3 échantillons biologiques inglggiants) et les résultats sont exprimés par la

moyenne + écart type.
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Fiche n°8 : mesure de I'HS

Principe
L'H ,S va étre piégé dans un agar spécial, puis réaglérpréactif d’aniline. L’absorbance du
mélange réactionnel a 670nm est proportionnelequantité d’HS produit.

Agar piege Quantification de 'H,S produit
A

e T e Retournement
A N = e
5\ s citu Aniling + FeCl, + H,! BM
a) [Cei—=F5 W@ Y b) (s RS G

\

Milieu de culture enrichi en L-cystéine

Méthode

Préparation du flacon piége

Nous utilisons des flacons de culture cellulaire 5denl (Greiner Bio-one). L'agar piége
(volume final 125ml) est composé de 100ml d’agar (84toclavé a 120°C 20min), de 20ml
d’acétate de zinc 1% et de 5ml de NaOH 12%. Lorsguempérature de I'agar piége atteint

45°C mettre 5ml par flacon, et le faire prendré@.4

Précultures et cultures

Les précultures sont effectuées en MCD pendanta225°C sous une agitation de 150rpm.
Les cultures sont réalisées dans 5ml de MCD, ansereencement de 5%¢ellules par ml,
dans les flacons (agar piege vers le haut), perdiBimures a 25°C sous une agitation de

90rpm.

Révélation de I'HS

On récupere préalablement le milieu de culture @di@ctuer un suivi de croissance. 2ml de
réactif d’aniline (pour 125ml final : 56,8ml HCI 3¥ + 68,2ml HO + 1g 4-amino-N,N-
dimethylaniline) sont déposés sur I'agar piége.flaeon est incubé 10min, puis 400ul de
Chlorure de Fer (250ml final : 24,8ml HCI 37% + 2281 H,0O + 7,462g FeG) sont ajoutés.

Le flacon est a nouveau incubé, pendant 20min.

Mesure de I'HS

Les réactions sont diluées dans de I'eau ati"i/B'absorbance & 670nm est ensuite mesurée.
L’absorbance zéro est faite a partir d’'un flacoardycontenu du milieu non ensemencé. La

quantification se fait a partir d’'une gamme réaiagec du Nz5.
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ABSTRACT

Sulphur metabolism, which has a central role in ¢b#, is also important during the
manufacturing of smear ripened cheeses. The chessgystem degrades sulphur amino
acids, producing volatile sulphur compounds (VSiad)spensable for the flavour of these

products.

We studied sulphur metabolism in two cheese-riggnimicroorganisms, the
hemiascomycetous yeasthiyveromyces lactiandYarrowia lipolytica Thein silico analysis
of the phylum of hemiascomycetes gave us for thst fime an evolutionary vision of this
metabolism. We found fundamental differences atlélrel of cysteine synthesis, but also at
the level of the enzymes involved in the producttdé’VSCs. This analysis constitutes a solid

basis for the study of sulphur metabolism.

Thus, we combined several exploratory approachasd¢riptome, metabolome, VSCs
measurement) to have a global vision of this méistinoin K. lactisandY. lipolytica Major
differences are observed in particular at the levelcysteine and taurine biosynthesis
pathways. VSCs production seems to be connectéldetcsurexpression of species-specific

transaminases combined with the accumulation cddetlular methionine.

Cheese ripening being dependent on a whole ecosyste also studied the interaction
between two cheese-ripening microorganisiisiactis andBrevibacterium aurantiacuprby
a transcriptomic approach comparing the genes ssime of a co-culture to that of the pure
cultures. We observed profound metabolic modifaragi especially with respect to carbon

and biotin metabolisms.

Keywords: Kluyveromyces lactjsrarrowialipolytica, Sulphur Metabolism, Transcriptome,
Metabolome, Volatile Sulphur Compounds (VSCs), Y<ecteria Interaction,

Brevibacteriumaurantiacum Cheese, Microbial Ecology, Microbiology.



RESUME

Le métabolisme du soufre, qui occupe une placeralenau sein de la cellule, est aussi
important lors de la fabrication des fromages & pablle a crolte lavée. L'écosysteme
fromager assimile les acides aminés soufrés et giesi produire des composés soufrés

volatils (CSVs) indispensables a la flaveur depresluits.

Nous avons étudié le métabolisme du soufre chex decro-organismes d’affinage, les
levures hémiascomycet&tuyveromyces lactist Yarrowia lipolytica L’analysein silico du
phylum des hémiascomycetes nous a donné pour taignes fois une vision évolutive de ce
métabolisme. Nous avons relevé des différencesafoedtales au niveau de la synthése de la
cystéine mais aussi au niveau des enzymes impbqgdées la production de CSVs. Cette

analyse constitue une base solide pour I'étude éhalmolisme du soufre.

Nous avons combiné plusieurs approches exploratofpeinscriptome, métabolome,
dosage des CSVs) afin d’avoir une vision globalecdemétabolisme cheK. lactis et
Y.lipolytica Les différences observées se situent notammenivaau des voies de synthese
de la cystéine et de la taurine. La production &/€ semble liée a la surexpression de
transaminases spécifiques a chaque espece comhinkgccumulation de meéthionine

intracellulaire.

L’affinage du fromage dépendant de tout un écosystenous avons également étudié
I'interaction entre deux micro-organismes d’'affieal. lactis et Brevibacterium aurantiacum
via une approche transcriptomique, en compararpiéssion d’'une co-culture a celle des
cultures pures. Nous avons observé de profondesificatibns métaboliques touchant

notamment le métabolisme du carbone et celui detme.

Mots clefs : Kluyveromyces lactjs Yarrowia lipolyticg Métabolisme du Soufre,
Transcriptome, Métabolome, Composés Soufrés VelfliSVs), Interaction levure-bactérie,

Brevibacterium aurantiacupfFromage, Ecologie Microbienne, Microbiologie.



