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Résumé :

La méthylation du mercure inorganigue [Hgill)) par divers microorganismes possédant le groupe de génes HgclB est
une étape clé dans la production et la bioaccumulation du méthylmercure neurotoxique (MeHg). Bien que nous
sachions aujourd’hui que la méthylaton du Hglll) est effectuée par des protéines HgcdB situées au niveau
oytoplasmique, notre compréhension des voies et des facteurs qui contrdlent I'absorption du Hg(ll) par ces organismes
n'est pas claire. La méthylation microbienne se produit principalement dans des environnements anoxiques, o la
spéciation du Hg devrait étre régulée par des ligands contenant des thiols ou les sulfures. Cependant, notre
compréhension du mécanisme par lequel ces ligands affectent |a spéciation et la biodizponibilité du Hg reste limitée.
Dans ce contexte, cette £tude fait appel 3 différentes approches de chimie analytique et d'imagerie microscopique, pour
étudier la spéciation et les transformations biomaoléculaires du Heg au niveau cellulaire chez la bactérie sulfato-réductrice
modéle Pseudodesulfovibrio hydrargyri BerOcl qui méthyle le mercure. Un accent particulier a ét& mis sur |'étude des
interactions des espéces de Hg avec les ligands soufrés tels que les thiols et les sulfures. A cette fin, le développement de
méthodes analybiques hautement sélectives et sensibles était essentiel pour détecter les diverses molécules contenant
du soufre et les complexes de Hg 3 des concentrations pertinentes pour les systémes de culture avec des bactéries
méthylantes. Deux techniques basées sur la spectroscopie de fluorescence ont été¢ développées pour quantifier les
sulfures et les concentrations totales de thiols. Des approches de spéciation chimigques plus avancées basées sur la LC-
M5/MS ont &té ensuite développées pour la caractérisation moléculaire de composés thiols libres et de complexes
MeHg-thiol. Par la suite. une étude des transformations du Hg utilisant des espéces de mercure enrichies
isotopiquement a &té réalisée pour étudier le réle de la spéciation moléculaire du mercure dans la méthylation et
déméthylation chez BerQcl. Les expériences ont &té réalisées avec et sans |'ajout de lipands soufrés (cysteine et
sulfures). Le taux de méthylation (Kmeth) le plus éevé a été obtenu dans des conditions sans ajout de ligands, tandis
gue |'ajout de cysteine ou sulfures a entrainé une diminution de Kmeth. Dans les conditions sans ajout de ligands
soufrés, des modéles de spéciation affinés ont &té générés en prenant en compte les thiols produits par BerQcl. Ces
modéles ont mis en évidence que le Hg(ll) formait des complexes avec une liaison mixte impliguant des thiols
biosynthétisés, des ions OH- et des ions Cl-. Mos résultats suggérent que ces complexes augmentent le taux de formation
de MeHg par rapport aux espéces Hg{Cys)2 ou Hgs(s) plus stables. En revanche, I'ajout de cystéine ou de sulfures
maodifiait la spéciation chimique du MeHg, sans impact sur les taux de déméthylation. Enfin, nous avons utilisé une
combinaison de technigues d'imagerie a I'échelle cellulaire afin de localiser le mercure et de préciser sa relation avec le
soufre sachant que des particules nanométriques de Hgs avaient &€ observées au niveau extracellulaire auparavant.
Cette &tude visait en particulier 3 préciser si le soufre provenait de composés soufrés initialement présents dans la
cellule ou d'une dégradation de la source de soufre du milieu (sulfate ou cystéine). Pour cela, la bactérie a &té pré-
cultivée avec 345 ou 325, le rapport 325/345 a &é mesuré sur les images isotopiques obtenues par ManoSIMMS. Les
images ManoSIMS ont &té ensuite corrélées aux images obtenues TEM couplée a l'analyse ¥-EDS. Finalement, I'ensemble
de ces travaux a contribué 3 '8tude de la spéciation et des fransformations de Hg, permettant de progresser dans la
compréhension de la méthylation du Hg chez les microorganismes, cruciale pour la mesure des risques liés au mercure

dans I'environnement.



