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Résumeé

Le chlorométhane est un composé organique volatigjoritairement d'origine naturelle.

Il est notamment produit par les plantes, les ageé les champignons, les marais salants

ou par combustion de biomasse. C’est I'halocardenglus abondant de I'atmosphére, responsable
a lui seul de plus de 15% de la dégradation deotiezstratosphérique causée par les composés
halogénés. L'inventaire des sources et des puiththrométhane dans I'estimation du budget global

du chlorométhane est encore incertain, et souswespiotentiellement I'importance des émissions

végétales de ce composé et sa dégradation paidesonganismes.

L'objectif de ce projet de thése a été de dévelogpecompréhension des bases moléculaires
de la dégradation bactérienne du chlorométhane ulaperspective de valorisation des ressources
génétiques de I'environnement et de I'utilisatiom ks connaissances pour la dépollution de sites
contaminés. C’est dans la bactérie méthylotrophraiméthane-dégradant®ethylobacterium
extorquensCM4 gu’avaient été précédemment identifiés les gérau de dégradation aérobie
du chlorométhane, la caractérisation vitro de lactivité de déchloration correspondante
par les protéines CmuA et CmuB, ainsi que la vaigespondante d'utilisation du chlorométhane
pour la croissance bactérienne. Dans le contexia deuche CM4, dont le génome a été séquence
au cours de ce travail, une approche combinant rg€pe comparative et fonctionnelle

a eté développée pour une étude approfondie deptation de bactéries méthylotrophes du genre
Methylobacteriun& la croissance sur chlorométhane comme seuleesdercarbone et d’énergie.

L’'analyse du génome de la souche CM4 et la compamaavec d’'autres souchd& extorquens

a révelé l'existence chez CM4 d'un plasmide spgedi de 380 kb, porteur des génes connus
pour leur implication dans ['utilisation du chloréthane, de paralogues de génes de biosynthése
et de transport de la cobalamine, ou liés au mésabe du tétrahydrofolate, cofacteurs
tous deux essentiels a I'utilisation microbiennectilorométhane par la vommu Il reste a évaluer

si ce plasmide est capable de conférer seul aactérie la capacité de croitre sur le chlorométhane

L'analyse différentielle du prottome de la souch#4C cultivée sur le chlorométhane ou
sur le méthanol a permis de confirmer la voie daation précédemment proposée, et d’identifier de
nouvelles protéines vraisemblablement associéesétabolisme du chlorométhane par cette souche,
dont les génes ont d’ailleurs pour partie été tets associés aux germauchez d’'autres bactéries
chlorométhane-dégradantes. En revanche, I'expreshiogénecmuCG essentiel pour la croissance
avec le chlorométhane chez CM4 mais de fonctioorninae, n'a pas été détectée au niveau protéique.

Un autre volet de ce travail a consisté en I'étagela diversité des bactéries chlorométhane-
dégradantes associées a la phyllosphére. Troishesuont été isolées a partir de cultures
d’enrichissement réalisées a partir de feuilleésrabidopsis thalianaune plante-modele connue pour
émettre du chlorométhane, et représentent & noimeagssance les premiéres souches chlorométhane-
dégradantes obtenues de la phyllosphére. Le peteetidégradation du chlorométhane de ces souches
a été évalué par des mesures de I'activité de dextidn du chlorométhane. Par une approche de PCR
et de séquencage, l'organisation des géwesu des bactéries chlorométhane-dégradantes
nouvellement isolées dans ce travail ainsi queesetiécrites précédemment ont été comparées,
confirmant I'organisation unique a ce jour des gameudu plasmide pIMCHL de la souche CM4.

Les résultats obtenus dans ce travail servirontbdge aux études de génomique comparative
et fonctionnelle a venir sur [lutilisation du chionéthane chez la souche de référence
Methylobacterium extorquen8M4 et chez d’autres bactéries utilisant le chiwgthane pour leur
croissance.

Mots clés :Bactéries méthylotrophes, chlorométhane, génonfiousionnelle, génesmy
cobalamine, phyllosphére



Abstract

Chloromethane is a volatile organic compound, myairilnatural origin - plants, algae, wood-rotting

fungi, salt marshes and burning biomass all prodol®romethane. It is the most abundant
halocarbon in the atmosphere, and accounts fozaat 115% of chlorine-catalysed ozone depletion.
At present, it is difficult to evaluate the globahloromethane budget, as the inventory
of chloromethane sources and sinks suffers fronr pstimates of plant emissions and microbial
degradation for this compound.

The aim of this PhD thesis was to better understhadnolecular basis of chloromethane microbial
degradation and contribute to develop the use of microbial geneesources of interest
from the environment in the perspective of the dmoediation of contaminated environments.
The cmu (chloromethane tilisation) genes for aerobic degradation of chioethane were previously
identified and characterised Methylobacterium extorquer@M4, the corresponding dehalogenation
activity was characterisdd vitro using purified CmuA and CmuB proteins, and a mdtalpathway

for the use of chloromethane for growth was defirladthis study, the genome sequence of strain
CM4 was obtained and analysed, and chloromethailsatibon by methylotrophic bacteria
of the genudMethylobacteriunwas further investigated using comparative gensraied functional
genomic approaches.

Comparative analysis of the genome of differémt extorquensstrains revealed the presence
of a unique 380 kb plasmid plMCHL in strain CM4 ulhi harbours the known genes
for chloromethane utilization, as well as both @pland duplicated genes involved in the biosynshesi
transport, and metabolism of cobalamin and tetradfpthte, the two essential cofactors
for chloromethane utilization by themu pathway. Whether the pAMCHL plasmid alone may confe
the ability to grow with chloromethane remains &itivestigated.

The proteomes from chloromethane- and methanoldgrowtures further confirmed the proposed
cmupathway for chloromethane utilisation. Some of3Beproteins more abundant in chloromethane-
grown cells were encoded by genes associated wiéhcmu gene cluster found in other
chloromethane-degrading bacteria. However, exmessit the protein level otmuGC a gene
of unknown function essential for growth of str&@im4 with chloromethane, was not detected.

In addition, the diversity of chloromethane-degnadibacteria associated with the phyllosphere
was investigated by a cultural approach. Leaves Adchbidospis thaliana,known to emit
chloromethane, were used as inocula to obtaindiqultures growing with chloromethane as the sole
carbon and energy source. Thi#gphomicrobiunstrains, possibly the first chloromethane-degrgdin
strains isolated from the phyllosphere, were oleigirand their specific activity for chloromethane
dehalogenation was determined. Using newly desigt@@& primers, themugenes of these isolates
were sequenced, and their organisation was comparttht of previously reported chloromethane-
degrading strains. Themugene clusters of the new isolates differ from floand on the pIMCHL
plasmid of strain CM4.

The results obtained in this work will serve as thasis for future studies of comparative
and functional genomics of chloromethane utiligatioboth in the reference strain
Methylobacterium extorquenGM4 and in other aerobic bacteria capable of usihpromethane
as the sole carbon and energy source for growth.

Keywords: Methylotrophic bacteria, chloromethane, functioganomics,cmu genes, cobalamin,
phyllosphere.
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Introduction

J'ai choisi, pour la restitution du travail effeéfude structurer le manuscrit de these
en quatre chapitres.

Le chapitre | présentera un exposé bibliographigdes connaissances actuelles
sur l'utilisation du chlorométhane par les bacterigans le contexte du métabolisme
méthylotrophe en conditions aérobies, en mettasmtcEnt sur I'état des connaissances
sur la bactérié. chloromethanicun€M4 au départ de la thése. En raison de leur itapoe
pour le projet, ce chapitre abordera également,upar présentation relativement détaillée,
les voies de biosynthése de cofacteurs essentmls [utilisation du chlorométhane
que sont la cobalamine et le tétrahydrofolate.

Le chapitre Il présentera ensuite les résultatserist par I'exploration du génome
de la souche CM4, dont l'assemblage a été terminél@l (Joint Genome Institute)
en décembre 2008. Cette partie comporte une analgseentités constituant le génome
de CM4, avec une attention toute particuliere dearrégions du génome portant les genes
de la voie d'utilisation du chlorométhane précédemmidentifiées. Les régions genomiques
de la souche CM4 présentant une synténie avecuiessasouches séquencées du genre
Methylobacterium(« core genome »), de méme que les régions untugenome de CM4,
ont été définies et analysées. Ce chapitre abgaem@ent de maniére plus détaillée les génes
impliqués dans la biosynthése de la cobalamine é&tdahydrofolate.

Le chapitre lll, rédigé sous forme de manuscritoansettre pour publication, a été écrit
en anglais. Il décrit I'isolement et la caractéima de bactéries chlorométhane-dégradantes
a partir de feuilles drabidopsis thaliana Ce travail s’articule en deux volets.
L’approche culturale a permis [lisolement, la déteration du taux de croissance
et de l'activité de déchloration de souches chl@thmne-dégradantes isolées au laboratoire.

L’approche moléculaire par PCR, quant a elle, anpgeida caractérisation de ces souches

17



du point de vue taxonomique, mais aussi le dévelogmt dune stratégie
pour la caractérisation de la séquence des genas d'utilisation du chlorométhane.
Ensuite, 'agencement des gémesudans le génome des souches chlorométhane-dégradant
a eté comparé.

Le chapitre 1V, lui aussi rédigé sous forme de nsariten anglais en vue d’'une soumission
pour publication dans une revue scientifique d’ande internationale, présente I'étude
de la réponse au chlorométhane de la souche CM4 I'ppproche protéomique.
Cette étude comporte deux volets : I'étude de p@mse au chlorométhane dans le contexte
de la souche sauvage, et d’'un mutant dérivé de settiche muté pour le gécenuG

de fonction inconnue mais essentiel pour l'utiigat du chlorométhane chez CMA4.
Les analyses différentielles 2D-PAGE et 2D-DIGE oporté sur la comparaison
des protéomes de la souche sauvage obtenus enti@esmdd utilisation de méthanol
ou de chlorométhane, et des analyses différergieB®-DIGE pour la comparaison
des protéomes de la souche sauvage et du numarten présence des deux substrats.

Enfin, les conclusions tirées de ce travail, aimpie les perspectives envisagées
pour la poursuite des recherches sur la thématigua these, sont brievement présentées

au chapitre V.
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Chapitre |

Synthese bibliographique
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Chapitre |
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Chapitre |

Les composés organohalogénés sont des polluansurmajles sols et des nappes deau
souterraines, détectés dans une grande partigtdegépertoriés en France par le Ministére
de I'Ecologie et du Développement durable (httptd.ecologie.gouv.fr). Leur toxicité tient
a leur faible degradation dans I'environnement, a&ffets néfastes de leurs propriétés
lipophiles pour lintégrité cellulaire, conduisaggalement souvent a leur accumulation
dans la chaine trophique, ou encore a leurs effietiagenes, ou a ceux de leurs produits
de transformation s’ils sont métabolisés. Paradapgearent : de tres nombreux composeés
organohalogénés sont produits de maniere natuseite notre planete (Gribble, 2003).
De ce fait méme, I'existence de ces composés désrigines de la vie a vraisemblablement
guidé I'évolution de nombreux catalyseurs enzymaiy le plus souvent dans le monde
microbien, qui permettent leur dégradation et alhdilisation de ces composés comme
sources de carbone pour la croissance. On a aingspimer que si de telles réactions
de biodégradation des composés organohalogénésaieniav pas été développées,
notre planéte serait aujourd’hui recouverte d’uneuctie de plusieurs millimétres
de ces composés (Vetter et Gribble, 2007). A l'xdustrielle toutefois, ces composés
se sont disséminés dans l'environnement de mardéceue. lls atteignent aujourd’hui
des niveaux de concentration élevés, jusqu’aladiia dans la biosphére (Montzka et Fraser,
2003). Ces composeés, souvent toxiques, conféreavantage sélectif aux microorganismes
qui leur sont résistants, et plus particuliéren@qeogux qui sont capables de les utiliser comme
substrats de croissance. Ce phénomeéne a conduiséldction et a la dissémination rapides
des genes de résistance et de dégradation de oésnpoganohalogénés dans le monde

microbien.
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Chapitre |

1.1. Les méthanes chlorés

Le chlorométhane fait partie de la famille des hadthanes, composés organiques contenant
un seul atome de carbone substitué par I'hydrogéndes atomes d’éléments halogenes
(brome, fluor, chlore ou iode) en nombre variabes méthanes halogénés ont recu
une attention particuliere du fait de leur implioat dans la destruction de l'ozone
stratosphérique (Harper, 2000). Le chlorométhands;QD, le dichlorométhane (CiEly),

le chloroforme (CHG) et le tétrachlorure de carbone (GQCEn particulier, ont été utilisés
de maniere intensive dans l'industrie chimique [@ab 1.1). Les trois derniers, liquides
a température ambiante et pression atmosphériquejes propriétés intéressantes comme
solvants et pour le dégraissage des métaux damsdesssus industriels. Le chlorométhane,
en revanche, est trés réactif, et sous forme deegaonditions standards. A ce titre il a été
principalement employé comme intermédiaire de ®sd#hdans les réactions de méthylation,

et aussi dans la production de silicone (ATSDR8)99

Tableau I.1Les méthanes halogénés dans la troposphéere

Troposphére Flux (Gg di
(c;)?)?\f) D(Zr:ri]'giee; Industrie Naturel
CHsCI 550+ 30° 1,3 10° 19007
CH,Cl, 25+ 51 0,38 530° 160°
CHCl; 15+ 5°¢ 0,41 60° 595"
CCl, 95+ 5 26 46° ~0 ¢

#Montzka et Fraser, 2003

® McCulloch, 2003

© O’Dohertyet al, 2001

4 Schauffleret al, 2003

¢ Kurylo et Rodriguez, 1999
" Prinnet al, 2000

Y UNEP, 1998
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1.2. Le chlorométhane dans l'environnement

Le chlorométhane joue un réle important dans laledgpn de la concentration de I'ozone
stratosphérique et dans le réchauffement globdi&fgcet al, 2007). Dans la stratosphere,
le chlorométhane est dégradé a parts égales patodsnciation et par réaction
avec les radicaux hydroxyles (Robbins, 1976), et tadicaux chlorés qui résultent
de ces réactions peuvent alors réagir avec l'oz@fealii et Rasmussen, 1999).
Ainsi, le chlorométhane représente plus de 15%adkestruction de I'ozone par les composeés
chlorés (Montzka et Fraser, 2003). Son potentietéddauffement global (global warming
potential;, GWP) est 17 a 25 fois supérieur a celui CQ pour une méme masse
(Grossmaret al, 1994; Schafeet al, 2007).

Le chlorométhane est classé dans le groupe D (namcécogéne pour I'homme)
par I'Environmental Protection Agency (1997), dedffete chroniques éventuels
ou des effets sur le systeme reproducteur n'ayastégpé démontrés. Toutefois, l'inhalation
de chlorométhane en grandes quantités peut entrdéseperturbations du systéme nerveux
central, des atteintes au niveau du foie, des etids coeur (ATSDR, 1998).

Le chlorométhane est émis vers I'atmosphére perstaptoduction ou lors de l'incinération
de déchets industriels ou municipaux. Toutefoisnégeure partie du chlorométhane présente
dans I'atmosphére est d’origine naturelle (Tabledu La concentration du chlorométhane
dans la troposphére, évaluée & 550+30 pptv (pap@sl1G%/vol, Tableau 1.1), en fait
le plus abondant des composés halogénés volatitesdtmosphére. Toutefois, plus de 90%
du chlorométhane émis dans l'environnement estigoier naturelle (Tableau 1.2).
Les différentes sources identifiées comprennenpliastes supérieures (Yokoudtial, 2002;
Saito and Yokouchi, 2006; Yokoucéi al, 2007; Gebhardtt al, 2008), les prairies (Rhew et
Abel, 2007; Tehet al, 2008), les marais salants (Rhetval, 2000; Rhewet al, 2002),

les tourbiéres (Dimmeet al, 2001), la dégradation du bois par les champigr{gvatling et
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Harper, 1998; Saxeret al, 1998), les feuilles en décomposition (MyneniQ20Hamiltonet

al., 2003; Keppleket al, 2004), les feux de forét (Lobeat al, 1999) et les océans (Moage

al., 1996; Scarratt et Moore, 1998; Khalil et Rasrens4999).

Tableau 1.2. Estimations des sources et puits du chlorométhartans I'atmosphére®

Meilleure estimation

Valeurs basses et

Nature des sources et des puits (Gg ar) hautes (Gg ah
Sources
Feux de foréts 911 655 a 1125
Plantes tropicales 910 820 & 8200
Océans 600 325 a 1300
Champignons 160 43 a 470
Marais salants 170 65 a 440
Zones humides 40 6a270
Rizieres 5 -
Combustion de matiéres organiques fossiles 105 2(ba
Incinération 45 15a75
Industrie 10 -
Sous total des sources 2956 1934 a 12085
Puits
Réaction avec les OH de la troposphére - 3180 0 2383970
Perte dans la stratosphere - 200 -100 a - 300
Réaction avec les G la surface des océans - 370 - 180 a - 550
Dégradation microbienne dans le sol - 180 - 100600
Perte dans les océans polaires -75 -37a-113
Sous total des puits - 4005 - 2797 a - 6533
- 1049 - 4599 a + 9288

BILAN sources et puits

# Tableau adapté de Montzka et Fraser, 2003
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Au total, la meilleure estimation des émissions adorométhane vers I'atmosphére
par des sources naturelles est de 2,8 Tg par anpuils majeur de chlorométhane
dans la troposphere correspond a la réaction a&addicaux hydroxyles (Tableau I.2).
Cette consommation de chlorométhane, estimée aroen\8,2 Tg par an, représente
pres de 80% des puits totaux (Koppmaatnal, 1993). La contribution de la dégradation
bactérienne, chiffrée aujourd’hui a moins de 0,2pEg an, ne prend a ce jour en compte
que les bactéries cultivables du sol (Montzka easér, 2003). Elle est de ce fait
probablement trés sous-estimée.

De fait, les valeurs d'émission et de consommatien chlorométhane, tres variables
selon les études, souffrent le plus souvent d'iitceles importantes. Ainsi, les sources
varient de 1,9 a 12 Tg par an, et les puits dea2@5 Tg par an (Tableau 1.2). La différence
observée entre les meilleures estimations de seweteale puits pourrait ainsi s'expliquer
par la sous-estimation des émissions naturellesjoEmment des zones de végétations
tropicales. Dans le contexte du présent travafiaut noter tout particulierement que selon
les études les plus récentes, les émissions deooidthane par les plantes représenteraient
de 30 a 50% des émissions globales (Saito et YdkowO08; Saitoet al, 2008).
En particulier, certaines fougeres et plantes halep des foréts tropicales ont été identifiées
comme des sources tres significatives de chloraanéthavec un taux de production de 1 ug

par g de poids sec et par heure (Yokowttdl, 2007).

1.3. La méthylotrophie

La méthylotrophie est définie comme la capacité nd’arganisme vivant a utiliser
des composés monocarbonés réduits, sans liaisboneacarbone, comme seule et unique
source de carbone et d’énergie pour sa croiss&etée définition s’applique a I'ensemble

des organismes utilisant le méthane, le méthamolformaldéhyde, les méthylamines,
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les méthanes halogénés ainsi que certains sulfinédisylés et couvre les trois domaines du
Vivant : Eucaryotes, Bactéries et Archées (Anth@882). Toutefois, seuls les procaryotes,
et les bactéries en particulier, seront traités des sections suivantes.

Il existe deux groupes distincts de procaryoteshgiétrophes : ceux pouvant utiliser
le méthane, désignés méthanotrophes, utilisentgan@me restreinte de substrats carbonés
(le méthane, voire le méthanol) ; et ceux capablasliser d’autres composés méthylés
a l'exception du méthane, parfois désignés par demé de méthylotrophes non
méthanotrophes, et pouvant également utiliser destits multicarbonés (De Marco, 2004).
Les bactéries méthylotrophes sont retrouvées deeneanbiquitaire dans I'environnement :
elles sont présentes dans le sol, les eaux dolegssédiments des lacs, les océans,
les surfaces des feuilles et nodules de plantegjrines de riz, l'air, et aussi I'environnement
hospitalier par exemple (Omer al,, 2004; Kniefet al, 2008; Madhaiyaet al,, 2009).

Les bactéries méthylotrophes, et plus particuliemncelles du genr&ethylobacterium
sont connues pour entretenir des relations étraites les végétaux. Les plantes sont connues
pour produire une large variété de composeées aygasivolatiles (COV) (Nemecek-Marshall
et al, 1995) participant de maniere significative aux ctéms physico-chimiques
dans I'atmosphere. Le méthanol est I'un de ces G&kbuvés majoritairement dans l'air
des foréts (la quantité de méthanol émise parléeggs dans 'atmosphere est de 156 millions
de tonnes par an; Kolb, 2009). Emis des surfacdiaires, son flux est corrélé avec
la distribution et la conductibilité des stomatess deuilles (Lindow et Brandl, 2003),
et dépend de la déméthylation des pectines deslasltle parois des racines, des tiges,
des feuilles et des fruits des plantes par lesimesctméthylestérases et de I'activité
des populations bactériennes méthylotrophes (Nekridegshallet al, 1995). Les émissions
foliaires de chlorométhane ont quant a elles étgesien évidence pour un faible nombre

de plantes supérieures, parmi lesquekeabidopsis thaliana une plante de la famille
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desBrassicaceadRhewet al, 2003), chez qui elle atteint les 0,6 nmol/g dedpdrais/jour
pour I'écotype sauvage ColO.

De maniére générale, les bactéries tirent un agantles composés organiques produits
par les plantes (Lindow et Brandl, 2003). En éclkargs plantes profitent de différentes
maniéres de la colonisation bactérienne, commeemmignent par exemple la production
par les bactéries d’auxines (Onwdral, 2004), de cytokinines (Lidstrom et Chistoserdova
2002), de zéatine (Ilvanowt al, 2000) ou encore d’acide indole acétique (lvanewval.,
2001). Certaines souch&ethylobacteriuncontribueraient ainsi a la maturation des fraises
(Zabetakis et al., 1997), d'autres s’associeraient avec des plamégsimineuses ou
des bourgeons de pins en développant des symi(®gex al, 2001; Pirtillaet al, 2000).
Des expériences avec la souche sauuslgeextorquensAM1 et des mutants défectifs
dans des étapes différentes du métabolisme méthpte ont montré que la capacité
d’utiliser le méthanol comme source de carbone’@bealgie fournit un avantage sélectif
durant la colonisation ddedicago trunculatdSyet al, 2005)

Parmi les bactéries méthylotrophes, on compte duissi des bactéries aérobies strictes
que des bactéries aéro-anaérobies facultativegrigpant aux Alpha-, Béta- ou Gamma-
Protéobactéries, et pouvant étre a Gram positifnégatif (Lidstrom, 2006). Alors que
la majorité des bactéries méthylotrophes sont déshylotrophes strictes, a I'exemple
des bactéries des genr&fethylomonas Methylobactey Methylosinusou Methylocystis
certaines bactéries meéthylotrophes sont des omgasis méthylotrophes facultatifs,
c’est-a-dire qu’elles peuvent aussi utiliser paeurlcroissance des substrats multicarbonés,
comme c’est le cas chez les bactéries des gé&ttredopseudomonasu Methylobacterium

par exemple
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1.3.1. Les bactéries méthanotrophes

On désigne par le terme de bactéries méthanotrdghdsmctéries utilisant le méthane comme
unique source de carbone. La plupart d’entre sl des organismes méthylotrophes stricts,
c'est-a-dire qu'elles sont incapables d'utilisers deomposés multicarbonés pour
leur croissance. Les bactéries méthanotrophes gasiseune ou plusieurs versions
de l'enzyme méthane monooxygénase (MMO), qui petre &oluble ou associée
a la membrane pour I'oxydation du méthane en mélhgiakemian et Rozenzweig, 2007).
L’'une des caractéristiques les plus marquantesedebactéries est la présence de systemes
membranaires internes (Hanson et Hanson, 1996; rhlake et Rozenzweig, 2007).
Les bactéries méthanotrophes sont ainsi classiégedeux grands ensembles d’organismes,
selon leurs membranes internes, leur voie d'assiioi du carbone et leurs séquences
d’ARNr 16S. Les bactéries méthanotrophes du tygdéthylomonaset Methylobactey
assimilent le carbone via la voie de la ribulosenaphosphate, et appartiennent aux Gamma-
Protéobactéries. Les bactéries du type Il, en hanutilisent le cycle de la sérine
pour l'assimilation du carbone et constituent uobdi/ision des Alpha-Protéobactéries

(Hanson et Hanson, 1996).

1.3.2. Les bactéries méthylotrophes

Le terme de « bactéries meéthylotrophes » désignpliatement les méthylotrophes
dépourvues de la capacité d'oxyder le méthane (DPedla2004). Celles-ci peuvent
généralement utiliser le méthanol et d'autres satstmonocarbonés. Par opposition
aux methylotrophes strictes, les bactéries métigpbies n'utilisant pas le méthane
sont souvent des organismes méthylotrophes fasitat’'est-a-dire capables d'utiliser
des composés multicarbonés. De maniére géneéraldaletéries méthylotrophes n’utilisant

pas le méthane ne présentent pas de systéme mainbiaterne, a I'exception des bactéries
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phototrophes. Du point de vue de la phylogénie compte dans ce groupe des bactéries
a Gram positif ainsi que des bactéries a Gram iiggabdivision Alpha, Béta et Gamma

des Protéobactéries) (Lidstrom, 2006; Chistoserdoad, 2005).

1.3.3.Methylobacteriumbactérie modéle pour I'étude de la méthylotrophie

La méthylotrophie est largement étudiée depuis teaant plusieurs décennies, et ce
chez les bactéries méthylotrophes utilisant oulaonéthane (Quayle, 1963; Anthony, 1982).
Le métabolisme méthylotrophe peut étre décrit ers tgrands volets : I'oxydation initiale
des differents composés en @énéralement en formaldéhyde) ; I'assimilationcdwbone
pour la production de biomasse ; I'oxydation corteoldu carbone en GQrour la génération
d’énergie (Anthony, 1982; Chistoserdowet al, 2005; Chistoserdovaet al, 2009).
Pour ce qui concerne l'assimilation du carbone,istrgrandes voies meétaboliques
sont connues : la voie de la sérine a partir dmdtadehyde et de CQ la voie du ribulose
monophosphate (RuMP) a partir du formaldéhydevoia du ribulose biphosphate (RuBP,
ou cycle de Calvin-Benson-Bassham) a partir dy G@rholt, 2002; Chistoserdowet al,
2005; Lidstrom, 2006; Chistoserdogtal., 2009).

La soucheMethylobacterium extorquenAM1, qui fait usage de la voie de la sérine,
est un organisme modele privilégié pour I'étudeéadméthylotrophie (Quayle, 1963; Anthony,
1982; Chistoserdovat al, 2003). La disponibilité a I'état d’ébauche de daquence
génomique deM. extorquensAM1 depuis 2003 a encore encouragé son utilisation
avec le développement d’études globales de protpemmet transcriptomique (Lauket al,
2007; Okubeet al, 2007; Bosclet al, 2008) et métabolomique (Maet al, 2005; Gucet al,
2008; Kieferet al, 2008; Peyraudt al, 2009). Le développement d’'une large palette tid%u
génetiques (Marx et Lidstrom, 2001, 2004; Marx, @0f@nforce encore le statut de modele

d’étude deMethylobacteriumDe nombreuses enzymes de la soldhextorquensAM1
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Figure 1.1. Voies centrales du métabolisme méthylaiphe chez Methylobacterium
AM1 et DM4 pour la conversion du carbone lors déa croissance
méthylotrophe (d’apres Vuilleumieet al, 2009)

Les lignes pleines représentent les voies dépeeslantdu tétrahydrofolate (H)

et de la tétrahydrométhanoptérine,NHPT), le cycle de la sérine et la voie de I'éthylomgyl-CoA
permettant la régénération du glyoxylate. Les gdiscontinues correspondent aux réactions du cycle
des acides tricarboxyliques (I'activité 2-oxoglati@r déshydrogénase n’est pas essentielle pour le
métabolisme méthylotrophe). Les noms de génes skspodte a cote et non séparés d'un tiret indique
des génes co-localisés sur le chromosome. Les géresr disposition le long du chromosome sont
hautement conservés chez les souches AM1 et DM4f, Isacluster mau d'utilisation de la
méthylamine et le clustelcm qui sont tous deux uniques aux souches AM1 et DiBpectivement.
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ont ainsi pu étre caractérisées.

Chez la plupart des bactéries méthylotrophes, Hakipn primaire de composés
monocarbonésn formaldéhyde constitue la premiere étape du bobksane méthylotrophe.
Pour ce qui concerne le méthanol, la méthanol daishgnase pyrroloquinoline quinone
(PQQ) dépendante, caractérisée d'abord dilezextorquensAM1, représente I'enzyme
classique pour cette transformation, qui se dérdales le périplasme (Fig. I.1; Anthony,
2000; Williams et al, 2005). D’autres composés monocarbonés réduitemen
la méthylamine peuvent également servir de sulstiatcroissance. Cheéd. extorquens
AM1, la méthylamine déshydrogénase MADH, en as$iociaavec son cofacteur,
le tryptophane tryptophylquinone (TTQ), permédbxydation de la méthylamine
en formaldéhyde (Fig. 1.1; Chistoserdost al, 1994; Lidstrom, 2006). Toutefois,
des systemes alternatifs d’oxydation de ces deumposés sont également connus,
méme au sein du genkéethylobacterium

Pour ce qui concerne les composés ehdlogéneés, la souché. dichloromethanicunbM4
étudiée au laboratoire est capable d'utiliser &hidrométhane (DCM) comme unique source
de carbone et dénergie (Fig. 1.1, Kayset al, 2002). L'enzyme responsable
de la transformation du DCM en formaldéhyde, lehticométhane déshydrogénase DcmA,
appartient a la famille des glutathion S-transfésagVuilleumier et Leisinger, 1996;
Vuilleumier et al, 2001; Vuilleumier et Pagni, 2002) et catalysetteceréaction,
qui s’accompagne de la production d’acide chlortygdr dans le cytoplasme (Vuilleumier,
2002).

Le formaldéhyde, intermédiaire majeur des voies abmdtques meéthylotrophes, doit
de par son caractére toxique (Feldman, 1973; Goaist1983) nécessairement étre éliminé
de maniere rapide et efficace (Anthony, 1982). Begles du métabolisme méthylotrophe

ont en effet suggéré que si la consommation de dlokdhyde était brusquement arrétee,
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la concentration cytoplasmique de formaldéhyde iraitait les 100 mM en moins
d'une minute (Attwood et Quayle, 1984; Vorhadt al, 2000; Marx et al, 2003a).

ChezMethylobacteriumle formaldéhyde peut étre oxydé en Our produire de I'énergie,
ou assimilé en biomasse via le cycle de la sériig [[1; Anthony, 1982). Deux voies
enzymatiques différentes, dépendantes de cofactisofsnctionnels mais de structure

différente (Fig. 1.2) sont ici potentiellement intpliées.

COOH
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Tétrahydrométhanoptérine (H,MPT)

Figure 1.2. Structure des cofacteurs porteurs de grupes a un atome de carbone
cheklethylobacterium

L’étoile « C1 » symbolise les groupes méthyl-, ngithe-, méthényl-, et formyl- pouvant étre liés
a ces cofacteurs.
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La premiere de ces deux voies dépend du tétraloldtef (HF : Fig. 1.2) et met en jeu
des réactions successives conduisant au méthylghedd méthényl-kF, au formyl-HF
puis au formiate. Cette voie similaire est retraieéez une grande diversité d’organismes.
Il s’avere toutefois aujourd’hui que chdt extorquenscette voie semble avoir pour role
principal le maintien en concentrations suffisanteEs intermédiaires métaboliques liés
au tétrahydrofolate pour les besoins d’assimitatitu carbone en biomasse via le cycle
de la sérine (Manret al, 2005; Crowtheet al, 2008), et qu’elle n'est pas la voie majeure
pour la génération d’énergie par I'oxydation de pos€s monocarbonés en £0

La deuxieme voie, découverte en 1998 (Chistoserdeval, 1998) et détectée depuis
dans nombre de Dbactéries méthylotrophes (Vorhelt al, 1999), implique

la tétrahydrométhanoptérine /MPT : Fig. 1.2), un analogue structurel du tétraiojolate,
que l'on pensait étre a lorigine exclusivementlis# par les Archées méthanogenes
anaeérobies. Le formaldéhyde est d’abord activélpaprotéine « formaldehyde activating
enzyme » Fae (Vorhodt al, 2000), puis converti en méthylengNHPT (Vorholtet al, 2000)
qui est ensuite oxydé en méthényMHPT (Vorholt et al, 1998; Hagemeieet al, 2000),
puis en formyl-HMPT (Pompetet al, 1999), et finalement en formiate puis en,(@mper

et Vorholt, 2001; Pompeat al, 2002).

En raison de lI'importance de l'activité élevée @ et des enzymes catalysant ces réactions
dépendantes de la sMPT (deux méthylene-fMPT déshydrogénases (MtdA/MtdB)

et un complexe formyltransférase-hydrolase), cettie est considérée aujourd’hui comme
la plus efficace dans I'oxydation du formaldéhyae@O; (Vorholt et al, 1998; Pompeet

al., 1999; Vorholtet al, 2000; Pomper et Vorholt, 2001; Magkal., 2003a).

Comme déja mentionné ci-dessus, I'assimilation @llbane se fait par le cycle de la sérine

chez Methylobacterium(Fig. 1.1; Marx et al, 2005; Crowthert al, 2008; Chistoserdova
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et al, 2009), par condensation du méthylengHavec la glycine par la sérine
hydroxyméthyltransférase GlyA (Fig.l). L'induction de cette enzyme en conditions
d’utilisation du méthanol a été démontrée dansedpgriences de protéomique (Laukehl,
2004) et de microarrays (Okuled al, 2007). De plus, il a été démontré qu’'un mutggA

est capable de croitre normalement sur succinateggésant que la sérine
hydroxymeéthyltransférase n’est pas essentielle plaurcroissance sur des composés
multicarbonés (Chistoserdowet al, 1994). La régénération du précurseur de la gyci
le glyoxylate ne peut se faire via la voie classigie régénération du glyoxylate ; I'enzyme
essentielle de cette voie lisocitrate lyase, ésdnsente chez AM1 (Chistoserdova et Lidstrom,
1996). Une alternative au cycle de régénérationgjoxylate, impliquant les enzymes
du cycle du poly3-hydroxybutyrate avait d’abord été proposée poponére a cette fonction
(Korotkovaet al, 2002a; Korotkovat al, 2002b). Des expériences plus récentes, impliquan
en particulier une élégante approche métabolomiquée,montré que les méthylotrophes
se développant sur le méthanol utilisent une voidite de régénération du glyoxylate,
appelée la voie de I'éthylmalonyl-CoA (Fig. .1)rfeet al, 2007, 2008; Kiefeet al, 2008;
Peyraudet al, 2009). Le nouveau schéma pour la conversionagétlyl-CoA en glyoxylate

a des conséquences importantes en terme de flugad®ne, pour ce qui concerne
'assimilation du carbone a partir de composés en Selon ce nouveau modéle,
deux molécules de glyoxylate sont régénérées ploajue molécule d'acétyl-CoA, de par
I'apport de deux molécules de €(ig. I.1). Ce schéma renverse l'idée prévalasgytici
selon laquelle deux molécules de formaldéhyde et urolécule de COpermettent

la production d’'un composésGAnthony, 1982; Ensign, 2006). De maniere remadotpja
ce nouveau schéma tient compte autant des expeésiesiassiques de marquage réalisées
par Quayle et ses collaborateurs il y a 40 ansg@.at al, 1961) que des expériences

de métabolomique les plus récentes (Peyeduad, 2009).
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1.4. Dégradation microbienne du chlorométhane

L'utilisation du chlorométhane comme substrat deissance par les bactéries a été décrit
chez de nombreux organismes (cf. Sch&teal, 2007; Tableau 1.3). La premiére souche
décrite comme capable de dégrader le chlorométkaneonditions aérobies et d'utiliser
ce composé comme unigue source de carbone et diéngrour sa croissance,
Hyphomicrobiumsp. MC1 (Hartman®t al, 1986) a été isolée a partir de boues activées
d’'une station d’épuration. La croissance microbeersur le chlorométhane est cependant
aussi possible en conditions anaérobies. Aindataérie méthylotrophe acétogéne anaérobie
stricte Acetobacterium dehalogenaif§rauneckeret al, 1991) effectue la déshalogénation
du chlorométhane par transfert de groupement nethgl chlorométhane vers
le tétrahydrofolate grace a une protéine corrinoigénérant ainsi le méthylene-
tétrahydrofolate, avec production d’ion chlorure eddmeret al, 1993). La souche
Pseudomonas aeruginosdNB1 est également capable d'utiliser le chloromé¢ha
comme seule et unique source de carbone et dé@neegi conditions anaérobies,
avec réduction du nitrate comme accepteur ternurelbctrons (Freedmaet al, 2004).
Dans ce cas, en revanche, le mécanisme de déatodatchlorométhane reste inconnu.

Pour I'essentiel toutefois, ce sont des organissegléveloppant avec le chlorométhane
en conditions aérobies qui ont été décrits jusquAinsi, plusieurs souches microbiennes
ont été isolées a partir d’échantillons de solgammés d’une usine pétrochimique en Russie
(Doronina et al, 1996). Ces souches assimilent toutes le forrhgttk® via le cycle
de la sérine (Anthony, 1982), et I'analyse de lgggses ARNr 16S (McDonalet al, 2001)

a montré gu’elles appartenaient a deux genresreifte, a savoirMethylobacterium
et Hyphomicrobiun(Tableau 1.3).

A la suite de ces travaux, d’autres souches deebhastméthylotrophes facultatives capables

d’utiliser le chlorométhane comme seule source adbane et d’énergie ont été isolées
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Tableau 1.3: Souches bactériennes chlorométhane-dégradantes ised

Origine Type de Gram tro{%?c?ue Précsrﬁz'ca\e de Références

Hyphomicrobiunsp. MC1 Sta(tg)cnhs\;siggrrig(ﬁz’ig%lij:;g?"e négatif Mig‘gdﬁggfhe nd?® Hartmanset al, 1986
ﬁ/lc:c(:etobacteriurrdehalogenans Bo(usetl::it?ggir%’ezﬁzur;;r;]dnues)triel positif Homoacétogéne nd Trauneckeal, 1991
Hyphomicrobiunsp. CM2 Sol d,aﬁaﬂzigi,psgsggmique négatif Migzicl)tggfhe oui Doroninaet al, 1996
Methylobacteriunsp.CM4 Sol d,aﬁaﬂzigi,psgsggmique négatif Méfta?glicl)tta:tci)fp he oui Doroninaet al, 1996
Aminobacter cicerondMB-1 Sol agr(igc;lﬁzf(t)rr?]iiteé’ ﬁJJaSrLL)Jmigatim négatif Mi?gdﬁggfhe oui Miller et al, 1997
mpecrwsaenss | sadeimedente | paguy | Memmeme | ou | couemtal 199
e voranae2 B e e
,F\]séeludomonas aeruginosa B(()jy(ée;u?;;[iigie(zss,gtion négatif Méft;g/licllt;tci)fphe nd Freedmaet al, 2004
Roseovariusp. 179 ( AcEr?ng?/iEc}:rr]n ;;;égigesse) négatif Mﬁg‘gﬁﬁgﬁf he oui Schéafeet al, 2005
Roseovariusp. 217 Eau ((Iiely%?)rﬁt%?lﬂg?lgtlearrl\eﬂf nche négatif Mi:‘gdﬁ)tggf he oui Schéafeet al, 2005
Ruegeriasp. 198 ( ACE‘;ZSE? Iggség(é::)ise) négatif Mi:‘gdﬁggf he oui Schéafeet al, 2005

®nd : données non disponibles
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par d’autres équipes de recherche et affiliéeseavegzminobacter(Tableau 1.3). La premiere
d’entre elles,Aminobacter lissarensi$MB-1 a été isolée a partir d’échantillons de sol
fumigués au bromométhane (Millet al, 1997), la second@minobacter ciceroneCC495,

a quant a elle été isolée de la couche supérieure sbl forestier du Nord de I'lrlande
(Tableau 1.3; Coulteret al, 1999). Enfin, d'autres souches ont été isoléepadir
d’environnements marins (Tableau 1.3). C’est ledmiseisingera methylohalidovorandB2,
premier isolat marin de la famille deRhodobacteraceaea présenter cette capacité
(Goodwin et al, 1997). Trois autres souches méthylotrophes taivits de la famille

desRhodobacteracea&galement isolées d’environnements marins, Roseovariusp. 179

Roseovariusp. 217, eRuegeriasp. 198 (Tableau 1.3).

1.5. Métabolisme du chlorométhane dans le contextie la méthylotrophie

Des études biochimiques et génétiques portant sumétabolisme du chlorométhane
par la souche CM4 appartenant au geviethylobacteriunont permis de proposer une voie
d’utilisation pour ce composé (Fig. 1.3 et Fig. ;l.¥annelli et al, 1998, 1999).
Dans un premier temps, des mesures de rendeméiotaices et de croissance de la souche
CM4 ont permis d’établir la stoechiométrie de laatéon d'utilisation du chlorométhane.
Ces auteurs ont observé que la souche CM4 métaibdlisnol de chlorométhane et 1,5 mol
d’O, pour produire 1 mol de Gt 1 mol de chlorure (Vannelét al, 1998). Cependant,
les rendements molaires et de croissance obsees/gemmettaient pas de décider du type
de réaction par laquelle la souche métabolise leraméthane, les données obtenues étant
a la fois compatibles avec I'activité d’'une enzydeetype hydrolase ou d'une voie de type
méthyltransférase/déshydrogénase (Vaneebil, 1998).

L’inactivation génigue par mutagénese aléatoirecggrau transposon minibna conduit

a l'obtention de 9 mutants de la souche CM4 poussanle méthanol et la méthylamine
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mais incapables de se développer sur le chlorométannelliet al, 1998). L'analyse
d’extraits protéiques de cultures sur chlorométhasw méthanol ou sur un mélange
de méthanol et de chlorométhane a montré que Bsspn de deux protéines de 65 et
de 35 kDa, était induite par le chlorométhane, eé gqes protéines étaient absentes
chez les mutants incapables de se développer shidemméthane seul (Vannedi al, 1998).
L’analyse des sites d'insertion du mini-transpoguar clonage des fragments d’ADN
correspondants des mutants d’intérét a ensuite ipdhiskentification des génes impliqués

(Vannelliet al, 1999; Fig. 1.3).

DR A (. A AU

cobL folC folD purU  cmuC-like cmuA

— er%:—‘v -

cob( cobD orf21¢ metF cmuB cmuC chiD cobC

CH,CI A CH3_HCI
+

H ,folate
g

Figure 1.3. Utilisation du chlorométhane dans la soeche Methylobacterium sp. CM4
(d’aprés Studer, 2001)

(A) Les 2 fragments d’ADN portant les génes essén@i la croissance et a la déchloration identifiés
par mutagénése aléatoire. Un triangle indiquet&edinsertion du mini-transposon dans les mutants
obtenus, pour les genes essentiels a la fois eoissance sur le chlorométhane et a sa déchloration
(vert foncé) ou par la croissance uniqguement (etair). Les séquences promotrices identifiées
sont également indiquées (fleches oranges). (B)érSah de la réaction de déchloration
du chlorométhane par les protéines purifiees CmuA CenuB, indiquant la dépendance
de la cobalamine (losange orange fonce) et duhtédrafolate.
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Ainsi, les genes désignésnuA cmuB et cmuC (pour dloromethane_tilisation), codant
pour des méthyltransférases sur la base de sitdade séquences avec des enzymes
d’Archées méthanogenes, ont pu étre identifiés (¢linet al, 1999). Le génecmuA
code une protéine singuliere de 617 résidus, avec domaine méthyltransférase
en sa partie N-terminale et un site de liaison ieofde sur son domaine
C-terminal. Des protéines homologues a ces deux aom®m avaient précédemment
été identifiées cheklethanosarcina barkeyiou elles participent a la méthanogénése a partir
de composés sans liaison carbone-carbone comme éthylamine (Krzycki, 2004).
Plus précisément, le domaine N-terminal de CmuA @e uséquence similaire
a la méthylcobamide:CoM méthyltransférase MtbA apérle transfert d’'un corrinoide
méthylé dérivant de la vitamine;Bau coenzyme M, tandis que le domaine C-terminal
de CmuA présente quant a lui une ressemblancepeotaine corrinoide monométhylamine
MtmC deM. barkerii capable de se lier au groupe méthyle de la méthgta(Krzycki, 2004).

La purification des protéines CmuB (Studsral, 1999) et CmuA (Studeet al, 2001)

de la souche CM4 a ensuite permis de montrer gaedeax enzymes étaient suffisantes
pour catalyser en condition vitro la réaction de transfert du groupement méthyle
du chlorométhane vers le tétrahydrofolate (Fig, B aussi que la tétrahydrométhanoptérine,
l'autre cofacteur de la voie d’oxydation desésente chell. extorquensAM1, n’était pas
'accepteur du groupement méthyle (Styd2@01). D’autres génes également identifiés
par mutagénese ont pu étre localisés dans le agsimles genesmuA cmuB et cmuC

Le caractére essentiel pour la croissance de leheoGM4 sur le chlorométhane des genes
metF et purU, codant respectivement pour une méthyléne-tétraligidte réductase
et une formyl-tétrahydrofolate hydrolase, localis&spectivement en amont damuA

et decmuB a également été montré (Studeal, 2001, 2002).
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CH,CI CH,OH
CmuA
CmuBl l MxaF

CH,—H,folate CH,O

Fae
metF l / \
Cycle

dela <<——1 CH,=H,folate CH,=H,MPT
sérine
folD l u MtdA lMthMtdE
CH=H,folate CHEH,MPT
folD l u Fch l Mch
CHO-H_ folate CHO=-H,MPT
purl l H FtfL l Fhc
HCOOH CHO MFU

X o, ¥

Figure 1.4. Voie proposée pour I'utilisation du chbrométhane
cheaVl. chloromethanicumCM4 (d’apres Studeet al., 2002)

Les réactions figurées par des fleches fines imfijules réactions impliguées dans la croissance
sur méthanol chez la souchd. extorquensAM1 (Chistoserdovaet al, 1998). Les réactions
représentées par des fleches épaisses correspandienttapes supposées étre spécifiques a laesouch
M. chloromethanicumCM4. CmuA, protéine a deux domaines méthyltramsiéret de liaison
du groupe corrinoide (Studet al, 2001); CmuB, méthyltransférase méthylcobalarilgie:(Studer

et al, 1999); MetF, méthyléneH réductase; FolD, enzyme bifonctionnelle méthylegie
déshydrogénase / méthényjHcyclohydrolase, PurU, 10-formylzA hydrolase; MtdA, méthylene-
H4F / méthyléne-EMPT déshydrogénase NADP-dépendante (Vorbbkl, 1999); FchA, méthényl-
H4Fcyclohydrolase (Pompest al, 1999); FtfL, formyl-HF synthétase (Maret al, 2003c); Fae,

« formaldehyde activating enzyme » (Vorhettal, 2000); MtdB, méthylene-fMPT déshydrogénase
NAD(P)-dépendante (Hagemeietral, 2000); Mch, méthényl-WAPT cyclohydrolase (Pompet al,
1999); Fhc, complexe formyltransférase-hydrolas®PIl formyltransférase (Pomper ®forholt,
2001).
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Les expériences de SDS-PAGE décrites ci-dessusrdavdéja indiqué que le métabolisme
du chlorométhane chez CM4 était induit par le drogthane, et qu’il n’était pas réprimé
par le méthanol (Vannellet al, 1998). Des expériences faisant appel a des rfsisio
transcriptionnelles et des études d’extension diaamspécifiques réalisées a partir d’ARN
extraits de cultures sur chlorométhane, ont pemeisle confirmer et aussi de localiser
et de caractériser les séquences promotrices aes gauen amont des gengsirU, metF
etcmuClike (Studeret al, 2002; Fig. 1.3). Ces travaux ont aussi mis edénce I'induction
chlorométhane-dépendante de I'expression du deiile Ce geéne, situé en aval gerU,
code une enzyme bifonctionnelle méthylene-tétrabfptiite déshydrogénase / méthényl-
tétrahydrofolate cyclohydrolase (Studet al, 2002). L'identification de I'ensemble
de ces génes a permis de valider l'existence d'woée spécifigue d’utilisation
du chlorométhane chez CM4 strictement dépendantétdahydrofolate (Studest al, 2002),

et allant du chlorométhane au formiate (Fig. 1.8ur le papier, cette voie est similaire
a la voie tétrahydrofolate-dépendante d’oxydationfarmaldéhyde commune aux bactéries
méthylotrophes, dans laquelle les enzymes MtdAckatrEmplacent I'enzyme bifonctionnelle
codée pafolD pour la voie de la souche CM4.

Suite & ces différentes étudel]. chloromethanicumCM4 (Fig. 1.5) s’est imposeé
comme l'organisme modeéle pour I'étude de la dégradamicrobienne du chlorométhane.
En raison de [Iimportance particuliere des cofacteucobalamine et folate
pour ce métabolisme, les génes de biosynthése etégienération de ces composés

sont présentés en détail ci-apres.
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Figure 1.5. Observation microscopique d’une culture deMethylobacteriumsp. CM4
en phase exponentielle de croissance (gressiment x 1000)

Les cellulessont mobiles, avec un flagelle polaire et présdntea forme caractéristique de bacille.
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1.6. La cobalamine

La cobalamine, plus souvent appelée vitaming, Best I'un des produits naturels
non polymériques de plus grande taille qui soitnneor{Fig. 1.6), et l'unique vitamine
exclusivement produite par des procaryotes, bastéri Archées comprises. La biosynthése
de la cobalamine représente I'une des voies métalesl les plus complexes retrouvée
dans la nature, et requiert pas moins de 30 geoes lp synthése complette novo(cf.
plus bas, Fig. 1.11). Quatre prix Nobel ont étéai@és pour des travaux sur la vitaming B
depuis 1934 (médecine en 1934 pour George Minotliawii Murphy et George Wipple;
chimie en 1964 pour Dorothy Hodgkin; chimie en 19&%ur Robert Woodward; chimie
en 1981 pour Fukui et Hoffmann). Toutefois, lesadgétde la derniere étape de la formation
du 5,6-diméthylbenzimidazole (DMB) n’ont été élugsdqu’en 2007 (Taget al, 2007).

La cobalamine est un cofacteur tétrapyrrolique o@arlique de structure chimique proche
de celle de I'hneme, dans lequel 'atome centrafadeast remplacé par un atome de cobalt,
stabilisé par deux ligands axiaux (Fig. 1.6). Lamemclature décrivant les coenzymes de type
B, est complexe. Les regles d’attribution de noms différentes molécules completes
et précurseurs de la "Commission on Biochemical &lmtature” (CBN) de I'International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) et s8as par I'International Union
of Biochemistry (IUB) sont résumées ci-aprés powr meilleure compréhension.

- Les_corrinoideslésignent des molécules contenant le tétrapycsalkgque portant le cobalt,
appelé I'anneau corrine

- Les_corrinoides incomplesont des corrinoides sans ligand axial infériejr (

- Les cobamideglésignent un corrinoide complet, c’est-a-dire eomint la boucle
nucléotidique ; le nom du cobamide dépend de laumadu ligand inférieur o).

- La cobalaminelésigne le cobamide dont le ligand inférieyrest le DMB.
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CONH,

Figure 1.6. Structure de la cobalamine

Le terme vitamine B est généralement utilisé pour décrire des compaiségoupe des cobalamines.
La molécule de cobalamine peut étre divisée ers tpairties ; 'anneau corrine central contenant
quatre ligands stabilisant lion cobalt central, digand axial inférieur (a ) constitué
du 5,6-diméthylbenzimidazole (DMB) et un ligandab$upérieur§). Les ligands axiaux supérieurs
(B) (symbolisés par la lettre «R») de I'adénosylcabdhe et de la méthylcobalamine, les formes
coenzymes B, sont respectivement I'adénosine ou un groupemethyle. La cyanocobalamine,
forme commerciale de la vitamine; B produite industriellement, posséde un groupencgahure
en position axiale supérieure.
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- L'adénosylcobamidecorrespond a la forme coenzyme d'un cobamide denligand

inférieur @) n’est pas le DMB.

- La vitamine B, ou cyanocobalamineorrespond a une cobalamine avec un groupement

cyanure pour ligand supérief@)((cf. Fig. 1.6).

- Le coenzyme B ou adénosylcobalaminedésigne une cobalamine ayant

une 5,6-déoxyadénosine (Ado) pour ligand supéfigyret le DMB pour ligand inférieuff
(cf. Fig. 1.6).

- Les _cobinamidesorrespondent a des corrinoides incomplets dobblecle nucléotidique
et le ligand 5,6-déoxyadénosine (Ado) sont absents.

- La pseudo-vitamine Bdésigne le cobamide dont le ligand inférieyrést I'adénine.

Les produits finaux résultants de la voie de bitsyse, la meéthylcobalamine
et l'adénosylcobalamine, constituent les formeslogigues actives de la cobalamine
(ou coenzyme B). La méthylcobalamine et I'adénosylcobalamine edéht par la nature
de leurs ligands axiaux supérieuf, (respectivement un groupement méthyle ou adéeosyl
Elles sont des dérivés de la vitaming, Broduite principalement de maniére industrielle
sous forme de cyanocobalamine. Le ligand axial seypé(3) cyanure de la cyanocobalamine
résulte de la méthode par laquelle ce composé sshite de cultures bactériennes
lors de sa production.

Sous forme de coenzyme, la vitaming @&t un cofacteur essentiel de réactions enzymatique
de réarrangement intramoléculaire, de la réductien ribonucléotides triphosphate, et
de réactions de transméthylation (Banerjee et Régsad003). Parmi les enzymes dépendant
du coenzyme B, on compte ainsi des isomérases comme la méthyhyla@pA mutase,
I'isoenzyme ribonucleotide réductase NrdJ, des mmesycatalysant la fermentation anaérobie
du 1,2-propanediol et de I'éthanolamine, des métysférases comme la méthionine

synthase MetH, et enfin des déshalogénases rédsi¢Banerjee et Ragsdale, 2003).
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Figure 1.8. La méthanogénéséd’'apres Madigart al, 2007)

A, Voie de méthanogénése a partir du,C®, Voie de conversion du méthanol en méthane.

MF, méthanofurane; MP, méthanoptérine; CoA, Coemzydn CoB, Coenzyme B; sbored Fazo0%
coenzyme g réduit ou oxydé.
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Chez 'homme, la vitamine B est requise a I'état de trace (environ 1 pg/jagoour

la fonction de deux enzymes, la (R)-méthylmalonglAGnutase et la méthionine synthase.

La (R)-méthylmalonyl-CoA mutase est impliquée démsmétabolisme du propionyl-CoA
dérivant de la dégradation de composés comme laitiey la valine, la méthionine ainsi
gue de chaines d'acides gras. Dans cette réadtigmopionyl-CoA est carboxylé en (S)-
méthylmalonyl-CoA, épimérisé en isomere (R), pgarrangé par la (R)-méthylmalonyl-CoA
mutase en succinyl-CoA. Ce composé integre alorgdke des acides tricarboxyliques.

Chez les microorganismes, outre les réactions eatigues décrites ci-dessus, on compte
aussi parmi les réactions dépendantes de la vierBin dimportance: la synthése
d’acétyl-CoA par les bactéries acétogénes, le feangde méthyle chez les Archées
méthanogenes, la réduction de ribonucléotide eplesessus de fermentation des bactéries
entériques. Ces réactions associent des protégmendant de la cobalamine et du folate,
comme c’est le cas de la chlorométhane déshalogéiada souche CM4. Le processus
de formation d’'acétate, appelé voie de Wood/Ljuhgiddans lequel I'acétyl-CoA est généré
a partir de 2 molécules de g@st dépendant de corrinoides méthylés (Fig(W&odet al,
1986; Ragsdale 1991; Stupperich, 1993). Ces dsermarticipent au transfert du méthyle
du méthyltétrahydrofolate vers la carbone monoxddshydrogénase CODH, une enzyme
capable de lier le monoxide de carbone (CO) gras®rasite actif contenant du nickel.
Ce transfert de méthyle s’opére via une protéinghyh€orrinoide / fer-soufre qui utilise
le groupement méthyle pour synthétiser l'acétyl-Ca@Apartir du CO fixé au nickel
et de coenzyme A. L'acétyl-CoA est transformé ertyphosphate et le phosphate
est transféré a 'ADP avec formation d’ATP et ddeiacétique (Ljungdahl et Wood, 1982;

Ragsdalest al, 1991).
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La cobalamine joue également un rble essentiel clesz Archées méthanogénes
méthylotrophes, qui sont des organismes anaérosigsts (Fig. 1.8). Dans ce cas,
les corrinoides méthylés sont requis pour effeckdransfert de groupes méthyles a partir
de substrats comme le méthanol (Keltjens et Voded93), les méthylamines (Burcke et
Krzycki, 1995) et l'acétate (Ferry, 1992b) vers gnoupe thiol du coenzyme M (Fig. 1.8)
(Ferry, 1992a; Stupperich 1993). Ce groupement ylgdtpeut également étre transféré
de la méthyltétrahydrométhanoptérine (méthyMRT) vers un groupe thiol du coenzyme M
via la méthylcobalamine (Weiss et Thauer, 1993)énkrgie importante disponible
dans cette réaction (-30 kJ/mol) est récupérée quaplage du transfert de méthyle
a I'extrusion d’'ions sodium, conduisant a la gétiénad’'un gradient de membrane exploité
pour la synthese d’ATP (Becheral, 1992; Blaukt al, 1992).

La vitamine B,est également importante pour la fermentation atéidu 1,2-propanediol,
de I'éthanolamine et du glycérol. Ces réactionsoxedont catalysées respectivement
par des diol déshydratases, des éthanolamine aramnigases ainsi que des glycérol
déshydratases (Rotret al, 1996). Chez certaines bactéries, le propiongldkh
et I'acétaldéhyde générés respectivement par laikid du propionyl-CoA et de l'acétyl-
CoA, peuvent servir de sources de carbone et dj@ngObradorset al, 1988). Enfin
chez Methylobacteriumméme, les enzymes du cycle de régénération du yghtex
(cf. Section 1.3 ci-dessus, et Fig. 1.1), la métiglonyl-CoA mutase (Korotkowet al, 2004),

et I'éthylmalonyl-CoA mutase (Erét al, 2007) sont des enzymes dépendantes du coenzyme

B1io.

1.6.1 L’'importance de la cobalamine dans le métalma des méthanes chlorés

Le cobalt et la cobalamine occupent une place #eHen dans le métabolisme

du chlorométhane par la souche CM4. Il a été démomue la croissance
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de M. chloromethanicun€M4, avec le chlorométhane pour seule et uniquecsade carbone
et d'énergie, dépendait strictement de la présdaambalt dans le milieu de culture (Fig. 1.9).
Ceci n'a en revanche pas été observé lors de lasarce sur méthylamine ou méthanol
(données non montrées). En outre, des analyses HRISC cyano-corrinoides extraits
de M. chloromethanicunCM4 apres croissance sur chlorométhane en présencélorure
de cobalt radioactif marqué at/Go] ont montré que la fraction radioactive prindipés3%

de la radioactivité totale) co-chromatographie akagthentique vitamine B. Ceci suggére
non seulement quEM4 requiert la vitamine B pour sa croissance sur chlorométhane,
mais aussi gu’elle est capable de la synthétigenovo(Studeret al, 2001). Le contenu
en vitamine B, a été estimé & 4 nmot:gde poids sec (soit 6.3 i)y ce qui la situe

a un niveau relativement bas par comparaison auxegos en cobalaminprésents
dansd’autres organismes (référencé dans Stuwaleal, 2001). A l'opposé, la croissance
sur chlorométhane Aminobacter lissarensis CC495 est strictement dépendante
de la supplémentation en cyanocobalamine, indiqgast cet organisme n’est pas capable
de synthétiser la cobalamide novaCoulteret al, 1999).

Des travaux sur la souchd. dichloromethanicumDM4 ont par ailleurs aussi montré
gue la production de cobalamine est supérieure der¢a croissance sur dichlorométhane
ou sur méthanol (10 pg'gle biomasse) que sur succinate ou éthanol (7*idediomasse)
(Danilovaet al, 2004). Ceci ne semble toutefois pas associérariaformation de méthanes
chlorés mais plutdét & une contrainte du métabolisné¢hylotrophe. D’autre part, I'apport
exogene d’adénosylcobalamine stimule chez la soD&hé la synthese d’ADN en présence
de quantités réduites d’oxygene, alors que celu'&iaucun effet en conditions saturantes
en oxygene (Danilovaet al, 2004). Des expériencda vitro ont indiqué qu’en plus
d'une ribonucléotide réductase dépendante de l@sldcobalamine, DM4 possede

une ribonucléotide réductase indépendante de I@jdeobalamine, et que celle-ci
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est activée en présence d'oxygene (Danileval, 2004). Ainsi, lorsque DM4 est cultivé
en conditions microaérophiles, c'est la ribonuttk® réductase dépendante
de [l'adénosylcobalamine qui est active, alors qu'eondition de forte aération,
la ribonucléotide réductase indépendante de I'asidoobalamine semble jouer un r6le

prévalent dans la biosynthese d’ADN (Danil@tal, 2004).
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Figure 1.9. La croissance sur chlorométhane requi¢ia présence de cobalt
(d’aprés Studeet al, 2001)

Cultures sur chlorométhane #& chloromethanicunCM4 en milieu minéral sans (triangles noirs)
ou avec Co(Ng)6H,0 a la concentration de 86 nm (losanges noirs).@mi@® (carrés noirs) et culture
sur méthylamine en milieu minéral sans ajout dealtob
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1.6.2. Les transporteurs du cobalt et de la cobalkEam

Chez la plupart des bactéries, le cobalt est galement accumulé de maniére rapide
et non spécifique par le systeme de transport ¢bid 1.10) (Niegowski et Eshaghi, 2007).
Les systemes CorA les mieux étudiés sont ceux @oli et S enterica Bien que
généralement associée au transport d’'ions magngésactivité des protéines CorA s’étend
aux ions cobalt et nickel. Il a été montré que iess cobalt inhibent le transport
de magnésium cheZ. coli (Nelson et Kennedy, 1971). L’architecture strudtare
du transporteur €. coli peut étre considérée comme une protéine membranaire
homotétramériqgue a deux domaines: un domaine lagmpque en forme de pyramide
et un domaine transmembranaire composé de 3 hdligka (Wanget al, 2006) (Fig. 1.10).
Cette méme protéine a été cristallisée chiédermotoga maritimaet serait sous forme
homopentamérique (Luninet al, 2006; Eshaghiet al, 2006). D’autres génes,
codant potentiellement des transporteurs du cobalt,été identifiés a travers des études
de génomique comparative de la biosynthése de kmlamine chez les procaryotes
(Rodionovet al, 2003). Cette comparaison montre la présencelese&pha-Protéobactéries,
d’au moins quatre systémes différents de transportobalt (CbiMNQO, HoxN, CbtAB
et CbtC). L'un de ces systemes, retrouvé chez IdszoRiales et notamment
chezMesorhizobium lotet Agrobacterium tumefaciensst codé par les génelstA et cbtB,
décrits comme étant toujours co-localisés voire mérfusionnés dans le cas
de P. aeruginosa (cbtAB (Rodionov et al, 2003). Ces génes codent une protéine
transmembranaire CbtA pentamérique associée autne @rotéine transmembranaire CbtB
possédant un motif de liaison aux métaux lourdmaestrémité C-terminale (Fig. 1.10).

Enfin, le cobalt peut étre excrété de la cellula un mécanisme d’antiport substrat/H
par des transporteurs tripartites composés d'ungs-snité de la membrane interne,

appelée RND pour Resistance-Nodulation-Division (d& pour Inner Membrane Protein),
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d’'une sous-unité périplasmique (MFP pour Membransidfa Protein) et d’'une sous-unité

de la membrane externe (OMP pour Outer MembranteiRydcf. Fig. 1.10).

CorA : CzcA

TonB/ExbBD ouTonB/TolQR
BtuBFCD

Spécifique 812 812 Non spécifique

Figure 1.10. Différents systemes bactériens de transport du coliaet de dérivés
corrinoides

Le transporteur CorA €. coli est une protéine membranaire homotétramériquéléer dont chaque
sous-unité posséde deux domaines ; un domainelgsmigue et un domaine transmembranaire
composé de 3 hélices alpha. Les transporteurs g @btAB sont composés de cing domaines
transmembranaires (CbtA, grosse sous-unité) et damaine transmembranaire supplémentaire
lié a un domaine de liaison aux métaux (CbtB, eedivus-unité). Les transporteurs de type RND,
dont fait partie le transporteur CzcA sont des énes de sous-unités a 12 domaines
transmembranaires (représentés en vert foncé)cenpés de 2 grandes boucles périplasmiques
qui permettraient le contact avec le trimere d'Of@Bter Membrane Protein, représenté en vert clair).
La sous-unité MFP (représentée en bleu) seraipatieablement hexamérique (Misra et Bavro, 2009).
Les RND sont subdivisés en 8 sous-familles, dsHeavy Metal Efflux (HME) comprenant CzcA
(cobalt zinc cadmium resistance protein) Rigstonia caracterisé pour l'efflux de €o zr**, Cd™*
(Goldberget al, 1999)et CusAde E. coli excrétant le Cuet Ag' (Suet al, 2009). Du point de vue
de l'organisation génétique, les génes codant |& Mfle RND sont co-localisés, alors que le gene
de 'OMP peut soit étre a la suite de ces deux géaremple mexABoprM chezP. aeruginosj,

soit recruté ailleurs dans le génome (exemplerAB-tolC).
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Outre I'ion cobalt lui-méme, les bactéries et Amhéeuvent transporter des précurseurs
cobinamides de maniére plus ou moins spécifiquerecgclage de cobinamides préformés
est en effet avantageux car il permet d’économigsrquantités substantielles d’énergie
qui seront nécessaires a la synthés® novo de l'anneau corrine. CheE. coli,

ces transporteurs sont composés de plusieurs mestéile transporteur TonB-dépendant
de la membrane externe spécifique du substrat préd€ine de couplage énergétique
transpériplasmique TonB ; les protéines de la manrcytoplasmique ExbB et ExbD
(Cadieuxet al, 2002 ; Fig. 1.10)E. coli posséde également des protéines TolQ et TolR,
dont l'activité est similaire a celles des compdsarde la membrane cytoplasmique ExbB
et ExbD mais de spécificité encore peu caractérig@ek-Helmerich et Braun, 1989;
Bradbeer, 1993; Skaret al, 1993; Fig. 1.10). Ces systemes de transport spatifiques

de la cobalamine trés répandus permettent augshdsage a travers la membrane externe
de I'héme ainsi que d’ions ferriques complexéssagi@érophores (Moeck et Coulton, 1998).
Pour ce qui est du transport spécifigue de comiemile systeme hautement spécifique
BtuBFCD (Fig. 1.10) trouvé chez les bactéries anGreégatif commee. coliet S. enterica
permet la translocation efficace et spécifique aderinoides exogénes depuis le milieu
extérieur a des concentrations de l'ordre du fM™f1B1) (Bassford et Kadner, 1977).
Ce systéme présente une haute affinité pour lanuig B, et ses nombreux dérivés
y compris I'adénosylcobalamine et les cobinamides.protéine BtuB, un transporteur
calcium-dépendant localisé dans la membrane extawhesse le corrinoide a la protéine
de liaison corrinoide périplasmique BtuF (Fig. ).{8elleret al, 1985; Cadieuet al, 2002;
Cherezovet al, 2006). Le fonctionnement de BtuB requiert unapgnergétique qui lui
est fourni par les protéines de type TonB impliguéans I'acquisition du fer (Fergusenal,
2007; Postle et Larsen, 2007) et ancrées dans mabra@e interne (Fig. 1.10). La protéine

BtuF délivre ensuite le cobinamide a BtuCD, ungparteur ABC localisé dans la membrane
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interne (DeVeaux et Kadner, 1985; Bor#ttsal, 2005) permettant ainsi sa translocation au

prix de I'’hydrolyse d’ATP (Fig. 1.10).
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Figure 1.11. Biosynthése de I'adénosylcobalamine atitres cofacteurs
tétrapyrroliques chez les bactérie@’aprés Rodionov
etal., 2003 et Kajiwara «l., 2006)

Les voies aérobie?( denitrifican3 et anaérobieS. entericade biosynthése de I'adénosylcobalamine
se distinguent par une insertion précoce ou tardidwe cobalt. Les genes homologues
chez P. denitrificanset chezS. entericasont présentés sur un fond gris commun. Les diftés
chélatases sont sur fond no@hlIDH correspond & un ensemble de génes codant lesusités-
de la chélatase a magnésium utilisée dans la hilosy® de bactériochlorophylle. Les dérivés
tétrapyrroliques sont encadrés d'un losange. Lessvde transport du cobalt et de la cobalamine
sont illustrées par des fleches en pointillé. Lebimamides désignent des corrinoides exogéenes
incomplets. Les composants des transporteurs gpéesf de la cobalamine sont BtuBFCD
chez les bactéries a Gram négatif (BtuFCD étaffisant chez les bactéries a Gram positif). L'étoile
noire indique le point d’entrée de I'adénine en proement du 5,6-diméthylbenzimidazole (DMB)
dans la voie de biosynthése de la pseudo-vitaming (Bon montrée). NaMN, nicotinate
mononucleotide.

1.6.3 Biosynthése de la cobalamine chez les migeowgsmes

La productionde novode cobalamine dans I'espebk extorquenglvanovaet al, 2006)

et son implication dans le métabolisme méthyloteogRadovaniet al, 2009) ont été
démontrées. Deux voies différentes de biosynthesk @obalamine sont connues a ce jour
(Fig. 1.11) (Rauxet al, 2000). La voie requérant l'oxygene moléculaidgsignée
voie aérobie, a été élucidée chegeudomonas denitrifican&lle implique la contraction
de I'anneau corrine et une étape d’insertion dwaltdbrdive (Fig. 1.11; Blanchet al, 1995).

La voie pour laguelle 'oxygéne n’est pas requigsignée voie anaérobie, est caractérisée
par une insertion du cobalt dés les premiéeres etajee la synthése de cobalamine.
ChezP. denitrificans les enzymes catalysant les réactions allant wedophyrinogene il

a I'adénosylcobalamine ont été identifiees et kxseg correspondants identifiés (Blanehe
al., 1995). Les génes codant pour les protéines imgdg dans la voie anaérobie
de biosynthese de la cobalamine ont quant a euxagtetérisés cheQalmonella enterica
serovar typhimurium (Roth et al, 1993), Bacillus megaterium(Raux et al, 1998)

et Propionibacterium shermanii(Roessneret al, 2002). Dans cette voie anaérobie,
les activités enzymatiques correspondantes ont dénontrées expérimentalement

pour certains genes seulement et attribuées emaj&oé la base de similarités de séquences.
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La voie de biosynthése d’adénosylcobalamine arpdutiprécurseur commun de plusieurs
cofacteurs tétrapyrroliques, l'uroporphyrinogéné, Ipeut étre divisée en deux étapes.
La premiere étape correspond a la synthése deekanoorrine et differe d’une voie a l'autre,
la voie de biosynthése anaérobie débute par llieserdu cobalt dans la précorrine-2,
alors que dans la voie aérobie, l'insertion neastegfu’aprés la synthése de I'anneau corrine.
La deuxiéme étape est commune aux voies aérobiemnaérobies, elle implique
'adénosylation de Il'anneau corrine, l'attachemedti groupement aminopropanol,
et 'assemblage de la boucle nucléotidique querdiligand inférieur diméthylbenzimidazole
et 'anneau corrine.

La nomenclature utilisée pour décrire les genesidsynthese de la cobalamine differe
selon la voie considérée et présente une certanglexité (Fig. 1.11). Tous les noms
de génes de biosynthese de la cobalamine €éheenitrificans portent le préfixecoh
Chez S enterica en revancheles génes requis pour la biosynthese de cobinamide
sont précédés du préfixebi, tandis que ceux requis pour la conversion de cofhioha

en cobalamine sont désignés par le prétigb De ce fait, par exemple, les germsbA

de P. denitrificans et S enterica codent deux enzymes distinctes; autre exemple,
I'existence ches&. entericade deux genesbiE etcbiT, codant respectivement une précorrine
méthyltransférase et une précorrine décarboxyladers que chezP. denitrificans

ces deux fonctions sont portées par un seul gémenécobL

De fait, les deux voies présentent chacune cerggngs et enzymes spécifiques (Fig. 1.11).
Chez P. denitrificans I'insertion du cobalt est réalisée par la ché&at®ATP-dépendante
aérobie du cobalt composée des sous-unités Cobbs EbCobT (Debusschet al, 1992),

et par deux simples sous-unités ATP-indépendanstianates CbiK ou CbhiX respectivement

chez S. enterica(Raux et al, 1997) et cheBacillus megaterium(Raux et al, 2003).
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Par ailleurs, étant donné l'insertion précoce doattodans la voie indépendante de I'oxygene,
la plupart des intermédiaires de la voie anaératmatrairement & ceux de la voie aérobie,
sont présents sous forme de complexes contenardblalt. Ces intermédiaires requierent
ainsi des enzymes dont la spécificité differe déesale la voie dépendante de I'oxygene.
Une autre différence entre les deux voies résides da méthode employée pour réaliser
la contraction de I'anneau corrine via I'éliminatide I'atome de carbone C-20. En conditions
aérobies, la précorrine 3A est oxydée par I'oxygarmdéculaire, grace a la protéine CobG
qui contient un noyau g8, avec I'élimination subséquente du C-20 sous fodaeétate.
En conditions anaérobies, en revanche, le procedsusontraction de lI'anneau corrine
s'opére grace a l'ion cobalt complexé et a sa depatassumer différents états de valence
(+1 a +3), permettant ainsi I'oxydation, résultaette fois au relargage du C-20 sous forme
d’acétaldéhyde. En résumé, les enzymes CobE, CoblbG, CobN, CobS, CobT et CobW
sont spécifiques de la voie aérobie e denitrificans tandis que CbiD, CbiG et ChiK

ne sont retrouvés que dans la voie anaérob& e@atericgFig. 1.11).

1.6.4 La voie d'utilisation de corrinoides préfogné

Les microorganismes peuvent aussi obtenir la faaotwe du coenzyme;Bpar assimilation

de corrinoides exogenes (voir ci-dessus). Cettee viaquiert I'activité cobalamine
adénosyltransférase (ATP-dépendante) codée pagdasscobO chez P. denitrificans

et btuR chez S. enterica(cobA chez E. col), deux enzymes adénosyltransférases qui,
bien gque n'ayant pas la méme spécificité (Fig. )l.1datalysent les mémes réactions.
Des études de génomique comparative ont montré cgueins organismes possedent
plusieurs enzymes catalysant cette réaction, pkasguelles les adénosyltransférases PduO
et EutT associées respectivement a la 1,3-propainédshydratase et a I'éthanolamine
ammonia lyase chez les entérobactéries (Rodiogtowal, 2003). ChezM. extorquens,

qui possede aussbbQ il a été démontré que I'adénosyltransférase cpdéde géneneaD
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joue un double réle, catalysant d’une part la dgmétape dans I'assimilation de corrinoides
en adénosylcobalamine, et exercant d’autre pdé,naaniére d’'une chaperonne, la fonction
d’escorte du cofacteur adénosylcobalamine lors ale teansfert a la méthylmalonyl-CoA
mutase MCM (Padovargt al, 2009). L'importance de son mécanisme de transfieect

a été prouvée au niveau physiologique par des ®tgdaétigues chekl. extorquens
puisque les niveaux d’adénosylcobalamine diminudinviron 70% chez le mutant

par rapport a ceux de la bactérie sauvage lorsggerneneaDest muté.

1.6.5 La voie de biosynthése du 5,6-diméthylberndanole (DMB) et la voie alternative

de la pseudo-vitamine;B

Il existe deux voies indépendantes pour la synthéseDMB, comme dans le cas
de la synthése de I'anneau corrine. La synthesBMB en présence d’oxygéne survient
par fragmentation du cofacteur flavine et est gat# par I'enzyme BluB (Reret al, 1970;
Tagaet al, 2007). Chez certains organismes anaérobiegntaese de DMB semble dériver
de la voie de biosynthése des purines, cependanhawenzyme impliqguée dans ce processus
n'a encore été décrite (Hollriegt al, 1982). De maniere surprenante, il a été observé
que certains organismes synthétisant I'anneau neoren condition anaérobie,
commeP. shermaniiiet S. entericg dérivent le DMB exclusivement en présence d'oxygée
(Hollriegl et al, 1982; Keck et Renz, 2000). Des travaux réceotg £galement état
de la capacité de certains microorganismes aertilispseudo-vitamine;Bcomme cofacteur
pour toutes leurs enzymes Riépendantes (Andersat al, 2008; Taga et Walker, 2008).
ChezS enterica il a été démontré (Andersat al, 2008) que le DMB prenait en charge
la régulation de la production et de l'incorporatid’adénine en lieu et place du ligand
inférieur @). De plus chez cette bactérie, la synthése dezgosm pseudo-vitamine ;B

requiert les mémes enzymes pour la mise en platadi#mine que pour celle du DMB (CobT,
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CobU, CobS, CobC) (Fig. I1.11). Une multitude devamax récents font d’ailleurs état
d’organismes anaérobies produisant majoritairented pseudo-vitamines ;Ben guise
de corrinoides Clostridium cochlearium(Hoffmann et al, 2000), Lactobacillus reuteri
(Santos et al, 2007), les cyanobactériedostoc commungWatanabeet al, 2007)
et Aphanizomenon flos-aqua@Miyamoto et al, 2006) et l'algueAphanothece sacrum
(Watanabeet al, 2006). Il apparait ainsi que ces composés, émngs considérés comme
des formes de remplacement, sont en fait les @afext majeurs pour de nombreux

organismes.

1.6.6. Réqulation de I'expression génique des vibgelsiosynthése de la cobalamine

Du fait du colt énergétique que représente la hibgge de la cobalamine, I'expression
des genes correspondants nécessite des mécanismesitdble. Cette régulation constitue
pour les microorganismes un avantage certain vogee une nécessité. Il a été démontré
chez les entérobactéries que l'adénosylcobalamémrinne I'expression des enzymes
de biosynthése de la cobalamine via un mécanisqdatéur post-transcriptionnel de type
riboswitch. Cette régulation implique la liaisorratdite d’adénosylcobalamine a la région
5'UTR des genes cibles, empéchant la fixation éesome et la traduction de ces génes
(Nahvi et al, 2004; Vitreschalet al, 2003). Largement répandus chez les bactériesam G
négatif et a Gram positif, ces éléments de contgélestique appelés riboswitches régulent
I'activité de multiples voies métaboliques fondamadas, via la modulation de I'expression
de génes en réponse a des concentrations chargyelntaétabolites (Nahwt al, 2004).
Ainsi chezE. coli, 'expression du génbtuB fortement réduite en condition de croissance
supplémentée en vitaming st régulée en réponse a I'adénosylcobalamineopere au
niveau traductionnel (Rotét al, 1996). Il a pu étre démontré que les ARNuB d’E. coli

arborent un riboswitch dépendant du coenzymeedponsable d’'une répression au niveau
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Figure 1.12. Représentation schématique des voiesttaboliques impliquant le tétrahydrofolate (H,F)

Les genes retrouvés dans la voie spécifique diidatton du chlorométhane chez CM4 sont suivisd'astérisque (cf. aussi ci-dessous, Fig. 11.14).
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traductionnel des protéines de transport de lalaobiae en conditions de concentrations

élevées en coenzymae B

1.7. Le tétrahydrofolate et ses dérivés

Le tétrahydrofolate et ses dérivés (5-méthyH 10-formyl-HF, 5-méthényl-HF

et 5,10-méthyléne-4F), désignés sous le terme générique de folatest wopliqués
dans de nombreuses réactions de transfert ,deCllez I’'homme comme chez la plupart
des organismes, ces réactions participent a lyritioése de molécules fondamentales a la vie
comme les purines et la thymidine monophosphateR)TMu a la régénération d’autres
monomeres essentiels comme la méthionine, obtenparta d’homocystéine. Le folate
est synthétisé par la plupart des plantes, degymiea unicellulaires et des microorganismes,
chez qui, on I'a vu, il contribue de maniere essdiet a la méthylotrophie, mais aussi
a l'acétogéneése par exemple (Fig. 1.7, Madstnal, 2000). Alors que les enzymes
H4F-dépendantes connues sont généralement faiblemgmtmées, de sorte a pouvoir
s'adapter au flux des réactions de biosynthese, lgsebactéries méthylotrophes au contraire,
'assimilation du carbone par le cycle de la séringpose la présence d’enzymes
H4F-dépendantes dont 'activité spécifique et I'eggien sont élevées (Marison et Attwood,
1982). On I'a vu également, les travaux récentsMuextorquensAM1 ont montré que
les enzymes d’interconversion des composés gle€ au tétrahydrofolate sont impliqués
dans l'assimilation du carbone en biomasse plutdé glans la génération d’énergie
par oxydation en C&(Crowtheret al, 2008; Pompeet al, 1999; Marxet al, 2003c, 2005;
Marx et Lidstrom, 2004).

La comparaison des génomes des souches DM4 et AMEcaanment permis de mettre
en évidence la conservation, de maniére généraleces génes cheylethylobacterium

(Vuilleumier et al, 2009). En revanche, la présence chez CM4 d’'wie additionnelle
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dépendante du tétrahydrofolate pour la croissamceles chlorométhane, et fonctionnant
de surcroit dans le sens oxydatif (Studsr al, 2002), revét un intérét particulier
pour l'analyse globale des genes associés au niigémeodu folate dans cette souche
spécifique.

Il existe deux voies métaboliques pour la syntltsé&étrahydrofolate chez. coli (Fig. 1.12).

La premiére de ces deux voies est la voie de bibegede novodu tétrahydrofolate, a partir
de ses précurseurs, le GTP et le chorismate. $texdgalement une voie d’interconversion
des dérivés du tétrahydrofolate permettant sa érgéan. Ces dérivés sont les produits
de réactions impliquant le tétrahydrofolate. Cliezcoli, la voie de biosynthésde novo
du tétrahydrofolate requiert la présence des giaiEesfolB, folK, folP, folC etfolA (ou dfrA
chez d’autres organismed)a synthése d'acid@ara-aminobenzoique nécessite également

la présence des genesbA pabBetpabC

1.7.1. Voie de biosynthéske novadu folate, branche de la ptérine

Des 7 étapes de cette voie de biosynthese (Fig), Iskule la deuxieme étape qui catalyse
I'élimination d’'un pyrophosphate de la dihydronémpte triphosphate n’a pas été clairement
identifiée. Il y a méme une controverse quant andéure enzymatique de cette étape.
Des travaux récents chezB. subtilis ont montré une conversion chimique
du dihydronéoptérine triphosphate en dihydronéapémonophosphate a pH 8,0 et a 37°C.
Cette réaction a toutefois été démontrée dansateditons non physiologiques, en présence
de concentrations élevées de®¥gt de C& (De Saizielet al, 1995). Parmi les arguments
en faveur d’une catalyse biotique, une phosphatisdine (EC 3.1.3.1) catalysant cette étape
a été caractérisée chEzcoli (Suzuki et Brown, 1974). Le géne corresponaanlD est resté
longtemps non identifié, mais sa délétion dengoli conduit a une chute de 10% du pool

de folate (Gabellet al, 2007). Chez.actococcus lactisune protéine présentant une activité
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dihydronéoptérine triphosphate pyrophosphohydrolasété détectée initialement du fait
de la localisation du géne correspond@i® au sein de I'opéroflKEPQS (Klaus et al,
2005). Ces auteurs ont ensuite montré qu’'une wetain de ce géne provoquait également
une baisse du pool de folate et une accumulatiamcaroitante de dihydronéoptérine
triphosphate. Toutefois, la mutatidalQ n'a aucun effet sur la croissance. AinBi, coli

et Lc. lactis possedent d'autres systemes de déphosphorylatapécifiques actifs
sur le dihydronéoptérine triphosphate (Klaetsal, 2005). Ces protéines FolQ et NudD
sont membres d'une famille d’hydrolases relativemeépandue, dénommée Nudix
(pour « nucleoside diphosphate linked to x »),cudédle une activité nucléoside triphosphate
pyrophosphohydrolase est souvent associée (Kéusal, 2005), et dont les membres
pourraient ainsi contribuer a la déphosphorylatiaspécifique du dihydronéoptérine

triphosphaten vivochez de nombreux organismes.

1.7.2. Réactions majeures dépendantes du folateéthbolisme en C

La distribution des genes impliqués dans les étapgeures d’interconversion des composés
en G dépendantes du folate chez les microorganismest@ndiscutées dans une revue
récente (De Crécy-Lagart al, 2007). Parmi ces voies, on trouve la voie desynithese
du pantothénate (ou vitamine 5)B et celle du catabolisme de la sarcosine
(ou N-méthylglycine), un métabolite du sol qui pseatvir de source de carbone et d’énergie
pour de nombreux microorganismes (Fig. 1.12). Leed® synthésde novodu pantothénate,
du moins chek. coli, est bien établie, et démarre par la condensatolu-ketoisovalerate
avec le formaldéhyde pour produire du ketopantoatctivité de I'enzyme ketopantoate
hydroxyméthyltransférase purifiée, codée par le egépanB est dépendante
du 5,10-méthyléne-F et du HF (Sugantincet al, 2003). Le catabolisme de la sarcosine

impligue quant a Ilui, dans sa premiére étape, umeynee hétérotrétramérique
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et bifonctionnelle, la sarcosine oxydase, qui gatala la fois I'oxydation de la sarcosine

et la synthése de 5,10-méthyléng-ta partir du HF (Wagner et Jorns, 1997).

1.8. La révolution génomique

La comparaison des propriétés des différents csgas a toujours constitué un théme
primordial de la recherche en biologie. On a tdabdrd catalogué et classifié en établissant
des comparaisons au niveau morphologique et plogsiqple. A partir de 1780, Lavoisier
initie la révolution moléculaire en biologie en ni@mt que les animaux consomment
de l'oxygene et que le monde vivant peut étre sgmt& comme un ensemble de réactions
chimiques. Aprés l'avenement de I'enzymologie, demicrobiologie et de la génétique,
puis de la biologie moléculaire, le développemer# idchniques de séquencgage des protéines
(insuline; Sanger et Tuppy, 1951) et de 'ADN (Sargf al, 1977, Maxam et Gilbert, 1977),
suivies de la constitution de bases de donnéesodination biologique, a permis de voir
émerger la bio-informatique (« computational bigleg en anglais), avec l'analyse
et la comparaison quantitatives de ces séquences. 1995, les séquences complétes
de génomes de nombreux organismes deviennent ditgmn et les comparaisons
peuvent se faire a I'échelle de génomes entiensdage du 19 octobre 2009, ce sont ainsi
1117 génomes complets qui ont déja été publiés,t di?®@ génomes bactériens

(http://'www.genomesonline.org/gold.cgi).

1.8.1. La génomigue comparative

Ceci a conduit a I'émergence d'une nouvelle disogl la génomique comparative,
qui consiste en l'analyse comparative, structudllgonctionnelle, de génomes de différents
organismes d'intérét. Elle repose sur le principe donservation des séquences

dans les génomes d’organismes apparentés. Ce nodeeaaine de recherche, encouragé
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par le développement de technologies de séquengalyjaut débit, constitue le moteur
de nombreux projets de séquencage et est devemod@ d’exploration privilégié du monde
vivant.

Les approches de génomique comparative ont notammpear but de tirer profit
de linformation de séquence pour comprendre lescgssus évolutifs qui agissent
sur les génomes. Lorsque les contraintes de gsesibnt fortes, comme pour le cas
de I'exposition a un composé toxique, les génomasvent évoluer de facons diverses,
avec la mise en place de mécanismes de résistamice,le détournement du métabolisme
pour [l'utilisation de ce composé comme nutrimentou® les microorganismes,
cette adaptation métabolique peut se faire paalestert horizontal de genes ou d’ensembles
de génes entre différents organismes, conféranavamtage sélectif pour I'hnéte. De fait,
la plasticité génomique du monde microbien et lampance des mécanismes de transfert
horizontal contribuent a remettre en cause la notiéme d’espéce en microbiologie
(Shapiroet al, 2009).

Notre équipe de recherche s'intéresse de prés aquestions, puisque les souches
bactériennes méthylotrophes DM4 et CM4 du gétethylobacteriunétudiées au laboratoire,
qui sont tres proches du point de vue taxonomidueétabolique, présentent une adaptation
spécifigue a différents polluants chlorés. Un ddgedifs des travaux de [I'équipe
est aujourd’hui l'analyse de ces adaptations aweanivde leurs séquences génomiques
par l'approche de génomigue comparative. En effetite a deux projets antérieurs
de séquencage de la souche de référele extorquensAM1 et de la souche
dichlorométhane-dégradank. extorquensDM4 (Vuilleumier et al, 2009), le séquencage
de la soucheMethylobacterium extorquens CM4 et celui de cinqg autres souches

du genreMethylobacteriumavec certaines spécialisations physiologiques tEnatques
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ont été initiées dans le cadre d’'umMethylobacteriumCommunity Sequencing Program »
(Joint Genome Institute / Department Of Energy).

En comparant les génomes de ces souches, on psutiabord définir un « core genome »,
c’est-a-dire un ensemble de génes orthologues cammarqueur d'un ancétre commun
au genre Methylobacterium et a I'espece M. extorquens, mais aussi le génome

dit « accessoire », constitué d’ensembles de gepnefrant une adaptation spécifique,

et dans le cadre de ce travail, I'utilisation dibcbméthane.

Methylobacterium extorquens CM4 plasmid Mchl_NC_011758 849
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Figure 1.13. La fenétre d’analyse de l'interface Mge

Capture d’écran de la zone du plasmide plMCHMdextorquens$CM4 (cf. ci-dessous, Chapitre 1).
Les CDSs annotés sont représentés dans les 6 ailiesture de la séquence par des rectangles
de couleur violette (ou rouge, lorsque le geneé adtnoté manuellement). Les courbes d’'usage
de codon sont superposées sur les CDS prédits atitpiament (courbes bleues). Les rectangles
de couleur turquoise représentent des régionsée&péu des éléments mobiles. Les cartes de synténie
calculées sur un ensemble de génomes, sont remréserau dessous (deux génomes
de Methylobacteriumsont issus de la base de données PkGDB). Comtigtitea ce qui est le cas pour

le plasmide dans la partie supérieure, il n'y a gasnotion de taille dans la carte de synténie :
un rectangle a la méme taille que le CDS auquestiicomparé, et représente un orthologue putatif
entre un CDS du génome comparé et un CDS de leeséguanalysée (ici le plasmide pIMCHL).
De plus, les rectangles homologues sont colorésusuia partie de la protéine avec laquelle celle
de l'objet étudié est alignée. En d'autres termkssque pour plusieurs CDS co-localisés
sur le plasmide de CM4 il y a plusieurs orthologuedocalisés dans I'objet génomique comparé,
les rectangles auront tous la méme couleur etteefidt I'étendue de la synténie, sinon ils seront
de couleur blanche.
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1.8.2. Description des outils bioinformatigues 'dedrface MaGe

Pour mener a bien l'annotation experte des geneMetbylobacterium,nous disposons
de l'interface MaGe (Magnifying Genomes) développee le Génoscope (Evry, France)
(Fig. 1.13). Cet outil integre un ensemble de mdds d'analyses bioinformatiques,
et constitue une base de données relationnelleemant non seulement les informations
relatives aux génomes microbiens (séquences dtatsstournis par les diverses méthodes
d’analyses) mais également une interface web gnaphprenant en compte le contexte
génétique (Vallenett al, 2006).

Le systeme MaGe utilise une base de données ratalie, la PkGDB (Prokaryotic Genome
DataBase) pour le stockage, la modification etckssion a de vastes ensembles de données.
Les caractéristiqgues principales de la PKkGDB sdimitégration de données d’annotation
a partir de génomes bactériens disponibles (la esdogu d’ADN étant systématiqguement
soumise a un processus de réannotation du genaida ke modéles de génes précis) ;
I'intégration de résultats obtenus a l'aide d'urargt nombre d’outils bioinformatiques,
comprenant I'exploration du contexte génétique pecherche de groupes de synténie
entre les génomes comparés ; et enfin des interfa@mhiques pour affiner manuellement
I'assignation automatique des produits de génes.

L'information tirée d'une séquence génomique dépendargement de la qualité
de l'annotation, c’est-a-dire de l'identificationn de la description des séquences codantes
appelées CDS (CoDing Sequences), et de la prédict leurs fonctions. La procédure
utilisée par la plateforme MaGe est d’abord baséed’analyse de I'utilisation des codons
(codon usage), permettant la construction de medaée genes. Le noyau du programme
de recherche de genes de MaGe, appelé AMIGene f{atmo of Microbial Genes)

(Tableau 1.4), permet didentifier automatiquemdes CDS les plus ressemblantes
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Tableau 1.4 Outils utilisés dans la plateforme MaGe

Programmes et

, Fonction site internet
bases de données

AMIGene Annotation de génes microbiens http://wwemgscope.cns.fr/agc/tools/amigene
COG Recherche de groupes de protéines orthologues ttp:/Maww.ncbi.nim.nih.gov/COG
HAMAP Annotation automatique des protéines bactérss http://www.expasy.ch/sprot/hamap

Localisation de domaines et de sites fonctionnafsdes

InterPro L http://www.ebi.ac.uk/interpro
protéines
Petrin Recher9he de sites de terminaisons de la transeript D'Aubentonet al. (1990)
rho-indépendante
PRIAM Profil pour I'identification automatique duétabolisme http://priam.prabi.fr
PsortB Localisation cellulaire de protéines baeténes http://www.psort.org/psortb
RBSfinder Recherche de site d’amarrage des ribacsome http://www.tigr.org/softlab
Rfam Recherche et annotation d’ARN http://www.sarsgeuk/Software/Rfam
SignalP Prédiction de peptide signal http://www.dhsdk/services/SignalP
TMHMM Prédiction d’hélices transmembranaires probéis http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM

tRNAscan-SE Recherche de tRNA http://lowelab.uckgt®NAscan-SE
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sur un large contig ou une séquence complete denggactérien. Les codons d'initiation
(start codon) sont confirmés grace au programme fiRBS (Tableau 1.4), qui permet
la recherche de sites d’amarrage des ribosomes dienségions extragéniques. Les genes
codants des ARNt et les riboswitches sont idestifiéspectivement par tRNAscan-SE
et Rfam (Tableau 1.4). Enfin, le programme Petennpet de déceler des sites de terminaison
de la transcription rho-indépendante (D’Aubentomatzet al, 1990).

Les produits de génes potentiels identifiés sontré® a une analyse bioinformatique incluant
une recherche d’homologies par BlastP contre |& lblesdonnées de séquences protéiques
non redondantes UniProt. La recherche plus fingimédarités de séquences avec des familles,
motifs et domaines protéiques se fait grace auxgles de données COG et InterPro
(Tableau 1.4). Une classification des genes codastenzymes réalisée a I'aide du logiciel
PRIAM permet la reconstruction de voies métabokg&ableau 1.4). Une annotation
fonctionnelle peut étre attribuée aux familles deotgines les mieux caractérisées
expérimentalement grace a HAMAP (High Quality Autied and Manual Annotation
of Microbial Proteomes) (Tableau 1.4). Enfin la dtisation cellulaire de la protéine annotée
peut étre prédite par le programme PsortB. Lesrpromes TMHMM et SignalP permettent
également l'identification de caractéristigues cutales et la localisation des protéines
putatives comme la présence de régions transmesiteanou des séquences peptidiques
signal.

L’'une des innovations majeures du systéme MaGedeestveloppement d’'une méthode
supplémentaire basée non pas sur les similaritésédeences mais prenant en compte
le contexte génétique (Fig. 1.13). Cette méthogese sur le principe de synténie, c’est-a-dire
la conservation de I'ordre des génes dans des isrgasa différents. La méthode Syntonizer,
s’appuyant sur une approche graphique, permetsimhger les correspondances de groupes

de plusieurs génes homologues consécutifs commutifféaents génomes et de prendre
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en compte les réarrangements chromosomiques, lEsons de paralogie et/ou de fusion

de genes, les inversions segmentales et les ms&idilétions.

1.9. Objectifs du projet de these

L'objectif général du projet de thése a été de kbfr, en utilisant la souche CM4
comme modéle, la compréhension des bases molésulde la dégradation bactérienne
du chlorométhane, dans une perspective de valonsaties ressources génétiques
de l'environnement et de l'utilisation de ces cdesances pour la dépollution de sites
contaminés par des méthanes chlorés.

Les bactéries du genr®lethylobacterium capables d'utiliser une variété de composés
monocarbonés comme source de carbone et d’énevgielgur croissance, offre un cadre
de choix pour I'étude de la dégradation du chlorivauée, avec comme atout supplémentaire
et nouveau au démarrage du projet de these, la eniggelace d’'un projet de séquencage
et de génomique comparative de huit souddeshylobacteriumau sein d’'un consortium
international, dont celui de la souche chlorométhdégradante CM4, avec comme objectif
d’étudier I'évolution et l'adaptation a différenteontraintes environnementales au sein
d’'un méme groupe taxonomique. Le génome de la sodicilorométhane-dégradante DM4,
entierement séquencé et assemblé au Génoscopeddjtaidisponible depuis mars 2006,
et celui de la souche de référende extorquensAM1, disponible depuis 2003 a I'état
d’ébauche, a été terminé courant 2006.

Mon premier objectif concret a été de reprendrd’gpprofondir I'étude de la dégradation
microbienne du chlorométhane par la souche CM4jéirda 'ETH de Zurich en 1997
dans le cadre de la these de Alex Studer souten@8@l, en profitant du contexte favorable
lié au séquencage de la souche CM4 pour établs Bénuipe les approches de génomique

comparative et de génomique fonctionnelle, en @aiér la protéomique.
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Un volet complémentaire de mon projet de thése msisté a explorer la diversité

des bactéries chlorométhane-dégradantes de laopplitre. En effet, la détermination
du bilan atmosphérique global du chlorométhanejapé un réle majeur dans la destruction
de l'ozone stratosphérique, est rendue difficile fm méconnaissance de l'importance
des sources de chlorométhane d'origine végétale naueau de la phyllosphere,

et de la capacité des bactéries associées auweplane dégrader. L'objectif ici était double.
D'une part, il s'agissait disoler de nouvelles ebes chlorométhane-dégradantes
a partir de feuilles de plantes, ce qui n'avait @dé tenté auparavant. D’autre part,
le but était de développer au laboratoire les sutié biologie moléculaire, et de PCR
en particulier, susceptibles de contribuer a laad@risation de telles bactéries du point
de vue structurel (en ciblant le géne universel’lABN 16S) et fonctionnel (en ciblant

les génesmuconnus pour leur role dans la dégradation du chiétbane).
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Exploration génomique de I'adaptation au chlorométiane

chezMethylobacterium
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Tableau II.1. Comparaison des caractéristiques génales de trois génomes dblethylobacteriumextorquens

Trait génotypique Souche CM4 Souche DM4 Souche AM1
Chromosome Plasmide Plasmide Total Chromosome Plasmide asmple Total Chromosome  Mégaplasmide Plasmide Plasmide asmRle Total
p1MCHL p2MCHL plMETDI p2METDI plMETAL p2META1 p3META1
Taille (pb) 5777908 380207 22617 6180732 5943768 141504 5738 6123851 5511322 1261460 44195 37858 24943 6879778
GC (%)* 68.2 66.3 63.8 68.0 68.1 65.3 63.7 68 68.7 67.7 67.9 65.2 66.9 85 6
Régions répétées (% ) 8.7 6.8 0.6 8.6 9.3 1.6 0 9.1 8.2 8.1 0.2 4.9 0.3 8.1
Genes 6212 423 46 6681 5857 137 41 6035 5315 1318 46 45 35 6759
Protéines 6136 423 46 6605 5769 137 41 5947 5227 1312 46 45 35 665 6
Taille moyenne des CDS (bp) 850 870 456 850 890 903 822 890 905 847 823 693 537 892
Intergénique (pb) 1475 163.1 127 148.4 180.3 312.8 202.6 83.51 178.1 167.7 163.1 229.2 160.6 176.3
Densité codante (%) 85.2 82.1 82.7 85.0 83.4 66.8 77.7 83.0 84.2 84.1 78.9 73.1 69.8 84.0
Opérons rRNA 5 0 0 5 5 0 0 5 5 0 0 0 0 5
tRNA 61 0 0 61 58 0 0 58 57 6 0 0 0 63
#Moyenne
° D'aprés l'algorithme Nosferatu (Valleretal., 2006)
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2.1 Le génome de CM4

Le génome deéMethylobacteriumextorquensCM4, d’une taille de 6,18 Mb, est constitué
de trois entités génétiques. Un chromosome cineulde 5,77 Mb comprend 6212 objets
génomiques prédits par I'outil MaGe, et deux plaisi Le premier plasmide de 380 kb,
appelé pIMCHL, contient 423 objets génomiques. trt&aplasmide, de taille plus réduite
(22 kb) et nommé p2MCHL, présente 46 objets génoesig(Tableau 11.1). Le génome
présente un contenu moyen en GC de 68%, typiquawutess génomes déethylobacterium
(Tableau 11.1). Contrairement au chromosome, lessogpes p1MCHL et p2MCHL
ont un contenu moyen en GC plus faible, de 66,83e8% respectivement (Tableau 11.1).
Les chromosomes des souches CM4, AM1 et DM4 camiein 5 copies de I'opéron
des genes ribosomiques (5S, 16S et 23S) de séquessentiellement identique.
Ceci confirme l'affiliation de ces trois souchemanéme espece (Fig. I.1) (Kagbd al, 2005).
La région intergénique séparant les génes d’ARNB 6 23S est de taille identique
d’'un opéron ribosomique a l'autre dans une mémelsmumais présente une taille variable
de 679, 902 et 601 pb chez les souches CM4, AMIMt respectivement. Ces variations
de taille des régions intergéniques ont aussi @sesna profit pour suivre de maniere
culture-indépendante la structure et I'évolutiors geofils taxonomiques de communautés
microbiennes incluant dégethylobacteriun{cf. par exemple Knieét al., 2008).

Par rapport aux génomes des souchés extorquensAM1 et DM4 déja analysés
(Vuilleumieret al, 2009), le génome de CM4 ne présente pas detéastiques particulieres
au niveau de la taille du génome, du nombre deonégiépétées, de la densité en région
codantes ou au niveau de la taille moyenne des €@D&gions intergéniques (Tableau I1.1).
En revanche, le contenu et la distribution en Bjence d’insertion) different entre CM4
et les autres souches. Les génomes des soucheseABIW4 comportent 14 familles d’lS

pour environ 42 IS répertoriées (Vuilleumetral, 2009).
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M. extorquensDM4 / M. extorquensAM1 / M. extorquensPAl
M. extorquensCM4

M. populi (R0022)

M. populi (R0029)

M. populi (R0042)

M. populi (R0013)

M. populi (RO036)

M. rhodesianunRXM

M. podarium
M. suomiense
|_| —— M. rhodesianun.20850

L—— M. zatmani

L — M. extorquengCM 2802

— _,— M. rhodinum

M. organophilumICM 2833

M. adhaesivum

M. hispanicum

M. fujisawaense
M. radiotolerans(R0044)
M. radiotolerans(R0O076)
M. radiotolerans(R0051)
M. radiotolerans(R0073)
M. radiotolerans(R0013)
M. variabile
— M. aquaticum
M. isbiliense

‘ [ M. sp. 4-46(R0021)

M. sp. 4-46(R0051)

M. sp. 4-46(R0059)
—'_‘ M. sp. 4-46(R0070)

M. sp. 4-46(R0033)
M. sp. 4-46(R0029)

L— M. nodulans

[ H. denitrificans

| Methylopila capsulata Roseovariusp. 179
r—— Rhodopseudomonas palustris
L———— Bradyrhizobium japonicum

0.01

Figure II.1. Arbre phylogénétique réalisé a partird’'une analyse des séquences des genes

d’ADNr 16S d’Alpha-Protéobactéries situanies positions des représentantes
du genreMethylobacterium

L’arbre précise également les positions des enttésséquences des genes d’ADNr 16S disponibles
dans les bases de données avant I'obtention desisées génomiques complétes des bactéries
appartenant au gentdethylobacterium Les bactéried. extorquensCM4 et DM4 (nommées
pour un temps dans les bases de données respe@inévh chloromethanicumCM4

et M. dichloromethanicumDM4) appartiennent toutes deux a l'espéldle extorquens
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La souche CM4 porte seulement 32 IS réparties efandilles dont 8 IS spécifiques
a la souche CM4 nommeées ISMchl a ISMch8 (16 cgpids)S retrouvées chez la souche
AM1 (3 copies de ISMex5; 2 copies de ISMex3, ISBEKk et ISMex12 ; une copie
de ISMex24) et 5 IS apparentées a ISMdi3 retrouvde=z la souche DM4 (données
personnelles de Ming-Chun Lee et Christopher J.xMbkarvard University, Cambridge,
Etats-Unis). Par ailleurs, les génomes de ces tsoisches varient quant au nombre
et a la taille des épisomes. En effet, le génomé d®uche AM1 totalise 6,88 Mb réparti
en 5 réplicons sur lesquels 6665 objets génomiqids5% de GC) sont prédits
un chromosome circulaire de 5,51 Mb, un mégaplasndiel 1,26 Mb et trois plasmides ;
p1IMETAL, p2METAL et p3METAL, respectivement de 88 et 25 kb (Tableau Il.1).
Le génome de DM4 (6,12 Mb) présente quant a lutatal de 5947 objets génomiques,
et comme CM4 est constitué de 3 réplicons: un mbemme circulaire de 5,94 Mb,
deux plasmides pIMETDI de 141 kb et p2METDI de B&kableau 11.1).

Les chromosomes des trois souches sont remarquatiiesimilaires en terme de contenu
de génes et de synténie (Fig. 1.2). Les géneshdanmosome de CM4 possedent, pour 72
et 78% d’entre eux, des homologues proches (pludsée d’identité) de taille équivalente
sur les chromosomes des souches AM1 et DM4 respettint. Parmi ces genes, environ
89% présentent des homologues a plus de 95% diélesur les chromosomes
correspondants, soulignant les relations d'orthielate ces génes dans les trois souches.
Toutefois, une région de 130 kb du chromosome del @st en synténie avec une région
de taille équivalente du mégaplasmide de AM1 (Hig3). Cette région comporte
de nombreuses protéines hypothétiques ou de fmscinwonnues, ainsi qu’'un grand nombre
d’'intégrases et de transposases. De maniére reaidegua méme région est retrouvée

sur le chromosome de DM4 (Vuilleumieet al, 2009) (Fig. 11.3). L'association
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M. extorquen€M4 (chromosome; 5.77 Mb)

mau(66 kb) N T R \ | !

flot génomique [ ‘ il
-

dem(126 kb) o

I
Sl i/
- Tl

| | [ |[I1|I| |
| I |

M. extorquen®M4 (chromosome; 5.94 Mb)
Figure 11.2. Représentation schématique de I'étendeide conservation de blocs

d’au moins 8 genes entre les chromosontes souches CM4 et DM4

Les chromosomes visualisés sous forme linéairet stignés grace a LinePlot dans MaGe.
Les relations synténiques comprenant au moins &syéont représentées par des lignes pourpres
si les génes sont retrouvés sur le méme brin, owWes lignes bleues si ceux-ci sont sur des brins
opposés. Les transposases et éléments d'inserti®)y (es opérons ARNr et les ARNt

y sont représentés respectivement par des traitouleur rose, bleue et verte. Parmi les segments
génomiques non partagés, deux Tlots génomiquestérpositionnés a l'aide de fleches en pointillé.
La région mau d'utilisation de la méthylamine est absente duomitosome de la souche DM4
(Vuilleumier et al,, 2009). Le chromosome de la souche CM4 portgéagsmauau niveau d'un ilot
génomique de 66 kb différent de la souche AM1. Séalsouche DM4 porte I'llot génomiqaem

de 126 kb comportant les genes d'utilisation dinldiométhane (Vuilleumiegt al, 2009).

M. extorquensCM4 (chromosome; 5.77 Mb)

M. extorquen®AM1 (mégaplasmide; 1.26 Mb)

M. extorquen©M4 (chromosome; 5.94 Mb)
Figure 11.3. Une région d’environ 130 kb du mégaplamide de AM1 figure
sur le chromosome des souches déchlorante

Les réplicons visualisés sous forme linéaire stighés grace a LinePlot dans MaGe. Les relations
synténiques comprenant au moins 8 genes sont expéés par des lignes pourpres si les génes
sont retrouvés sur le méme brin ou par des ligiegeb si ceux-ci sont sur des brins opposés.
Cette synténie de 140 CDS environ précédemment déssite entre le mégaplasmide de AM1
(milieu) et le chromosome de la souche DM4 (en k&siilleumier et al, 2009), est retrouvée

dans le chromosome de la souche CM4 (en haut), padsdans la souchd. extorquensPAl
(données non montrées).
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de cette région a deux chromosomes (CM4 et DM4in dlasmide (AM1) et son absence
dans une des souches (PAl, donnée non montrékgspeceM. extorquens suggerent
une plasticité récente de ces génomes, acquise lapspéciation de I'espeegtorquens

La distribution en catégories fonctionnelles d’ageeclassification COG (clusters de groupes
orthologues) des ORFs des génomedVdeextorquensCM4, AM1 et DM4 ne révele pas
de difféerences majeures (Tableau II.2). Environ 2886 CDS du chromosome de CM4
sont impliqués dans les processus et la signasatellulaires, 14% dans le stockage
et le traitement de l'information, 38% dans le rbétsme et le transport. La proportion
de CDS chromosomiques prédits, appartenant a ansmoi groupe COG est inférieure
pour le chromosome de CM4 (64%) que pour les chsomes des souches AM1 et DM4
(70 et 72%, respectivement). Cette différence tefeans doute le fait que I'annotation
manuelle n’a pas encore été finalisée pour le géndenCM4, les prédictions automatiques

étant parfois douteuses pour certains CDS.

2.2 Le plasmide p1MCHL porte les genesmu d'utilisation du chlorométhane

Le petit plasmide p2MCHL de 22 kb ne contient augane de fonction connue, &tpriori

ne présente pas de propriétés particulieres. Eanoke, I'analyse montre que I'ensemble
des génes connus pour leur association a l'uitisadu chlorométhane chez CM4 est porté
par le plasmide pIMCHL.

Le plasmide p1MCHL présente un pourcentage en G&3%) |égérement inférieur
a la moyenne retrouvée dans le reste du génome) (@38 423 objets génomiques prédits
automatiquement sur ce plasmide (Tableau Il.1), 5686 CDS prédits appartiennent
a au moins un groupe COG. Une forte proportionee@DS (19%) code pour des fonctions
liées a la réplication, la recombinaison et la répan d’ADN (Tableau 1I.2). Ce plasmide

présente un nombre important d’éléments d’inseidigt 18 IS soit environ 4% des CDS
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Tableau I1.2. Classes fonctionnelles (CO% des CDSs prédits des réplicons dd. extorquensCM4 et comparaison de la répartition des classes da deux autres génomes

de Methylobacterium extorquens

N CM4 AM1 DM4
Processus Description des classés Chromosome plMCHL p2MCHL Classe (%) Processus (%)Classe (%)Processus (%) Classe (%processus (%)
D: CopFrole du cycle cellulaire, division cellulajr 52 6 1 0.89 0.9 0.94
répartition chromosome
M- Paroi cellulaire / membrane / biogénese de 319 8 nd® 2.95 501 528
I'enveloppe
N- Motilité 161 5 2 2.54 2.67 2.49
O-Modification posm:gducuonnelles, 213 9 nd 3.36 387 43
renouvellement protéines
Processus et
signalisation T-Mécansimes de transduction du signal 438 19 1 6.93 22 6.66 23 7.42 24
cellulaires U- Traffic ulai L
- Traffic intracellulaire, sécrétion, transport 04 4 1 150 183 153
vésiculaire
V- Mécanismes de défense 126 6 2 2.03 1.98 242
W- Structures cellulaires nd nd nd nd 0.02 ND
Z- Cytosquelette nd nd nd nd 0.02 ND
B- Structure et dynamique de la chromatine 3 nd nd 0.05 0.06 0.08
Stockage et J- Traduction, structure des ribosomes et biogénese 232 5 nd 3.59 3.53 3.95
traitement de 15 17 16
l'information K- Transcription 311 25 3 5.13 5.25 5.78
L- Réplication, recombinaison et réparation 305 81 1 5.86 7.95 6.34
C- Production et conversion d'énergie 323 5 nd 4.97 5.21 6.07
E- Transport et métabolisme des acides aminés 598 24 nd 9.42 9.18 10.69
F- Transport et métabolisme des nucleotides 113 3 nd 76 1. 1.85 1.85
G- Transport et métabolisme des carbohydrates 300 13 nd 4.74 5.01 5.35
Métabolisme , X 37 37 42
H- Transport et métabolisme des de coenzymes 176 23 nd 3.01 2.88 3.03
|- Transport et métabolisme des lipides 208 6 nd 3.24 33 3.7
P- Transport et métabolisme d'ions inorganiques 437 20 nd 6.92 7.13 7.77
Q- Biosynthese de metabolltes secondaires, 175 8 nd 277 278 3.06
transport et catabolisme
R- Prédiction de fonction générale uniquement 750 31 d n 1182 11.9 13.23
17 18 19
S- Fonction inconnue 343 11 1 5.37 5.66 5.99
Autres
CDSs ayant au moins un résultat COG 3924 237 10 4171 63 4408 66 4180 70
CDSs totales prédites 6136 423 46 6605 6665 5947

?Seule la prédiction COG présentant le meilleurs@st prise en compte pour chagque CDS

® D'aprés Tatusoet al., 2003
°nd, non détecté

prédits, et de nombreuses transposases. L'impatdecces éléments souvent impliqués
dans des remaniements génétiques explique satesldqrésence de nombreux pseudogénes
au nombre de 37, qui représentent 8% du total @3 |@eédits du plasmide.

De maniére remarquable, les deux clustensi précédemment décrits (Vannedli al, 1999)

se trouvent distants de 21 kb seulement sur désnggrésentant un contenu en GC atypique
mais dépourvues d’éléments mobiles (Fig. 1l.4).sRlurs autres régions du plasmide
présentent des variations du taux de GC, certai@stre elles concentrent un nombre

important d’éléments mobiles a leurs extrémitépeesves (Fig. 11.4).
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Nous avons choisi de définir la régiammu comme la région du plasmide, désormais
plus étendue et d'un seul tenant, comprise entrex d@éments mobiles successifs,
et flanquant les genes d’utilisation du chloromathdFig. 11.5). Cette régioemu s’étend
sur 138 kb environ, de part et d'autre de la coonde O du plasmide, fixée de maniere
arbitraire aprés assemblage de sa séquence. Leslonoées du plasmide seront
peut-étre revues a l'occasion de l'analyse comparabpprofondie des 8 génomes
de Methylobacteriumet de leurs 26 plasmides (cf. Chapitre V, Fig.)Vrécemment initiée
par le laboratoire en collaboration étroite avegiteupe du Prof. Chris Marx a Harvard.
Ainsi, un segment de 40 kb du plasmide pIMCHL (Hig.) contient les deux clustecsnu
décrits précédemment (Vannedit al, 1999). Le géngaaElike jusqu’alors non identifié
dans la souche CM4 mais co-localisé avec les gemes dans d'autres bactéries
chlorométhane-dégradantes (cf. Chapitre IIl, Fig.2) est présent sur le plasmide,
entre les deux clustersmu précédemment décrits pour CM4 (Vanneliial, 1998, 1999;
Studeret al, 2002) (Fig. 11.4). De la méme maniéere, les geinedB et hutl sont localisés,
dans cet ordre, en aval du gesreuA Au-dela de la confirmation de la présence desgen
cmuABC, cmudike, metF2, purU, folD, folC2paaElike, fmdBet hutl, cette zone étendue
de 65 kb comporte aussi 15 genes impliqués dabimsgnthese de la cobalamine, et 8 genes
codant des transporteurs putatifs du cobalt etadeobalamine et de ses dérivés (Fig. I1.5).
Cette région contient aussi 25 genes codant posipdatéines hypothétiques de fonctions
inconnues, et plusieurs géenes codant pour desipestéle transport avec comme substrats
potentiels le chlorure et le cobalt, de nombreusesymes de modification de I’ADN,
une glycérate kinase, plusieurs genes codant pas mgulateurs ou des facteurs
de régulation (Fig. 11.5).

A noter que le plasmide p1MCHL présente une pareet@arquable avec le plasmide

p1IMETDI de la souche dichlorométhane-dégradante DV fait, parmi les CDS prédits
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p1MCHL
380 kb
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Figure 11.4. Plasmide pAMCHL d'utilisation du chlor ométhane cheM. extorquensCM4

Les clusters 1 et 2 distants de 21 kb contiennenis tles génes essentiels d'utilisation
du chlorométhanec(ny répertoriés avant le séquencage du génome (Mamtehl, 1999; Studer

et al, 2002). L'’ensemble de cette région couvre 40 &bladrégioncmu du plasmide de 380 kb.
Les zones S1, S2, S3 correspondent & une régi@® dd conservée entre le plasmide pIMCHL
et le plasmide pIMETDI dil. extorquendDM4. Le plasmide p5Mrad dd. radiotoleransJCM2831

ne présente qu'une synténie au niveau de la régdiicf. Fig. Il.1 et Tableau 11.3). La région S4
présente une synténie avec une région dupliquéehdumosome de la souche dichlorométhane-
dégradante DM4 (cf. Tableau I.4). Les cercles éspntent depuis I'extérieur : 1, pourcentage
de déviation GC (GC fenétre — GC moyen) dans unétfe de 1000 pb; 2, CDS prédits transcrits
dans le sens des aiguilles d’'une montre; 3, CD8itgré&anscrits dans le sens contraire des aiguille
d’'une montre; 4, GC skew (G+C/G-C) dans une fend¢rd 000 pb; 5, éléments transposables (rose)
et pseudogénes (gris).
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sur le plasmide pALMETDI de DM4, 47% ont un homolguoche (plus de 50% d’identité
au niveau protéique) sur le plasmide pIMCHL de CHHd.effet, trois régions du plasmide
p1IMCHL (S1, S2 et S3) sont retrouvées en syntémiglus de 8 genes sur le plasmide
p1IMETDI (Fig. 1.4 et 11.6). Ces trois régions, atisant 69 kb environ, représentent 13%
du total des CDS prédits du plasmide plMCHL. Cagorés de synténie ne présentent
que peu dIS (Fig. 1.4) et comprennent les geneslant des protéines impliquées
dans des fonctions de transfert (S1) et de rémitdS3), ainsi qu'un systeme de sécrétion
(S2) et de nombreuses protéines hypothétiquesdaall.3). Deux de ces régions (S1 et S3)
sont également partiellement retrouvées en syntésig le plasmide p5Mrad
deM. radiotoleransJCM2831 (Fig. 11.6).

De maniére plus détaillée, les gendsa identifiés sur le plasmide pl1MCHL
(Mchl_5572 ; Mchl_5573; Mchl_5574 ; Mchl_5575) emd pour des enzymes putatives
impliquées dans des fonctions de transfert parugangon. Celles-ci présentent un minimum
de 75% d’identité au niveau protéique avec les yitedles genesa du plasmide pIMETDI.
Les protéines Tra présentent également de fortesgasiés de séquence (entre 35 et 50%
d’identité) avec les protéines Tra identifiees cHeg Rhizobiales. Les génegpABC
(Mchl_5615 ; Mchl_5616; Mchl_5617) codant pour dgwotéines impliquées
dans la réplication, sont organisés en opérong€rss sont également conserveés et retrouves
en synténie sur le plasmide p1METDI de DM4, ainsie gsur le plasmide p5Mrad
de la souchél. radiotoleransJCM2831 (Fig. 1.6 et Tableau 11.3). Les prodyi®téiques
des geéenesrepABC de CM4 sont essentiellement identiques (99% dtitBn
avec ceux codés par les genes du plasmide pIMEPIMETDIO008 a p1IMETDI0010)
(Tableau 11.3). Des génes de ce type sont aussimtor@ment retrouvés chez les Rhizobiales
(Cevallos et al, 2008), et ont également été identifiés danstltlcm du chromosome

de DM4 (données non montrées), suggérant une erajitrachromosomique de cette région
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metallophosphoestérase)
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Figure I1.5. Représentation de la régioncmu du plasmide circulaire p1MCHL
étendue a 138 kb

Régions de 284 a 380 kb puis de 0 & 90 kb du ptespilMCHL d’'une taille de 380 kb. Le premier
géne et la coordonnée initiale de chaque ligne Bahiqués pour faciliter I'orientation. La région
des génes de réplication putatifs, homologue & abll plasmide p1METDI, est localisée ailleurs,
aux alentours de 190 kb. Sont indiqués les géresntsls a la déchloration du chlorométhane (rquge)
les autres genes essentiels & la croissance shto®meéthane (noir), ou retrouvés dans le contexte
des génescmuABC chez les bactéries méthylotrophes ;CHlégradantes (orange); les génes
impligués dans la biosynthese de la cobalaminee)rosl son transport (violet), les autres genes
de transport (jaune); les genes codant pour d'sugreymes (bleu foncé), les genes de régulation
(y compris sensing, signalling, et autres facteemsbleu ciel); les génes de transposase (veréjaetc
les autres genes de modification de [I'ADN (incluantecombinases, intégrases,
metallophosphoesterases, en vert clair). Les géodant pour des protéines de fonction inconnue
(« hypothetical protein/conserved hypothetical @rot») sont indiqués en blanc. Les IS détectés
par le logiciel Oasis (MC Lee et CJ Marx, commutiara personnelle) sont indiqués. Les génes
présents sous forme de fragments seulement saguéslen pointillé. L'étoile indique la localisatio
d’un riboswitch spécifique de la cobalamine (httpyw.sanger.ac.uk/cgi-bin/Rfam/getacc?RF00174).
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(Vuilleumier et al, 2009). Les genesepABC du plasmide de CM4 présentent toutefois
une similarité de séquences plus importante paus leomologues sur le plasmide de DM4
que pour leurs paralogues chromosomiques. En csinolu il apparait clairement
que ces genesepABC sont associés, dans les génomes des souches CNDM4t
respectivement, aux genes de déchloration plasoedigpour le chlorométhane chez CM4,
et chromosomiques pour le dichlorométhane chez DM4

Une derniere région du plasmide pIMCHL présentesyné&nie unique (S4) avec une région
du chromosome de la souche DM4 (Fig. 11.4 et Tabléd). De maniere assez surprenante,
cette région est dupliquée sur le chromosome dedahe DM4Tableau 11.4). Cette synténie
comporte des genes codant pour une série d’enzymes caractérisées, notamment
une homospermidine synthase impliguée dans la éyatlle polyamine, une phosphosérine
aminotransférase SerC impliquée dans la biosynttiéda sérine et du coenzyme pyridoxal
5’-phosphate chekE. coli, une glutamate déshydrogénase, une désaturasedepdndante
De plus, 'une des CDS comprise dans cette réghdohl 5457) code potentiellement
pour une 2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclodiphospha synthase IspF, présentant
une tres forte identité de séquence (plus de 94%nigeau protéique) avec l'un
des domaines d'une enzyme bifonctionnelle IspDFC{@&éthyl-D-érythritol 4-phosphate
cytidylyltransférase / 2-C-méthyl- D-érythritol 2¢§clodiphosphate synthase) dont le géne
impliqgué dans la synthése d'isoprénoides, est uwefrodans les génomes de CM4
(Mchl_3018), AM1 (META1_3018) et DM4 (METDI3585)t eppartient donc au « core
genome » deM. extorquens Or, la souche DM4 possede comme CM4 une duplication
de ce géne (METDI4485) alors qu'il est absent doog#&e de la souche AM1. Des travaux
futurs auront a établir le lien éventuel de cesegesvec la capacité commune d’utilisation

des méthanes chlorés comme substrat de croissas@®dches DM4 et CMA4.
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Tableau I1.3. Parenté de fonctions de réplicationtede transfert entre les épisomes pIMCHL, p1METDEkt pSMrad

Régions de Produit Gene de CM4 Orthologues® sur d'autres plasmides
synténie® c
p1MCHL p1METDI p5Mrad

protéine hypothétique Mchl_5546 p1METDI0O092
protéine hypothétique Mchl_5547 p1METDIO094
protéine hypothétique Mchl_5548 p1METDIO094
protéine hypothétique Mchl_5549 p1METDIO095 Mrad2831_6052
prevent-host-death family prott Mchl_555( p1METDIO096"
protéine hypothétique Mchl_5552 p1METDIO098
PilT protein domain prote Mchl_555¢ p1METDIO10C" Mrad2831_605
protein of unknown function DUF736 Mchl_5555 p1IMETDOR Mrad2831_6057
domain of unknown function DUF1738 Mchl_5558 p1METDO2 Mrad2831_6049
protéine hypothétique Mchl_5559 p1METDIO105 METRAp_B32
protéine hypothétique Mchl_5563 p1METDI0O109

s1 ParB domain protein nuclease Mchl_5564 p1METDIO110 dag81_6053
probably methylase/helicase Mchl_5567 p1METDIO111
protéine hypothétique Mchl_5568 p1METDIO112 Mrad28315%
protéine hypothétique Mchl_5569 p1METDIO113 Mrad2831_6059
protéine hypothétique Mchl_5570 p1METDIO114
protéine hypothétique Mchl_5571 p1METDIO117
TraG putative (IPRO03688) Mchl_5572 p1IMETDIO118 Mrad2831_6100
TraD putative de transfert par conjugaison Mchl_5573 p1METDIO119 Mrad2831_6101
TraC-like (IPR01293( Mchl_557¢ p1IMETDIO12( Mrad2831_610."
TraA putative de transfert par conjugaison Mchl_5575 p1METDIO121 Mrad2831_6103
protéine hypothétique Mchl_5578 p1METDIO122
potéine Fic de filamentation AMPc inductible Mchl 786 p1METDIO123
protéine hypothétique Mchl_5580 p1METDIO124
protéine hypothétique Mchl_5591 p1METDIO125
protéine hypothétique Mchl_5592 p1METDIO126
protéine hypothétique Mchl_5593 p1METDIO127
protéine hypothétique Mchl_5594 p1METDI0128
protéine hypothétique Mchl_5595 p1METDIO129
protéine hypothétique Mchl_5596 p1METDIO130
protéine hypothétique Mchl_5597 p1METDIO131
protéine hypothétique Mchl_5598 p1METDI0132

S2 protéine hypothétique Mchl_5599 p1METDIO133
protéine hypothétique Mchl_5600 p1METDIO134
protéine hypothétique Mchl_5601 p1METDIO135
protéine hypothétique Mchl_5602 p1METDIO136
protéine E, systéme de sécrétion de type Il MchI3560 p1METDIO137
protein de fonction inconnue DUF882 Mchl_5604 p1MEUL88
protéine hypothétique Mchl_5605 p1METDIO139
protéine hypothétique Mchl_5606 p1METDIO140
protéine hypothétique Mchl_5607 p1METDIO141
peptidase M23 Mchl_5608 p1METDIO001
protéine hypothétique Mchl_5609 p1METDIO002
protéine hypothétique Mchl_5610 p1METDIO003
protéine hypothétique Mchl_5611 p1METDIO004
protéine hypothétique Mchl_5612 p1METDIO005
protéine hypothétique Mchl_5613 p1METDIO006
transposase putative Mchl_5614 p1METDIO007

S3 protéine RepA de partition plasmidic Mchl_5615 p1METDIO00¢ Mrad2831_591.
protéine RepB de partition plasmidic Mchl_5616 p1METDIO00¢ Mrad2831_591:
protéine C de réplicatic Mchl_5617 p1METDIO01( Mrad2831_591."
protéine hypothétique Mchl_5620 p1METDIO011
protéine putative de réplication de I'ADN plMCv2_027 p1METDIO014
transposase (fragment) Mchl_5621 p1METDIO014
transposase putati Mchl_562¢ p1METDI0014"
transposas Mchl_562¢ p1METDI004C"

# Entre pIMCHL et pIMETDI

bOrthologues présents sur les plasmides pIMETDIMd bu pSMrad dé. radiotoleransJCM2831 (Mrad2831_NC_010510) présentant sauf

indication contraire un minimum de 50% d'identitéréveau protéique avec la protéine correspondiaEl MCHL

° Geénes également retrouvés en synténie
d Orthologues présentant entre 30 et 50% d'idestitéiveau protéique avec la protéine correspondinfEl MCHL
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M. extorquen®M4
i (plasmide p1METDI; 141 kb)

M. extorquen&M4
(plasmide p1IMCHL; 380 kb)

M. radiotoleransICM2831
(plasmide p5Mrad; 586 kb)

Figure 11.6. Conservation de fonctions de transfertet de réplication de 3 plasmides
de 3 souches du genkdethylobacterium

Représentation schématique des synténies entrelamide plMCHL de CM4 (au milieu)

et les plasmides pIMETDI de DM4 (en haut) et p5MdaoM. radiotoleransJCM2831 (en bas).
Les plasmides représentés sous forme linéaire, adimmés par LinePlot dans MaGe. Les relations
synténiqgues comprenant au moins 8 génes sur lesesn@énins sont représentées par des lignes
pourpres et sont désignées S1, S2 et S3 pournésngys entre les plasmides pIMCHL et pIMETDI.
Ces régions comportent des fonctions de transfete eéplication, détaillées dans le Tableau 11.3.
La région S3 est éclatée et seulement partiellemefgente sur le plasmide pSMrad : une synténie
comprenant des genes impliqués dans la réplicé88h en orientation inversée dans les deux objets
compareés, est indiquée par une ligne rouge.
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Tableau 11.4. Région de synténie S4 spécifique desuches déchlorantes entre le plasmide pIMCHL et errégion dupliguée du chromosome

de la souche déchlorante DM4

Plasmide Identité protéique entre homologues chromosomiguéscopie Annotation MaGe
p1MCHL plasmidique de CM4 (en %)
Souche DM4 Souche CM4 Souche AM1
Région R4 Autre copie
Mchl_5455 METDI4487 METDI2853 Mchl_2361 METAL1_ 2072 Conserved hypothetical protein; putative membraném
(95%) (82%) (82%) (82%)
Mchl_5456 METDI4486 nd? nd nd Hypothetical protein; putative membrane protein
(88%)
Mchl_5457° METDI4485 nd nd nd 2-C-methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphatethase (MECPS,
(94%) MECDP-synthase)
Mchl_5458 METDI4484 METDI3059 Mchl_2552 META1 2277 Putative pseudouridine synthase,
(96%) (36%) (36%) (36%) putative 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductos@se
Mchl_5459 METDI4483 nd nd nd Glutamate dehydrogenase (NAD(P)+) oxidoredgcprotein (géne
(99%) gdhA)
Mchl_5460 METDI4482 METDI0640 Mchl_0670 METAL1_0485 Phosphoserine aminotransferase (gen€)
(97%) (96%) (96%) (96%)
Mchl_5461 METDI4481 METDI2704 Mchl_2219 META1 1817 Squalene-associated FAD-dependent desaturase
(96%) (53%) (52%) (53%)
Mchl_5462 METDI4480 METDI2807 Mchl_2317 METAL1 2024 Homospermidine synthase (gémss)
(98%) (96%) (96%) (96%)

%nd, non détecté.

b IspDF, enzyme bifonctionnelle du core génom&/é¢hylobacterium(META1_3018; Mchl_3044 et METDI3585) partage umdone IspF ayant 94% d'ident
protéique avec Mchl_5457.



Chapitre I

2.3 Génes communs dil. extorquenset génes spéecifiques de la souche CM4

La comparaison des chromosomes des souches CM4Mdt iBvele des différences
importantes entre ces deux souches, notamment ésemre de certaines régions
dans un génome mais pas dans lautre. Ces régudsgnées par le terme d'«ilot
génomique » (Juhast al, 2009), sont des zones du géenome possédant cetecstiques
différentes du reste du génome, comme par exemplgaurcentage en GC atypique
(Tableau 11.5). Ces ilots ont été probablement ecpar une souche a la faveur d'évenements
de transformation, de transduction ou de conjugaiSo certains ilots génomiques ne codent
pour aucune fonction connue, en revanche beauctngral eux favorisent I'adaptation
a différentes contraintes, et contiennent par exemdps genes codant pour des enzymes
de dégradation, la résistance aux métaux lourds, amtibiotiques, ou pour des facteurs
de pathogénicité (ilots de pathogénicité) (Jugtad, 2009).

Les Tlots génomiques identifiés dans le génome & Gnt des tailles allant de quelques
genes a plus dune centaine (Tableau I1.5), et éssprte un total de 842 Kb,
soit environ 14,6% du chromosome de CM4. L’ilot gdique de 126 kb chez la souche
DM4, contenant les genes d’utilisation du dichloé&inane (Vuilleumieret al, 2009),

est absent du chromosome de CM4 (Fig. I.2). Lapaiu de ces filots codent
pour des fonctions du métabolisme central ou dméghylotrophie. Une région de 69 kb
du chromosome de CM4, absente de celui de DM4, odmpes genesnau d'utilisation

de la méthylamine retrouvés chez la souche AM1 |[®uwmier et al, 2009) (Tableau II.5).
De fait, les génomes ddethylobacteriunsont caractérisés par la présence de nombreux ilots
génomiques, comme l'analyse comparative des géndesesouches DM4 et AM1 a déja pu
le mettre en évidence (Vuilleumier &t, 2009). Un des ilots génomiques de CM4 présente

une synténie avec une région spécifique de DM4 identifiée chez AM1 (Tableau I1.6).

89



Tableau I1.5. Régions uniques du chromosome de lasche CM4 au sein de I'espedd. extorquens

Début de la région

Fin de larégion Longeur Caractéristiques

Composition®

(Mchl)  (nt) (Mchl)  (nt) (nt)  [borne gauche] [intérieur] [borne droite]” Fonction prédite [géne remarquable]

0033 36407 0117 112818 76412 [g][tRNA - int - tRNA - int - tRNA/int][pseudo] Métabolisme [electron transport protein SCO1/SenC, Mchl_0037; putatisochorismatase hydrolase-like domain,
Mchl_0070; putative homocysteine S-methyltransfeddse domain, Mchl_0089]

0198 197255 0208 208002 10748 [o][@]e] Métabolisme et régulation [putative redoxin containing domain, Mchl_0201; putatsjesteine synthase A, Mchl_0204;
arginase, Mchl_0203; RNA polymerase sigma-likedaét regulator, Mchl_0206-0207]

0230 229723 318 297117 67395 [@][int - int - tRNA][pseudo] Origine phagique

0504 501777 0577 570551 68775 [2][tRNA][2] Métabolisme en C1, utilisation de la la méthylaminegclustermau; putative sigma regulatory fact§ravichl_0507-0512;
ppaz, putative inorganic pyrophospahtase]

1568 1634790 16491695506 60717 [2][tRNA - tRNA/int - tRNA - tRNA][pseudo]  Origine phagique

1943 2012017 19822067768 55752 [g][tRNA - tRNA][pseudo] Origine phagique

2065 2163102 20812182066 18965 [g][a][o] Métabolisme [probable 5-methylthioadenosine/S-adenosylhomoaysteieaminase; Mchl_2068; probable sulfopyruvate
decarboxylase; Mchl_2071, & probable xanthine dehydragensubunits, Mchl_2065-2066; probable glutathione
S-transferase, Mchl_2073]

3296 3478474 33963580648 102175 [2][tRNA - int - tRNA - int - int][pseudo] [putative sigma regulatory factétsMchl_3339-3342; putative solute:hydrogen antiportevichl_3347; Mchl_3351;
Mchl_3355; putative oxidoreductase, Zn-dependedtND(P)-binding , Mchl_3368]

3823 4037279 38704073204 35926 [g][int - tRNA][pseudo] [adenosine 5'-phosphosulfaiease CysC, Mchl_3825]

3971 4177688 4014 4222665 44978 [pseudo][tRNA][g] Biosynthése et dégradation de polysaccharides et de lipdygesaccharides de surface[Mchl_3980; Mchl_3982;
Mchl_3984; Mchl_3985; Mchl_4001-4003]

4073 4297924 41314350643 52720 [2][tRNA - int - int][IS] [putative sulfate transptar, Mchl_4103; putative zinc-containing alcohohgdrogenase, Mchl_4105]

4189 4417481 42514480945 63465 [g][tRNA - tRNA][pseudo] Transport et métabolisme central[ABC-type transporter, Mchl_4200-4202; ferredoxin, Mc#203; ferredoxin--NADP+
reductase, Mchl_4204; succinyl-CoA ligase subunits, M4BD6-4207; aldehyde dehydrogenase, Mchl_4208; choline
dehydrogenase, Mchl_4211; sulfoacetaldehyde acatgierase, Mchl_4214; sulfite oxidase-like, Mci218]

4718 5003234 47485041134 37901 [g][tRNA/iInt][a] [efflux transporter, Mchl_4730; cbmate transporter, Mchl_4736]

4753 5046814 48365146187 99374 [g][tRNA - int - int - tRNA][pseudo] Métabolisme [putative dioxygenase, Mchl_4772; adenylyl-sulfietease, Mchl_4775; putative esterase, Mchl_4776]

5315 5695918 53355716822 20905 [g][tRNA - int - int][pseudo] Origine phagique

5360 5751487 53855777908 26422 [g][g][int] Inconnue

& Une taille minimale de 5kb des régions génomiqums des CDS n'ayant pas d’homologues avec pla8%ed'identité au niveau protéique/0,8 minLrap dasashromosomes de M. extorquens AM1, DM4 et P&1 q
présentent respectivement 72, 78 et 75% de leursG@iSles en synténie avec le chromosome de ldedDi4. Les régions composées d'opéromsn‘ont pas été inclues dans cette liste

P g, pas de caractéristique détectée; int, intégpasaido, pseudogéne ou géne interrompu; 1S, séeainsertion

¢ Synténie de 6 génes avec des paralogues ayardepR2% d'identité au niveau protéique entre legpres Mchl_0512 & Mchl_0507 / Mchl_3335 & Mché&3apparentées a des systémes non caractériségutiaion
transcriptionnelle par phosphorylation de protéitesype facteurs sigma
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Parmi les genes présents dans cette région, ometnootamment de nombreuses protéines
hypothétiques, deux genes codant les sous-unit€ésriiyme succinyl-CoA synthétase ainsi

que deux oxydoréductases (Tableau 11.6). Quatits ti@nomiques de CM4 sont proposes
comme dérivant de phage des lors qu’au moins ustéipe de I'llot présente des homologies

avec des protéines de phage (Tableau II1.5).

De maniére plus détaillée, la recherche de géenssfgmes de CM4 et absents des génomes
de AM1 et DM4 a conduit a I'identification de 984rgs spécifiques de la souche CM4
sur son chromosome, 147 sur le plasmide pIMCHL cotapt la régiorcmy et 21 génes
sur le plasmide p2MCHL. Cette analyse a été étepdue inclure la souche chlorométhane-
dégradanteRoseovariussp. 217 (Liet al, 2003) (Fig. I1.7). On remarque d’abord la tres
grande parenté de ces trois soucheMdextorquenspuisque chacungartage plus de trois-
quarts de ses CDS avec les deux autres. En revasels 52 CDS sont communs
aux trois souches déchlorantes. Toutefois, aucun gémes correspondants n’est localisé
dans la réegiomlcmchez DM4, ou dans la réegimmuchez CM4, respectivement spécifiques
de la déchloration du dichlorométhane et du chl@thiene. En revanche, les 26 CDS
communs aux deux souches chlorométhane-dégradaktéstRoseovariusp. 217 incluent
les génes qui codent pour Cm(i#omologue tronqué chdzoseovarius MetF2, FolD, PurU,

et la protéine de transport de la cobalamine Bual@calisés dans le génomeRieseovarius
comme chezM. extorquensCM4 ; Tableau 11.7). Trois génes codent pour destgmes
conservées de fonctions inconnues portant un dama@énfixation du FAD (Gomelsky et
Klug, 2002). Cet ensemble de génes communs awérEtchlorométhane-dégradantes,
mais absents des autres génomes disponibles gedald. extorquensreprésente une base
importante pour l'identification expérimentale dengs spécifiquement liés a I'utilisation

du chlorométhane a I'avenir.
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Tableau 11.6. Synténie entre deux blocs de genes deux flots génomiques des souches déchlorantes

Chromosome Annotation MaGe (DM4) % ldentité llot % ldentitt Chromosome Chromosome Chromosome Chromosome
CM4 génomique  avec copie AM1 PAl DM4 Cm4
chez DM4 "core (METAL)
genome"
Mchl_4204 oxidoreductase FAD/NAD(P)-binding dompiotein 92 (fragment METDIO773 97 META1_2334 Mext_2331 METDI3113
Mchl_4205 hypothetical protein 81 METDIO774 nd nd nd nd
Mchl_4206  sucD, succinyl-CoA synthetase, alpha sitbun 91 METDIO775 43 META1_1539 Mext_1645 METDI2313
Mchl_4207  sucC, succinyl-CoA synthetase, beta subuni 87 METDIO776 36 META1_1538 Mext_1644 METDI2312
Mchl_4208  putative succinate-semialdehyde dehydraggen 92 METDIO777 nd nd nd nd
Mchl_4209  putative transporter, major facilitatopstfamily 95 METDIO778 60 META1_4591 Mext_4199 METDI5201 ch_4569
Mchl_4210  hypothetical protein; putative exportedtpin 63 METDIO780 nd nd nd nd nd
Mchl_4211  glucose-methanol-choline oxidoreductase 86 ETBIO781 nd nd nd nd Mchl_2069 (39%)
Mchl_4212  MFS transporter membrane protein 89 METD®78 43 METAL1_2452 Mext_2487 METDI3215 Mchl_2710
Mchl_4213  conserved hypothetical protein; putativerbrane 92 METDIO783 nd META1_1220 nd nd nd
protein (UPF0324) (59%)
Mchl_4214  xsc, sulfoacetaldehyde acetyltransferase 95 METDIO788 nd nd nd nd nd
Mchl_4215 transcriptional regulator, LysR family 91 VIEBIO779 nd nd nd nd nd
Mchl_4216  putative acetate kinase (ackA) 82 METDIO790 4-62 META1_3807 Mext_0563 METDI0295 Mchl_0498
META1_0383 Mext_0053 p2METDI0002 Mchl_1295
META1_1891 METDI0535
METDI1444
METDI4544
Mchl_4222  transcriptional regulator, LysR family 59 WIBIO779 36-44 META1_4989 Mext_4540 METDI5591 Mchl_5000
METDI0253
(44%)

nd, pas d'homologue a plus de 30% d'identité deeség au niveau protéique
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2.4. Génomique comparative de la biosynthése dedabalamine cheaVl. extorquens

La croissance sur chlorométhane de la solthextorquensCM4 dépend de la présence du
cobalt dans le milieu de culture (cf. Chapitreelgt®on 1.6.1). Les premieres étapes de la voie
d’utilisation du chlorométhane, soit la déshalog@madu chlorométhane puis le transfert du
groupe meéthyle vers le tétrahydrofolate, sont gaéds par des enzymes dépendantes de la

cobalamine.

2.4.1 Les enzymes;B-dépendantes codées dans le génoni. @xtorquensCM4

La chlorométhane déshalogénanse CmuA, avec ses demaines méthyltransférase
et de liaison corrinoide (Mchl_5697; Vannedti al., 1999 et Studeet al, 1999), appartient
a la sous-famille B-dépendante des méthyltransférases, dont le ppeatgt la méthionine
synthase MetH (Drummonet al, 1993).

Parmi les enzymes ;B-dépendantes présentes chez toutes les souchegncées
de M. extorquens on compte outre la méthionine synthase MetH (Mt882),
la ribonucléotide réductase Nrd (Mchl_1231) impégqudans la biosynthése de I'ADN,
la méthylmalonyl-CoA mutase Mcm (2 sous-unités alphet béta codées
respectivement pamcmA et mcmB: Mchl_2665/Mchl_5261) (Korotkovat al, 2004),
et I'éthylmalonyl-CoA mutase Ecm (Mchl_0334) (Eet al, 2007 ; 2008) impliquée
dans la régénération du glyoxylate.

A I'exception decmuA tous les genes correspondants se retrouvent diemadres conservée
dans les génomes diéethylobacteriumEn revanche, pour les parties 5’ et 3' du gemeA
codant les deux domaines de CmuA, aucun homologaehe@ de CmuA n’est détecté
dans les génomes d#&lethylobacterium soulignant la spécificité de cette protéine

pour le métabolisme du chlorométhane.
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AM1

CM4

Q R. 217

Figure I1.7. Homologues et génes orphelins dans €gomes de souches méthylotrophes

Diagramme de Venn des CDS homologues pour les g&noseéquencés des 3 souches
Methylobacterium extorquer@M4 (chlorométhane-dégradante), DM4 (dichloromé¢hdégradante),
de la souche de référence AM1, et de la soucheytnétbphe chlorométhane-dégradaReseovarius
sp. 217.

La surface des ellipses est proportionnelle a [Hetdotale des génomes, mais les surfaces
des différents sous-ensembles du diagramme ngpasrit la méme échelle.

Le seuil de détection a été défini pour des homasgprésentant plus de 30% d’identité sur plus
de 80% de la longueur de la protéine la plus codedela comparaison, en relation de BBH
(« bidirectional best hit », meilleur hit réciprau avec I'outil orthomcl (Liet al, 2003). Les CDS
communs aux trois souches déchlorantes sont insligme italiques gras, et les CDS communs
aux deux souches chlorométhane-dégradantes samuidsden italiques gras et soulignés.
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Tableau Il. 7. Ensemble de genes communs entre desauches déchlorantes

du chlorométhaneN. extorquensCM4 et Roseovariussp. 217

Protéine Géne Annotation MaGe

Mchl_0202 lysine exporter protein (LYSE/YGEHA

Mchl_0284 bacteriophage-like protein

Mchl_0285 bacteriophage-like protein

Mchl_0288 hypothetical protein

Mchl_0527 FAD-binding domain, BLUF domain @i

Mchl_1280 YidE/YbjL duplication

Mchl_1291 sulphate transporter

Mchl_1616 MT-A70 family protein

Mchl_2067 hypothetical protein

Mchl_2081 hypothetical protein

Mchl_3323 integrase family protein

Mchl_3364 FAD-binding domain, BLUF domain f&im

Mchl_4103 sulphate transporter

Mchl_4193 Resolvase domain

Mchl_4786 FAD-binding domain, BLUF domain @i

Mchl_5436 protein of unknown function DUFB27

Mchl_5439 transposase mutator type

Mchl_5498 histidine kinase

Mchl_5499 two component, sigma54 specifanscriptional regulator

Mchl_5523 acxA  acetone carboxylase beta subunit (6.4.1.6)

Mchl_5624 integrase catalytic region

Mchl_5676 btuB putative vitamin B12/cobalamin outer membramaagporter

Mchl_5697 cmuA  methyltransferase / corrinoid binding protein

Mchl_5699 purU formyltetrahydrofolate hydrolase

Mchl_5700 folD bifunctional methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/methenyltetrahydrofolate cyclohydmla

Mchl_5726 metF2 methylenetetrahydrofolate reductase
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Tableau I1.8. Transporteurs putatifs du cobalt et ce la cobalamine cheM. extorquens

Géne Annotation MaGe Souche CM4 Souche DM4 Souche AM1
p1MCHL % ® chromosome® chromosome” chromosome”
btuB Putative vitamin B12 outer membrane transporter BtuB hiVE676 nd® ND ND ND
btuC  Putative vitamin B12 import system permease proteilCBtu Mchl 5678  73.5 Mchl_3152 METDI3695 META1_3132
btuD  Putative vitamin B12 transport system BtuD, ATPasamunent Mchl_5679 66.0 Mchl_3151 METD3694 META1_ 3131
btuF  Putative vitamin B12-binding protein BtuF Mchl_5677 61.0 Mchl_2895 METDI3427 META1_ 2861
czcA  Cobalt-zinc-cadmium resistance protein czcA Mchl_5715  43.4 Mchl_1072 METDI1396" METAL_2655"
cbtA  Putative cobalt transporter, subunit CbtA nd nd Mchl_1718 METDI2104 META1_1332
cbtB  Putative cobalt transporter, subunit CbtB nd nd Mchl_1719 METDI2105 META1_1333
corA  Putative cobalt transporter CorA nd nd Mchl_3905 METDI4603 META1_3873
exbB Transport protein ExbB nd nd Mchl_1900 METDI2286 META1_1512
exbD Transport protein ExbD nd nd Mchl_1899 METDI2285 META1_1511
tolQ  Transport protein ExbB/TolQ nd nd Mchl_523(° METDI5818¢ META1_521¢9°
tolR  Transport protein ExbD/ToIR nd nd Mchl_5229' METDI5817' METAL 5218
tonB  Putative TonB family C-terminal domain protein nd nd Mchl_1898 METDI2284 META1_1510

® Pourcentage d'identité au niveau protéique ertralggues plasmidiques et chromosomiques de CM4
®Les orthologues des chromosomes présentent sacdtiioth contraire un minimum de 94 % d'identité ateau protéique
°nd, non détecté

YPrésente plusieurs duplications dans le génonié. @xtorquens
¢ Paralogue chromosomique (44 % d'identité au niveaié¢igue) de la protéine de transport ExbB (Mch0M9
f Paralogue chromosomique (43 % d'identité au niveatd¢igue) de la protéine de transport ExbD (Mch99)8
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2.4.2. Le transport du cobalt et de la cobalamine

La présence, dans les génomed/dextorquensde différents génes codant des transporteurs
du cobalt ou de la cobalamine a été confirméeasbase des différents systemes de transport
connus et décrits dans d’autres organismes (cfpi€@bal section 1.6.2). Comme attendu
du fait de la dépendance envers le cobalt de lahoGCM4 en croissance sur chlorométhane
(cf. Chapitre I, section 1.6.1), les génes de c¢Hérents systemes sont présents de maniere
plus nombreuse dans le génome de CM4.

Le genecorA codant un systéme de transport du cobalt bien téas& pour différentes
bactéries (Niegowski et Eshaghi, 2007 ; Fig. l.1€9t conservé chez les souches
M. extorquenséquencées (Tableau 11.8). Chez ces souchesneegpgésente deux paralogues
chromosomiques (Mchl_3905 et Mchl 5251 chez CM4¢ca®B7% d'identité au niveau
protéique. Le gene Mchl_5251 est localisé a praéirdu genencmAcodant la sous-unité
alpha de la méthylmalonyl-CoA mutase (Mchl_526hg enzyme B-dépendante essentielle
pour la régénération du glyoxylate.

Par ailleurs, un géne similaire GcA codant une protéine de type transporteur RND
(Mchl_5715) impliquée dans la résistance et I'efftle cations de type cadmium-zinc-cobalt
(Goldberget al, 1999), est aussi présent dans la régionidu plasmide pIMCHL de CM4.

Le géne correspondant est co-localisé avec un gmaent une sous-unité MFP (cf. Chapitre |
section 1.6.2). De plus, 9 paralogues chromosorsigigece géne, présentant plus de 30%
d’identité entre eux au niveau protéique sont ifiéstdans le génome de CM4 (données
non montrées). En revanche, ces différents paratbogant conservés chez toutes les souches
deM. extorguenséquenceées.

Des genes codant les protéines de transport TonB)B/ExbD et TolQ/TolR,

et BtuFCD sont également présents dans I'especextorquengchez CM4 : Mchl_1898 ;

Mchl_1900 ; Mchl_1899 ; Mchl_5230 et Mchl_5229,pgestivement, Tableau 11.8).
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Tableau I1.9. Les génes de la biosynthése de I'ad#sylcobalamine chezM. extorquens duplication partielle chez CM4

Biosynthése Geéne? Annotation MaGe Souche CM4 Souche DM4 Souche AM1
p1MCHL % ° chromosome® chromosome’ chromosome®
CcobA S-adenosyl-L-methionine-dependent uroporphyrindfenethylase (SUMT) (EC 2.1.1.107) Mchl_57319 nd nd" nd nd
cobl Precorrin-2 C(20)-methyltransferase (EC 2.1.1.130) Mchl_5690 80.7 Mchl_1711 METDI2097 META1_1325
cobG Putative precorrin-3B synthase CobG (EC 1.14.13.83) nd nd Mchl_1713 METDI2099 META1_1327
cobJ Precorrin-3B C(17)-methyltransferase (EC 2.1.1.131) Mchl_5689 79.1 Mchl_1710 METDI2096 META1_1324
cobM Precorrin-4 C(11)-methyltransferase (EC 2.1.1.133) Mchl_5685 82.7 Mchl_1166 METDI1518 META1_0804
cobF Precorrin-6A synthase (EC 2.1.1.152) nd nd Mchl_3694 METDI4188 META1_3613
cobK Precorrin-6A reductase (EC 1.3.1.54) Mchl_5688 63.4 Mchl_5189 METDI5775 META1_5173
cobL Precorrin-6Y C(5,15)-methyltransferase (EC 2.1.2)13 Mchl_5687 76 Mchl_1161 METDI1513 META1_0799
cobH Precorrin-8X methylmutase (EC 5.4.1.2) Mchl_5691 86.2 Mchl_1712 METDI2098 META1_1326
cobB Cobyrinic acid a,c-diamide synthase nd nd Mchl_1167 METDI1519 META1_0805
cobN Putative cobaltochelatase, CobN-related (EC 6.5.1.2 nd nd Mchl_1714 METDI2100 META1_1328
cobS Aerobic cobaltochelatase subunit CobS (EC 6.6.1.2) nd nd Mchl_3554 METDI4018 META1_3441
Voie aérobie €0PT Aerobic cobaltochelatase subunit CobT (EC 6.6.1.2) nd nd Mchl_3553 METDI4017 META1_3440
bluB / bluB:®  Putative cob(ll)yrinic acid a,c-diamide reductaB€ (1.16.8.1 Mchl_573: 38.¢ Mchl_228( METDI276¢ META1_1981
cobO Cob(l)yrinic acid a,c-diamide adenosyltransferds€ 2.5.1.17) Mchl_5722 83.5 Mchl_1723 METDI2109 META1_1337
meaD' Cobalamin adenosyltransferase (EC 2.5.1 nd nd Mchl_1821 METDI220¢€ META1_143%
cobQ Cobyric acid synthase Mchl_5723 75.2 Mchl_5190 METDI5776 META1_5174
cobC L-threonine-O-3-phosphate decarboxylase (EC 4.1)1.8 Mchl_5730 51.2 Mchl_5192 METDI5778 META1_5176
cobP Bifunctional adenosylcobalamin biosynthesis proteabP (EC 2.7.7.62) Mchl_5721 73.6 Mchl_1722 METDI2108 META1_1336
cobU Nicotinate-nucleotide--dimethylbenzimidazole phasjiosyltransferase (EC 2.4.2.21) Mchl_5702 54.5 Mear2 METDI1054 META1_0682
cobD Cobalamin biosynthesis protein CobD Mchl_5724 76.4 Mchl_5191 METDI5777 META1_5175
cobV Cobalamin synthase (EC 2.-.-.-) nd nd Mchl_0871 METDI1053 META1_0681
CObE Cobalamin biosynthesis protein CobE Mchl_5686 64.4 Mchl_1162 METDI1514 META1_0800
cobW Cobalamin biosynthesis protein CobW nd nd Mchl_1716 METDI2102 META1_1330
cobW Putative cobalamin biosynthesis protein CobW nd nd Mchl_2114 METDI2459 META1_1709
cobwW Putative cobalamin biosynthesis protein CobW nd nd Mchl_1380 METDI1802 META1_1002
Voie anaérobieCySG Siroheme synthase (EC 2.1.1.107 / EC 1.3.1.76 48@.1.4) ¢ 39.3 Mchl_3547 METDI4011 META1_3434
cbiD Putative cobalt-precorrin-6A synthase CbiD (EC2-). Mchl_5729 nd nd nd nd
. - . nd nd Mchl_2266 METDI2755 META1_1968
hemA 5-aminolevulinic acid synthase (EC 2.3.1.37) nd nd Mchi_5271 METDISS61' META1 5261
hemB Porphobilinogen synthase (EC 4.2.1.24) nd nd Mchl_4608 METDI5242 META1_4633
Précurseur§ hemC Hydroxymethylbilane synthase (EC 2.5.1.61) nd nd Mchl_5316 METDI5906 META1_5307
hemD Putative uroporphyrinogen Ill synthase HemD (ECHU75) nd nd Mchl_0747 METDIO835 META1_0559
ribF putative riboflavin biosynthesis protein RibF (EC.2.26 / EC 2.7.7.2) nd nd Mchl_0453 METDI0490 META1_0335
SsuE NADPH-dependent FMN reductase (EC 1.5.1.29) nd nd Mchl_2655 METDI4208 META1_3632

?Les génes uniques aux voies aérobie (d'@ra&enitrificans) ou anaérobie (d'apr&s enterica) sont en gras

" Pourcentage d'identité en acides aminés entreggaies plasmidique et chromosomique

¢ Les orthologues localisés sur les chromosomes\is OM4 et AM1 présentent un minimum de 95% d'idtérau niveau protéique

d Uroporhyrinogéne 1l et 5,6-diméthylbenzimdazole

®Paralogues plasmidique et chromosomique (~ 38démtité au niveau protéique). BluB catalyse la ideenétape de biosynthése du 5,6-diméthylbenzirnldazhezS. meliloti
f Cofacteur de la méthylmalonyl-CoA mutase

9 Paralogue plasmidique CobA (267 aa) de tailleriafe a celle de CysG (485 aa) retrouvé uniquerciesz CM4

" nd, non détecté

'Paralogues chromosomiques (~ 62% d'identité awanipeotéique) de l'acide 5-aminolévulinique syrnehgsemA)



Chapitre I

En particulier, de nombreux génes codant des régeptTonB de spécificité inconnue,
ainsi que différents composants pouvant leur ésso@és (Postle et Kadner, 2003),
sont présents dans le génome Me extorquenset pourraient potentiellement transporter
des dérivés de la cobalamine. Fait important, laogee de CM4 contient une copie
supplémentaire du systeme cobalt-spécifique coniptieBFCD sur le plasmide pIMCHL
(Mchl_5676 a Mchl_5679, Tableau 11.8).

A I'exception deM. populi le genebtuB manque au sein de I'opéron chromosomique
chez tous lesViethylobacteriumséquencés (donnée non montrée), alors que leérieact
a Gram-négatif, par contraste avec les bactéri@sam-positif, contiennent habituellement
ce gene (Chapitre |, section 1.6.2 et Fig. 1.10).

Enfin, un géne codant potentiellement pour une -smit® d'un transporteur chlorure
est également retrouvé sur le plasmide pIMCHL (Hi§). La protéine correspondante
Mchl_5406 comporte trois paralogues chromosomighegz CM4 (Mchl_3481 ; Mchl_4138 ;
Mchl_3006) qui sont tous conserves, a des pourgestd’identité variant entre 30 et 70%,
dans les souches @& extorquenséquencees, ainsi que chdzpopuli. Aucun homologue

de séquence plus proche n’a été détecté danstascies séquencées.

2.4.3 Voie de biosynthése des précurseurs de Eawmine

Les genes de biosynthése de l'uroporphyrinogeneetlldu 5,6-diméthylbenzimidazole
(Fig. 11.8 et 11.9) ont été recherchés sur la bdsesimilarités de séquences avec des genes
décrits dans d’autres organismes (Tableau I.9ur P& premiére étape de la biosynthese
de l'uroporphyrinogéne lll, la recherche des gemegliqués dans la biosynthése d’acide
5-aminolévulinique a été réalisée en privilégianvbie impliquant la conversion de glycine
et de succinyl-CoA, spécifique des Alpha-Protéafrdes (Jordan, 1991) (Chapitre |, section

1.6.3). Cependant I'existence chdethylobacteriunde la voie alternative de biosynthese
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Figure 11.8. Voie de biosynthése de I'uroporphyringene-Ill chezM. extorquensCM4

Chez Methylobacterium les géneshemABCDfont partie du « core genome » et sont dispersés
sur le chromosome. Le gehemA(Mchl_2266) posséde un paralogue chromosomiquél(N271)

a 62% d'identité au niveau protéique.
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de l'acide 5-aminolévulinique a partir de glutamatemmune a la plupart des organismes

capables de synthétiser la cobalamdeenovo(Jordan, 1991), a également été évaluée.

Biosynthese de l'uroporphyrinogene .lliLes genes de la voie de biosynthése

de l'uropophyrinogene 1l (Fig. 11.83ont dispersés sur le chromosome de toutes lefis®uc
de M. extorquengTableau 11.9). Les génomes 8 extorquengprésentent deux paralogues
chromosomiques du gene codant pour la 5-aminoléatdli synthase HemA (EC 2.3.1.37)
a 62% didentité au niveau protéique (Tableau .II.Bpur I'ensemble des souches
de Methylobacteriumconsidérées, I'une des copies HemA (Mchl_5271) chez CM4
est localisée a proximité du gemecmA (Mchl_5261) codant pour la sous-unité alpha
de I'enzyme B,-dépendante, la méthylmalonyl-CoA mutase Mcm. lredopie du gene
hemA(Mchl_2266) est localisée a c6té du gbheB identifié dans ces génomes (Mchl_2280).
En revanche, seuls certains des genes codant zgmes catalysant des étapes de la voie
de biosynthese d'acide 5-aminolévulinique a pad& glutamate ont été retrouves
dans le génome de CM4. Il semble donc que la veiesyhthese utilisant la glycine
comme précurseur soit effectivement préférée dilezextorquens comme c’est le cas

chez le reste des Alpha-Protéobactéries étudiéegaur (Jordan, 1991).

Biosynthese du 5,6-diméthylbenzimidazole (DMB)omme pour l'uroporphyrinogéne lll,

les génes de la biosynthése de DMB qui ont ététifadlen chez CM4 sont dispersés
sur le chromosome chez les 4 souches Mieextorquensséquencées (Tableau I11.9).
La premiére étape de cette voie (Fig. 11.9), cdasisen la conversion de riboflavine en FMN,
est catalysée par une riboflavine kinase RibF (EL126). Le géneibF correspondant
(Mchl_0453) est localisé a proximité du gédtfe (Mchl_0443), codant pour une formateFH

ligase qui participe a la voie d'utilisation desyqmsés ¢ chezM. extorquengMarx et al.,

101



Chapitre I

Riboflavine

Mchl_0453
ribF EC 2.7.1.26

Putative riboflavine kinase

Mchl_2655
ssuE EC1.5.1.29

NAD(P)H + H' —

NAD(P)* «—
®) NADPH-dependent FMN reductase
v
FMNH,
0 Mchl_2280 / Mchl_5732
2™

bluB

D-érvth -4-phosphate +,@8 4'/
erythrose-4-phosphate +, NAD(P)H-flavin oxidoreductase

v
5,6-Diméthylbenzimidazole

Figure 11.9. Voie de biosynthese du 5,6-diméthylberimidazole chezM. extorquensCM4

Chez Methylobacterium les génesibF et ssuEfont parties du « core gznome » et sont dispersés
sur le chromosome. Le gen®uB (Mchl_2280) présente cheM. extorquensCM4 un paralogue
plasmidique (Mchl_5732) a 38% d’identité au niveaotéique.
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2003c). La deuxieme étape de cette voie est cémlpar une réductase FMN-NADPH-
dépendante (Fig. 11.9). Le géssuEcodant pour cette enzyme est présent dans les gdnom
M. extorquens(Mchl_2655) (Tableau 11.9) ; il est localisé a yimité du genemcmB
(Mchl_2665) codanta sous-unité béta de la méthylmalonyl-CoA mutasee enzyme-clé
du cycle de régénération du glyoxylate (Korotkataal, 2004; Erbet al, 2007, 2008).
La derniere étape de la voie de biosynthese du DiMique le genebluB. Le produit
de ce géne est responsable de deux réactions alangel de biosynthese de coenzyme. B
D’une part, il est responsable de la derniére éthpbiosynthese du DMB, et d’autre part,
il exerce I'activité de réduction du cobalt dans lee e biosynthése de 'adénosylcobalamine
a partir d’'uroporphyrinogene Ill (Fig. 1.9 et IDL La premiere de ces deux fonctions
a été proposée ches&inorhizobium meliloti, une Alpha-Protéobactérie comprenant
un ensemble de génes de la voie de biosyntheésbiadte la cobalamine (Campbel al,
2006). Il a été montré chez cet organisme queiVigetenzymatique de BluB concerne
la fragmentation de la flavine mononucléotide etlleage de la partie ribityle pour former
le DMB et le D-érythrose-4-phosphate, en utilisenflavine réduite pour piéger I'oxygéne
moléculaire (Tagat al, 2007). Le gene chromosomigbkiB2 (Mchl_2280) est fortement
conservé dans les 4 souchedleextorquen$98% d’identité au niveau du produit protéique).
Localisé prés du gernemA(Mchl_2266) responsable de la premiere étape deotynthése
de [l'uroporphyrinogene Ill a partir de la glycinée gene bluB2 chez CM4 code
pour une protéine présentant une identité de 408t &8luB deS meliloti. En revanche,
la souche CM4 posséde un homologue additionblelB (Mchl 5732) sur le plasmide
p1MCHL, qui présente seulement 38% d’identité aleeprotéine correspondante du gene
chromosomiquebluB2 (Tableau 11.9). Le genéluB est localisé dans la régioomu

comprenant les génes d'utilisation du chlorométhaee la protéine correspondante
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Figure 11.10 (page précédente). Biosynthése de I'adosylcobalamine a partir des
précurseurs (uroporphyrinogene lll, ribdlavine et DMB)
cheaV. extorquensCM4

Les genes présentant un paralogue plasmidique €k sont soulignés. Les genes présentant une
localisation plasmidique chdd. extorquensCM4 et non retrouvés chez AM1 et DM4 sont suivis
d’une astérisque. Les chélatases impliquées daesiporation de I'ion métallique sont sur fondmoi
Les fleches discontinues correspondent aux voiesgitant la synthese des tétrapyrroles dérivés
de l'uroporphyrinogene lll. Les voies de transpdut cobalt et de la cobalamine sont illustrées
par des fleches en pointillé. Seuls les numéroscdssion des genes impliqgués dans la biosynthése
de l'acide adénosylcobyrinique a partir d’'uroponphygene 1l sont représentés (cf. Tableau 11.9
pour les genes codant les enzymes impliqguées dansriversion de I'acide adénosylcobyrinique
en adénosylcobalamine) (D’aprés Rodioetwal, 2003).

parait plus proche du produit du géaieB de S. meliloti (61% d’identité au niveau protéique)
de fonction connue que le paralogue chromosomice® 41 souches d&l. extorquens
Ces données suggérent que le gdnaB joue probablement un réle spécifique
dans le métabolisme du chlorométhane.

La deuxiéeme fonction cobalt réductase lleB a été proposée sur la base de similarités
de protéines BluB identifiées chez diverses baetéavec des réductases FMN-dépendantes
de la famille des nitroréductases, et catalysanttrénsfert d'électrons du NADH
vers des accepteurs variés (Rodiorbal, 2003). Un homologue de ce géne a été caractérisé
expérimentalement cheR. capsulatus comme essentiel pour la synthesie novo

de cobalamine (Gaudu #&Veiss, 2000), qui présente 48% et 34% d’identiténaueau
protéigue avec les paralogues chromosomi(ehl _2280) et plasmidique (Mchl _5732)

de CM4.

2.4.4 Voie aérobie de biosynthése de la cobalantieeMethylobacterium

La validation des génes de biosynthéese de la colimdacheaMethylobacteriun{Tableau 11.9
et Fig. 11.10), a été effectuée sur le base delaiitéis de séquences avec les génes des voies
de biosynthése aérobie et anaérobie décrites dimmas de référence (cf. Chapitre I,

section 1.6.3). Les genes de biosynthése de lagogihyrine IX bemEFGN et les génes
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de chélatase permettant de produire I'hnémmemB ou les bactériochlorophyllexHlIDH,

Fig. 1.11) ont également été recherchés. Toutefeéls les génetemEFN et hemH
ont été identifiés dans les génomes Methylobacterium Les génes pour la synthése
de bactériochlorophylles sont donc absents, esémtble des génes classiguement requis
pour la conversion d'uroporphyrinogene Il en ppupyhrine 1X parait incomplet.
Sur ce dernier point, et méme si a notre connaissaette hypothése n'a pas encore
été testée dans aucun systéeme, I'absence duhggn€ (codant pour une déshydrogénase)
chez Methylobacterium pourrait toutefois étre compensée par une rédectas
multifonctionnelle. Par exemple, la protéine codes cysG semble devoir étre active
sur des substrats tel que l'uroporphyrinogéne dfl €i-dessous ; Fig. 1.11; Fig. 1.10 ;
Fig. 11.12). Concernant les génes de la biosynthésela cobalamine proprement dite,
c’est sans surprise que l'on constate que la vémhbee de biosynthése est privilégiée
chezMethylobacterium(Fig. 11.10 et Tableau 11.9). En effet, des troBngscbiDGK codant
des enzymes spécifigues de la voie anaérobieS denterica (Fig. 1.11), seul le gene
plasmidique Mchl_5729 codant une protéine aveceseemt 36 et 55% d’identité au niveau
protéigue avec ChiD d&almonella entericaet Pseudomonas shermamniespectivement,

a eté detecté (cf. section 2.4.5 ci-dessous). e, des genes codant pour les enzymes
CobE, CobF, CobG, CobN, CobS, CobT et CobW spémfqgde la voie aérobie
de P. denitrificans (en gras dans le Tableau 11.9) ont pu étre idiéstitlans les génomes
de M. extorquensToutefois, alors que les protéines CobF, CobSolT de CM4 présentant
des identités de séquence comprises entre 54 et (88Pscla totalité de leur longueur)
avec les produits de génes correspondantsPdeenitrificans ont pu étre identifiés
sans équivoque, les protéines putatives CobE, GaibGobN deM. extorquengprésentent
en revanche des similarités plus faibles (compresgeise 37 et 43% d’identité) avec leurs

homologues cheR. denitrificans
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Dans I'ensemble, les genes de la biosynthese deblalamine identifiés sur le chromosome
de CM4 possedent des orthologues avec plus de 9%éntté au niveau protéique
sur les chromosomes des autres souchesMdeextorquens(Tableau 11.9). De plus,
I'organisation de ces genes est la méme dans &ésedies souches, avec une répartition
en 7 loci distincts, comprenant trois opérons regamt plus de trois genes (Fig. 11.11).
Celle-ci differe pourtant de celle rencontrée chezdenitrificans chez qui ces génes
sont regroupés en 4 loci différents dans le gén@aexet al, 2000; Rodionoet al, 2003).

A noter néanmoins que chez dautres représentadies genre Methylobacterium
comme M. nodulans ORS2060, cette organisation est résolument diftérgFig. 11.11).
Une plasticité importante de l'organisation de geses semble donc prévaloir au niveau
du genre Methylobacterium déja, et qui s’accompagne de surcroit d'une pléstic
fonctionnelle de certains genes de la voie.

Le cas du genéluB codant pour une protéine catalysant a la foisétduction du cobalt
et du noyau flavine de la cobalamine a déja ét@ué&olLa premiére réaction de la voie
de M. extorquenssoit la transformation d’'uroporphyrinogene Il précorrine-2 (Fig. 11.10
et 11.12), apporte un autre exemple frappant d’'uplasticité de ce type. En effet,
cette transformation pourrait étre catalysée ads fpar une S-adénosyl-L-méthionine
uroporphyrinogene Ill méthyltransférase (SUMT) a®dgar cobA soit par une sirohéme
synthase codée par un des deux domaines ducgeG€Fig. 11.13).

De fait, les chromosomes des génomes séquencéssalehes deM. extorquens
ne contiennent pas de géeoebA mais seulement un gemgsG codant pour la sirohéme
synthase (Mchl_3547, Tableau 11.9). Il sembleraie q¢ghezMethylobacteriumen I'absence
d'un exemplaire du géneobA ce soit le produit du géneysG qui catalyse la premiere
réaction de biosynthese de la cobalamine a pagtifudoporphyrinogene Ill. En revanche,

M. extorquensCM4 possede une copie @ebA (Mchl_5731) sur le plasmide p1IMCHL.
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Figure 11.11. Organisation et synténie des genes déosynthese de la cobalamine chéd. extorquenset chezM. nodulansORS2060

L’'organisation des génes de biosynthése de la aotiaé identifiée sur les chromosomes MeextorquensCM4, AM1 et DM4 (représentée en haut)
est identique chez ces souches. Cette organisstdifférente de celle du chromosomeMienodulansORS2060, mais comporte des synténies significatives
CM4 présente des paralogues plasmidiques (en har)retrouvés chez les souches AM1 et DM4. Ceslquares flanquent les génes d’utilisation
du chlorométhane. Certains des génes présentdBICHL sont retrouvés en synténie avec des genesmdsomiques dé. nodulansORS2060.
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Les séquences des deux protéines correspondante& €y de CobA sont proches
(39% d’identité au niveau protéique), et des aligerts basés sur la structure
des enzymes correspondantes cBeantericaet P. denitrificansont confirmeé le haut degré
de conservation structurel de cette famille deginets (Vévodovéet al, 2004). Ceci suggere
que CobA et CysG pourraient tous deux catalysetrdasformation d’'un certain nombre
de substrats, de type tétrapyrrole et de strucsumelaire. L'importance du géneobA
chez la souche CM4, en particulier dans le conteetda dégradation du chlorométhane,

reste de ce fait a préciser.

Hemed,

Coenzyme F,

[ A Cobalamine
5
A P CobA
1 CysG® CysG? CysG?
L» Précorrine-2 s Sirohydrochlorin&» Sirohéme
A A
186
P P
Uroporphyrinogene i Protoporphyrine 1X » Heme

Figure 11.12. Tétrapyrroles dérivant du précurseur uroporphyrinogéne Il

La production de précorrine-2 est essentielle painiosynthése de cofacteurs comme la cobalamine,
le sirohéme, 'hemel et I'hnéme. Les lettres A et P présentes surriectre de I'uroporphyrinogene

lll correspondent respectivement a des groupenagétate et propionate (d'apres Vévodetéal.,
1994).

Le sirohéme est le groupe prosthétique trouvé desmigéductases a sulfites et nitrites, I'hedie

est utilisé dans la dénitrification de sels deatétr L'hneme est requis dans une variété de systemes
de transport d'électrons et d'oxygéne. L’héme esissa une composante des catalases
et des péroxidases. Le coenzymag,Fest utilisé pour la réduction de coenzyme M
dans la méthanogénese. La chlorophylle agit comme camposant absorbant la lumiere
dans les réactions photosynthétiques. La cobalaagiteeomme un coenzyme dans diverses réactions
de réarrangements, de méthylations ainsi que dengédctions d’oxydoréduction.

BN

Chez Methylobacterium la premiére étape de la voie de biosynthése deokmlamine a partir
d'uropophyrinogéne Il pouvant étre catalysée pame uactivité S-adénosyl-L-méthionine
uroporphyrinogéne Ill méthyltransférase (SUMT) pertpar le domaine C-terminal (Cy§yG

de la sirohéme synthase CysG. Cette enzyme esnpeéshez de nombreuses bactéries. Elle possede
également une activité de déshydrogénation deéleopiine-2 pour la production de sirohydrochlorine
ainsi qu'une activité de chélatation du fer pourclanversion de sirohydrochlorine en siroheme
(domaine N-terminal Cys@®. Contrairement aux souches AM1 et DM4, le génome
de M. extorquen$CM4 présente, en plus dgsG un géneobAcodant une SUMT sur le plasmide.
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) N-term U C-term -
domaine CysGB domaine CysGA
| | | CysG 485 aa (Mchi_3547)
H Methylobacterium extorquens CM4
36 %
| | | CysG 457 aa
H Escherichia coli
90 %
CysG 457 aa
Salmonella enterica
43 %
CobA 280 aa
: Pseudomonas denitrificans
55 %

100 aa
_— CobA 267 aa (Mchl_5731)

Methylobacterium extorquens CM4

Figure 11.13. Représentation schématique des protées CysG et CobA

M. extorquensCM4 posséde les génesbA et cysG codant chacun potentiellement des enzymes
catalysant la premiére étape de la voie de bioggettie la cobalamine. La protéine CysG posséde
deux domaines conservés cHezenterica (P25924) ett. coli (POAEAS8). Le domaine C-terminal
CysG' (Mchl_3547A) contient lactivité S-adénosyl-L-méhine uroporphyrinogéne Il
méthyltransférase ou SUMT (EC 2.1.1.107) (en gri3®. domaine présente une forte similarité
avec la protéine CobA dé. denitrificans (P21621) et plus de 39% d'identité avec celle
de M. extorquensCM4. Le domaine Cys& (Mchl_3547B) contient des activités précorrine-2
déshydrogénase (EC 1.3.1.76) et ferrochélatasel (8C1.4).
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2.4.5. Duplication plasmidiqgue de genes de biosgelde la cobalamine chez CM4

On notera d’abord que les genes de biosynthésa debalamine présents sur le plasmide
de 380 kb de CM4 et flanquant les genes d'utilisatdu chlorométhane (Tableau 11.9)
ne suffiront pas seuls a cette tache, puisque dagsgobB cobF cobG cobN cob$S cobT

et cobV, ainsi que les genesobE et cobW de fonctions inconnues mais essentiels
a la biosynthése de la cobalamine cRedenitrificans(Heldt et al, 2005), en sont absents.
Les paralogues plasmidiques des gamdssont regroupés en deux clusters distants d’environ
15 kb, dans une région du plasmide de pourcentagé@ atypique (Fig. 11.4), flanquant
les régions comprenant d'une part les garasA cmuClike, purU, folD, folC2 et d’autre
part les génemetF2 cmuBet cmuC.Le premier de ces deux clusters comporte les genes
cObMELKJIH et cobU, le deuxieme les géne®bPOQDet chiD-cobCAet bluB. Ces genes
sont également en synténie ch&z capsulatus (Raux et al, 2000), et pour partie
chezM. nodulansORS2060 (Fig. 11.11), mais pas chez les autrestssideM. extorquens
séquenceées. Par ailleus, nodulansne présente pas de duplication des génes de biesgnt
de la cobalamine. Il semblerait donc que les genbMELKJIH et cobPOQaient été acquis
par transfert horizontal dans au moins deux degr®mes deViethylobacteriumconnus,
d’'une part dans I'espé@xtorquenset d’autre part dans I'espécedulans

Une autre particularité des genes de biosyntheda debalamine chez CM4 est la présence
d’'un géne (Mchl_5729) sur le plasmide pIMCHL annmiémechiD. Ce géne ne présente
pas de paralogue chez CM4, ni d’homologue dansg@®mes séquencés des souches
de M. extorquens mais il est retrouvé sous une forme quasi ideetighezM. nodulans

M. radiotoleranset M. sp.4-46. Le produit de ce géne exerce une activitévatgnte a celle

de CobF deP. denitrificans (Roessnelet al, 2005). CheZ. coli, I'activité de la protéine
CbiD requiert toutefois la présence de deux aujgewes de la voie anaérobahiA et cbiP

(Roessneret al, 2005), qui semblent absents chelethylobacterium (Tableau 11.9).
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La fonction du genecbiD chez Methylobacteriumreste donc a préciser. La présence
simultanée de genes des deux voies oxygene-dégendianxygéne-indépendante connues
de biosynthése de la cobalamine n’est toutefoisngatite, et se retrouve chez de nombreuses
bactéries. Ainsi, Pseudomonasaeruginosa possede les génesobG et cobN ainsi
que les génesbiD et chiG, présentant donc a la fois les spécificités dasx devies.
CommeR. capsulatus cette bactérie peut effectuer la biosynthdsenovode la cobalamine

en présence ou en absence d’oxygene (Raak, 2000).

2.4.6 Riboswitch cobalamine chez CM4

Quatre éléments ARN de régulation riboswitch agsoa la cobalamine ont été identifiés
par analyse Rfam dans le génome de CM4 (Tableay hith://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/Rfam/getacc?RF00174). Trois d’entre eux socdlieés dans des régions trés conservées
entre les souches CM4, AM1 et DM4. Il n’est doncs paurprenant que, de ce fait,
les éléments riboswitch soient également consert#s. de ces éléments est situé
entre les genesbtA et cbtB codant les transporteurs du cobalt (Tableau 1i.8ig. 11.11).
Les deux autres sont situés en amont de récepfeom8 potentiellement impliqués
dans le transport du cobalt. Le quatrieme riboswat@galement été identifié dans le génome
de la souche DM4, il est localisé en amont d'urepéeur TonB. Chez CM4, en revanche
ce quatrieme riboswitch est trouvé sur le plasmpitlCHL, et se localise dans la régicmuy
juste en amont du genetuB codant un transporteur spécifique de dérivés rmides

(Mchl_5676) (Chapitre | section 1.6.2, Tableau #t&ig. 11.5).
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2.5. Génes de biosynthese du tétrahydrofolate {H) chez CM4

Le HsF et ses dérivés occupent une place importante lgangetabolisme méthylotrophe
en geénéral. Son rble est primordial dans l'utiimatpar la souchevl. extorquensCM4
du chlorométhane comme substrat de croissancedSatel, 2002) (cf. Chapitre 1). La voie
catabolique kHF-dépendante spécifique du chlorométhane est atigsgue dans la mesure
ou les travaux récents tendent a montrer que lesynees dépendantes dusMH
chezMethylobacteriunont plutdt un réle dans I'anabolisme, avec unHege du carbone lié
au H,F dans les réactions de biosynthese et la forma&obiomasse (Marx, 2005; Crowther
et al, 2008). La disponibilité de séquences génomigieddethylobacteriuma ainsi permis
d’évaluer dans quelle mesure les génes de biossmthe HF et d’enzymes HF-dépendantes
étaient conserves, dupliqués ou diversifiés chebpleehe CM4 par rapport aux autres souches

deM. extorquens

2.5.1 La biosynthése du chorismate a partir du Vihévse-4-phosphate : un pont

entre la biosynthése de la cobalamine et du folate.

Le D-érythrose-4-phosphate est transformé en ahatis en 7 étapes classiques conservees
chez M. extorquens(Fig. 11.14; Tableau 11.10). Le D-érythrose-4-ppbate est produit
soit par le métabolisme glucidique, soit lors déilasynthése de la cobalamine, au niveau
de la synthése du 5,6-diméthylbenzimidazole, pssurintervenant dans une des derniéres
étapes de biosynthése de la cobalamine. La réactitalysée par BIuB relargue en plus
du 5,6-diméthylbenzimidazole utilisé pour la biokése de la cobalamine, du D-érythrose-4-
phosphate (Tageat al, 2007). Chez CM4, les protéines Mchl_5732 et M2BBO présentent

61 et 41% d'identité avec I'enzyme cob(ll)yrinic idhca,c-diamide reductase BIluB
de Sinorhizobium meliloti(Campbell et al, 2006). Ces deux orthologues sont codés

d’une part par le génauB localisé au cceur de la régiomudu plasmide, et d’autre part
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Figure 11.14. Voie de biosynthese du tétrahydrofolte chez CM4

Les cadres grisés clairs et foncés marquent le®ipes plus abondantes en conditions de culture
en chlorométhane (Chapitre 1V) ou uniques a CMdpeetivement. L’astérisque indique les enzymes
gui sont codées par des genes présents sur leiggapMCHL.
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par le géne chromosomiqubluB2 qui est conservé dans l'ensemble des génomes
de M. extorquensLes genedluB et bluB2 semblent au coeur d’une adaptation de la souche
CM4 a la déchloration du chlorométhane, qui imptiqi’association de voies
folate-dépendantes (Studstral, 2002) et requiert la cobalamine pour I'activdténzyme clé

du catabolisme du chlorométhane.

2.5.2 Voie de biosynthéske novodu HiF

Les étapes de cette voie sont conservées chezldated et les bactéries et consistent
en deux branches. Les genes de la branche ptéoneme celle de la branche
du p-aminobenzoate sont conserves et font partie« dore genome » dbl. extorquens
(Tableau 11.10). Les génes impliqués dans la bithege du précurseur p-aminobenzoate
a partir du D-érythrose-4-phosphate sont égaleroemservés. Etant donné la conservation
de ces génes au sein du monde bactérien et Mhextorquensle paragraphe ci-dessous
développera surtout les étapes qui présentent idgslarités de duplications de genes
ou de geéenes orphelins, voire des étapes pour Ikssudidentification in silico

d’'un géne candidat était délicate cidzextorquens

Une branche de biosynthese classique de la paéiime Les génes de biosynthéede novo

du HF a partir du GTP et du p-aminobenzoate ont ététififss dans le génome de CM4
sur la base de similarités de séquences avec less fE, folB, folK, folP, folC et folA
caractérisés expérimentalement, notamment Eheali (De Crécy-Lagaret al, 2007).

Pour la deuxieme étape, on a recherché dans lengédeM. extorquensdes genes identifiés
automatiguement comme membres de la famille d’Hgdeo Nudix dont une activité
nucléoside triphosphate pyrophosphohydrolase astesb associée (NudD, Gabedt al,

2007; FolD, Klauset al, 2005). Ces hydrolases ont typiquement des pdailes comprises
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Tableau IlI. 10 - Biosynthese du tétrahydrofolate cbzM. extorquens: genes uniques chez la souche CM4

Geéne Produit Homologues®
plasmide chromosome chromosome chromosome chromosome
plMCHL CM4 DM4 AM1 PA1
Voie de biosynthésele novodu tétrahydrofolate
dmrA Dihydromethanopterin reductase, putative dihydaifoteductase nd¢ Mchl_4298 METDI4922 META1_4312 Mext_3930
META2_0242°
folA Dihydrofolate reductase (autre natfiA) (EC 1.5.1.3) nd Mchl_2886 METDI3418 META1_2852 Mext_2659
folB Dihydroneopterin aldolase (EC 4.1.2.25) nd Mchl_2149 METDI2496 META1_1744 Mext_1813
folC, / folC b Bifunctional folylpolyglutamate synthase (EC 6.37%).1 |\/|ch|75701b Mchl_4908 METDI5480 META1_4888 Mext_4444
dihydrofolate synthase (EC 6.3.2.12)
folE GTP cyclohydrolase | (EC 3.5.4.16) nd Mchl_2540 METDI3046 META1_2264 Mext_2265
folK 2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridine nd Mchl_2148 METDI2495 META1_1743 Mext_1812
pyrophosphokinase (EC 2.7.6.3)
folP Dihydropteroate synthase (EC 2.5.1.15) nd Mchl_2150 METDI2497 META1_1745 Mext_1814
pabA Aminodeoxychorismate synthase subunit Il nd Mchl_4275 METDI4894 META1_4283 Mext_3906
p-aminobenzoate synthase component (EC 2.6.1.85)
pabB Para-aminobenzoate synthase component | nd Mchl_4276 METDI4895 META1_4284 Mext_3907
(ADC synthase) (EC 2.6.1.85)
pabC Putative 4-amino-4-deoxychorismate lyase compoaent nd Mchl_4274 METDI4893 META1_4282 Mext_3905
para-aminobenzoate synthase multienzyme complex4(EG.38)
nudG dihydronéoptérine triphosphate pyrophosphohydroidse 3.6.1.) nd Mchl_0356 METDI0186 META1_0202 Mext_0312
NUDIX hydrolase (EC 3.6.1.) nd Mchl_4911 METDI5483 META1_4891 Mext_4447
Du D-érythrose-4-phosphate a la biosynthése du chismate
aroG 2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase (EC.84).2 nd Mchl_2273 METDI2762 META1_1974 Mext_1996
Bifunctional shikimate kinase (N-terminalroK) / nd Mchl_1923 METDI2309 META1_1535 Mext_1641
dehydroquinate synthase (C-termirsabB) enzyme (EC 4.2.3.4) META2_O462'
aroQ 3-dehydroquinate dehydratase, type Il (EC 4.2.1.10) nd Mchl_1223 METDI1576 META1_0864 Mext_1094
aroE Putative shikimate 5-dehydrogenase (EC 1.1.1.25) nd hl.M@67 METDI2150 META1_1380 Mext_1489
aroK Putative transcriptional regulator (N-terminal) / nd Mchl_2388 METDI2881 META1_2101 Mext_2112
shikimate kinase (C-terminal) (EC 2.7.1.71)
aroA 3-enolpyruvylshikimate-5-phosphate synthetase (EBC12L9) nd Mchl_2405 METDI2900 META1_2118 Mext_2128
aroC Chorismate synthase (EC 4.2.3.5) nd Mchl_3216 METDI3761 META1_3197 Mext_2990
D-érythrose-4-phosphate produit par le métabolismelucidique
cbbA Fructose-bisphosphate aldolase (EC 4.1.2.13) nd M6H6 METDI3150 META1_2370 Mext_2369
fbp Fructose-1,6-bisphosphatase | (EC 3.1.3.11) nd McHB09  METDI1126 META1_0757 Mext_0979
glpX Fructose 1,6-bisphosphatase Il (EC 3.1.3.11) nd MeH22 METDI2729 META1_1940 Mext_1966
tpiA Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) nd Mchl_5129 METDI5716 META1_5115 Mext_4666
D-érythrose-4-phosphate produit par la biosynthésee la cobalamine
Mchl_5732 Mchl_2280 METDI2769 META1_1981 Mex103

bluB / bluB, ©  Putative cob(ll)yrinic acid a,c-diamide reducta&€ (1.16.8.1)

2 Les orthologues localisés sur les chromosomes dé, OMI4, AM1 et PA1 présentent un minimum de 95 Bbetiitité au niveau protéique

® FolC2 présente 32 % diidentité de séquence preéigec les homologues chromosomiques

‘Catalyse la derniére étape de biosynthése du Béthylbenzimidazole

“nd, non détecté

°DfrB (META2_0242) est une dihydrofolate réductaseative qui présente 34 et 28 % d'identité au niywatéique avec les protéines DmrA et DfrA, respectient

f META2_0462, 33 % d'identité protéique avec le domairterminal de Mchl_1923
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entre 15 a 25 kDa. Parmi les 14 genes chez CMdiiidsnpar I'annotation automatique
comme portant le motif Nudix, un géne code une gmet Mchl_4912 de taille prédite
a 33 kDa, qui est localisé dans un opéron putatfuant le geneolC (Mchl_4908).
D’autre part, des paralogues des protéines NudDatli et de FolD de.c. lactis présentant
une activité dihydronéoptérine triphosphate pyrgphohydrolasén vivo, ont été recherchés
chez M. extorquensUne protéine du « core genome »MeextorquensMchl_0356, porte
un domaine Nudix et partage 42% d’identité avec D80% avec FolD). Par conséquent,
ce gene codant la protéine Mchl_0356 a été annotb. A ce stade, il est nécessaire
de valider ou non I'implication des protéines NueDMchl_4912 dans le flux du pool folate
chez Methylobacterium par une analyse génétique et biochimique de naitant
La derniere étape de biosynthése du folate cor@lué réduction du 7,8-dihydrofolate
en tétrahydrofolate par la dihydrofolate réductde€ 1.5.1.3). Dans la souche AM1,
trois genes présentent des domaines « dihydrofotahectase », a savaifrA (appelé aussi
folA), dmrA et dfrB. Le genedfrB est localisé sur un mégaplasmide spécifique dmlehe
AM1, alors quedfrA et dmrA sont présents sur le chromosome de toutes leshasuc
étudiées deM. extorquens(Tableau 11.10). Chez CM4, Mchl_2886 avec 44% elitité
avec la protéine FolA &. coli a été désignée FolA (équivalent de DfrA). La ségee
de la protéine Mchl_4298 est identique a la pretddmrA de AM1, et présente seulement
23% d'identité avec FolA ¢&. coli. Mchl_4298 a été désignée DmrA, et pourrait avoir,
en plus d'une activité dihydrofolate réductase géné, une activité spécifigue de
tétrahydrométhanoptérine réductase comme suggédre l@acontexte de la souche AM1

(Marx et al, 2003b).

L'opéron pabBAC regroupe les génes de la branche de biosynthése-aininobenzoate

A partir du chorismate, la synthese de I'aclaminobenzoique implique trois genasb

bien caractérisés chéz coli (Greenet al, 1992) (Fig. 11.14). Contrairement aux protéines
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PabA et PabB présentant des identités de 55 et a6 les protéines correspondantes
des entérobactéries, Mchl 4274 ne partage que 2@'fdéntité avec la protéine PabC
d’E. coli. Mais du fait d'une organisation opéronique desstgénes dans I'ordneabBAC

conservée chez les quatre souchesMdeextorquensséquencées, la protéine Mchl_4274

a été annotée comme PabC putative (Tableau 11.10).

Geéne orphelin plasmidiguelC2. Mchl 5701 est unique a CM4. Il est porté par splide
p1MCHL. Son homologue chromosomigimC (Mchl_4908) est quant a lui un gene présent
dans une région trés conservéeMleextorquendncluant 130 génesn synténie et contigu
au geneaccD codant pour une enzyme de transcarboxylationéfid«CoA carboxylase.
Le gene dupliqué plasmidique, qui code pour un Hogue avec 46% d’identité avec FolC
au niveau protéique a été nomméC2 Chez CM4, le gen®lC2 est situé immédiatement
en aval depurU et defolD; il est donc lui aussi potentiellement co-trartseri partir

du promoteur expérimentalement caractérisé en anwptirU (Studeret al, 2002). FolC2

et FolC présentent 33 et 36% d'identité avec Fol€ Rkeudomonas aerugingsa
respectivement. Ché2seudomonad’enzyme a été démontrée comme étant bifoncéban
avec une activité dihydrofolate synthase (EC 612QR.et folate polyglutamate synthase
(FPGS, appelée aussi tétrahydrofolate synthase.&E€.17) (Murataet al, 2000). Comme

le gene FolC du « core genome » Me extorquensle genefolC chez Pseudomonagst
contigu au genaccD. Les protéines FolC sont soit monofonctionnellescd’activité FPGS
seulement ou portent les deux activités, FPGS lgtddbfolate synthase. Cependant, aucun
motif de séquence ne permet de les distinguelasiyase de I'analyse de leur séquence
(De Crécy-Lagaret al, 2007). Aucun mutant du géf@C etfolC2 n’a été construit a ce jour
dans le contexte dMl. extorquens(Table S1 de Vuilleumieet al, 2009), de sorte que,

dans le doute, ces enzymes ont été annotées cotantdionctionnelles.
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2.6. Réactions d’interconversion duHsF chez CM4

De la cobalamine au folate : la méthyltransferasaiB. Un exemple d’enzyme dépendante

du H;F spécifique du chlorométhane est la méthylcobalarhkF méthyltransférase CmuB
de CM4. Cette enzyme a été caractérisée expérifaprgat et déemontrée comme essentielle
a ce métabolisme (Studeradt, 1999, 2001). Cette protéine comporte un motitélguence
suggérant une association ayFHEIlle est aussi identifiée comme une méthyltenase
par homologie avec de trés nombreuses protéindmcde@ries et d’Archaea sur I'ensemble
de sa séquence. Sa fonction a été confirmée exgdialement par la formation
de meéthyl-HF a partir de méthylcobalamine, et a partir de rdmn@ethane en présence
de cobalamine et de protéine CmuA (Studealet1999, 2001). En revanche, la séquence
de cette méthyltransférase ne fournit pas d'intoapour un site de liaison éventuel
pour la cobalamine. De fait, k&, du folate est de 240 uM, alors que celui de laatarhine
est tres élevé et ne peut étre déterminé pour petteine dans les conditions étudiées
(Studeret al, 1999). Les protéines les plus similaires a Cnuliig@z Methylobacterium
toutes des méthyltransférases, ne présentent quaimdarité modeste avec CmuB.
Cette protéine semble donc étre spécifique de la de dégradation du chlorométhane,
tant par la localisation génomique du géne cormed@ot que par sa conservation

chez les bactéries chlorométhane-dégradantesi{apitte Il ci-aprées).

Voie commune d'interconversion du 4H chez M. extorquens Le «core genome »

de M. extorquens comprend au moins une copie des genes classigess vdies
d’interconversion impliquant des dérivées du4FH (Tableau 11.10 et Fig. [.12).
Sur le chromosome des 4 souchedweextorquensdes génes codant pour deux sarcosine
oxydases seraient présents sous forme de deuxnspdistinctssoxGADBet soxGA:D,B;
avec au minimum 46% d’identité au niveau des sémpgeprotéiques de leurs sous-unités

correspondantes. L'opérosoxGA.D,B;, serait transcrit de fagcon divergente a un opéron
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Tableau 11.11. Voies de conversion des dérivés déttahydrofolate chezM. extorquens: des genes uniques au plasmide pIMCHL

Gene Produit Para|ogu€
chromosome chromosome chromosome chromosome
PIMCHL cma DM4 AM1 PAL
fch Methenyl-H,F cyclohydrolase (EC 3.5.4.9) nd® Mchl_2134 METDI2481 META1_172¢ Mext_1798
fmt 10-formyl-H,F:L-methionyl-tRNA(fMet) N-formyltransferase (EC122.9) nd Mchl_1917 METDI2303META1_152¢ Mext_1635
folD Bifunctional methylene-gF dehydrogenase (EC 1.5.1.5) / metheny-H Mchl_5700 nd nd nd nd
cyclohydrolase (EC 3.5.4.9)
ftfL Formate-HF ligase (EC 6.3.4.3) nd MchI_0447  METDI0483 META1_032¢ Mext_0414
gcvH Glycine cleavage complex protein H nd Mchl_0813 METDI0991 META1_062. Mext_0854
gcvH (Ipd) Glycine-cleavage complex protein L (EC 1.8.1.4) nd hM&930 METDI2316 META1_154: Mext_1648
gcvH2 Glycine-cleavage complex protein L (EC 1.8.1.4) nd  Mchl_3018 METDI3557 META1_2990 Mext_2790
gcvP Glycine cleavage complex protein P, PLP-dependgning nd Mchl_0812 METDI0O990 META1_062( Mext_0853
dehydrogenase (EC 1.4.4.2)
gevT Glycine cleavage complex protein T,AMdependent nd Mchl_0814 METDI0992 META1_062: Mext_0855
aminomethyltransferase (EC 2.1.2.10)
glyA b Serine hydroxymethyltransferase (EC 2.1.2.1) nd Me#95 METDI3959 META1_338: Mext 3171
metE> /metE  5.10-methylene-kF reductase (EC 1.5.1.20) Mchl_5726° Mchl_1881  METDI2266 METAL_149: Mext_1600

metH

mtdA

panB

purH

purU ¢/ purN
SoxA®
SoxA2°
soxB“
soxB2°
soxD
soxD2¢
soxG*
soxG2¢

thyA

ygfA

B12-dependent homocysteine-N5-methyFHransmethylase (EC2.1.1.13) nd

NADP-dependent methylene;MPT dehydrogenase, methylengFH nd
dehydrogenase (EC 1.5.1.5)

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferaset@henate nd
biosynthetic process (EC 2.1.2.11)

Bifunctional IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) / gpboribosyl- nd
aminoimidazolecarboxamide formyltransferase (EC23)

Phosphoribosylglycinamide formyltransferase 1 (EC22) Mchl_5699°
Sarcosine oxidase, alpha subunit (EC 1.5.3.1) nd
Putative sarcosine oxidase, alpha subunit (EC .1)5.3 nd
Sarcosine oxidase, beta subunit (EC 1.5.3.1) nd
Putative sarcosine oxidase, beta subunit (EC 1)5.3. nd
Sarcosine oxidase, delta subunit (EC 1.5.3.1) nd
Putative sarcosine oxidase, delta subunit (EC 1.p.3 nd
Sarcosine oxidase, gamma subunit nd
Putative sarcosine oxidase, gamma subunit nd
Thymidylate synthetase (EC 2.1.1.45) nd
Putative 5-formyl-H4F cyclo-ligase (EC 6.3.3.2) nd

Mchl_1882 METDI226/ETA1_149: Mext_1601

Mchl_2133

Mchl_2108

Mchl_2789

Mchl_2337
| Mas3
Mchl_1934
Mgl
Mchl_1936
[ME82
Mchl_1935

Mchl_4039

METDI2480 META1_172¢ Mext_1797

METDI2451 META1_170! Mext_1772

METDI3299 META1_253! Mext_2566

METDI2828 META1_204: Mext_2062
METDI4702 META1_4110 Mext_3738
METDI2320 META1_154¢ Mext_1652
METDI4700 META1_4108 Mext_3736
METDI2322 META1_154¢ Mext_1654
METDI4701 META1_4109 Mext_3737
METDI2321 META1_1547 Mext_1653

METDI4703 META1_4111 Mext_3739

MchB 193/ETDI2319 META1_154! Mext_1651

Mchl_2887

2640

METDI3419 META1_285: Mext_2660

METDI3144 META1_236: Mext_2363

? Les orthologues localisés sur les chromosomesMi, OM4, AM1 et PA1 présentent un minimum de 95%aiitité au niveau protéique

® M. nodulansORS 2060 porte 5 orthologues de GlyA avec plusQ® 8'identité au niveau protéique

° Les identités de séquence protéique entre lesogakss chromosomiques et plasmidiques MetF2, Panlde 26 et 32%, respectivement. La taille dif@mee PurU
(287 aa) et Pur N (219 aa).

9 Les sous-unités des deux opérseas ont plus de 46% d'identité au niveau protéique

nd, non détecté

f Paralogue chromosomique (41% d'identité au niveaiéigue) de la protéine L du complexe de clivagéedglycine (Lpd)
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comprenant un autre gene impliqué dans l'intercosion entre le kF et le 5,10-méthyléne-
H4F, le géndpd codant pour la protéine L du complexe de clivagéadglycine (Mchl_1930)

(Tableau 11.10).

Particularités chez CM4 : genes orphelins et dupligés dans les voies d’interconversion
du H4F. Trois cas seront abordés et concernent des gemess par le plasmide pIMCHL :

metF2 purU, etfolD unique a la souche CM4 dans le context&dextorquens

i) Gene metF2 Le génemetF2 (Mchl_5726)codant pour une 5,10-méthylengFH

réductase induite en présence de chlorométhanalgiSai al, 2002) a été mis
en évidence pour son rble essentiel dans la craissadle la souche CM4
avec le chlorométhane comme substrat de croissévWeanelli et al, 1999;

cf. Chapitre I). Conformément a la vaienu qui a été définie (Fig. 1.4), on s’attend
ainsi a ce que cette réductase favorise plutbét daversion de méthyl-iF

en méthylene-gF, contrairement a MetF chéz coli, dont le rble est de favoriser
la réaction dans la direction opposée, afin de rioudes précurseurs en; C
pour la synthese de méthionine. L'analyse génomiquentre désormais que
le génome de CM4 présente un autre gaed- (Mchl_1881). Cette protéine montre
beaucoup plus de similarité avedetF d’'E. coli (56% au niveau protéique)

gu'avec MetF2 (26%, Tableau I1.11).

i) Géne folD. Chez la plupart des bactéries les activités métieyHF
déshydrogénase et méthényFH cyclohydrolase sont portées par une enzyme
bifonctionnelle FolD (Maden, 2000). La souche CNwbssede ungene folD

surle plasmide pl1MCHL, a proximité immédiate dgénes cmu (Fig. I1.5).
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Le géne codant pour cette enzyme n’est cependantgh@uvé cheil. extorquens
AM1, DM4 ou PA1, ni sur le chromosome de la soucdkl4. Les souches
Methylobacterium comme les bactéries méthylotrophes en générakéoent deux
enzymes distinctes catalysant les mémes réactiamse méthyléne-fMPT /
méthylene-HF déshydrogénase MtdA NADP-dépendante (Vorletltal, 1998;
Marx et Lidstrom, 2004) et une méthényjFHcyclohydrolase Fch (Pompet al,
1999) (cf. Chapitre I). L'impossibilité d’obtenired mutantantdA et fch a suggéré
gue ces enzymes étaient essentielles pour le olstmle méthylotrophe
(Chistoserdova et Lidstrom, 1994; Pompet al, 1999). Des expériences
de complémentation de mutamtgdA ont également démontré que la protéine FolD
ne parvient pas a restaurer la croissance sur n@thd'un mutant mtdA
(Marx et Lidstrom, 2004), il semblerait donc que peotéines présentent des activités

et des spécificités différentes chez les bacténiethylotrophes.

iii) Géne purU. De la méme maniere, la formylH hydrolase PurU (EC 3.5.1.10),
tout comme FolD, est présente chez CM4, et le gareespondant est localisé
immédiatement en amont du gef@®@D, suggérant que ces deux genes sont sous
le contréle du méme promoteur chlorométhane-ré¢btaderet al, 2002). PurN,

le paralogue chromosomique de PurU (287 résidus)edlongueur plus réduite
de 219 acides aminés, fait partie du « core gensomieM. extorquensLe produit

du geéene purU présente seulement 32% d’identité avec le prodlit gene
purN, une phosphoribosylglycinamide formyltransféragableau 11.11) impliquée
dans la biosynthese de purines. Le ggmueU est essentiel pour la croissance
de la souche CM4 sur le chlorométhane, mais pas lgouaroissance sur d’autres

composeés en {&omme le méthanol (Studet al,, 2002).
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Le génome dé. extorquensTM4 présente des genes non retrouvés dans les aoehes
de M. extorquengfolD, purU) ainsi que des duplications de certains de cesgyémetF2
folC2) (Tableau I1.11). Ces quatre genes sont tous ikE=slsur le plasmide p1MCHL,

soulignant leur association a la voie folate-dépeaite d’utilisation du chlorométhane.
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Diversité microbienne des genes d’utilisation

du chlorométhane
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Diversité et organisation des géenes d'utilisationuchloromethane
de souches bactériennes isolées de la phyllosphére

Résumeé

Le chlorométhane est un gaz impliqué dans la destru de I'ozone, et dont le bilan
des émissions et des puits dans I'environnemerie rasl’heure actuelle trés incertain.
Les études récentes ont montré qu'il était prodeitfacon naturelle en grande quantité,
et principalement au niveau de la phyllosphére.sDaeite étude, trois souches bactériennes
dégradant le chlorométhane, affiliées au gdtlyphomicrobium ont été isolées de feuilles
d'’A. thaliana aprés enrichissement en présence de chloroméitamene unique source
de carbone et d'énergie. En utilisant des amor€&s buvellement dessinées, les gerras

de ces isolats ont été séquencés. Leur organisattie@ar diversité ont été comparées a celles
des génes correspondants des bactéries aérob@msmnabthane-dégradantes précédemment
décrites, parmi lesquelleMethylobacterium extorquen€M4 dont le génome complet
est disponible. L'organisation des géeossides trois isolats est similaire a celles des autre
souches bactériennes connues, a I'exceptioMdextorquensCM4, avec un enchainement
consécutif des géenesmuBCA. Le géne cmuA, codant une méthyltransférase, présente
l'identité de séquence la plus élevée parmi leschssi dégradant le chlorométhane
aujourd’hui caractérisées, alors que le gemeiCessentiel a la croissance sur chlorométhane
mais de fonction encore inconnue, montre l'iderdiééséquence la plus faible. A I'avenir,
les nouvelles amorces PCR dégénérées congues dtasétude contribueront a faciliter
'analyse de la diversitée et de l'organisation dgsiescmu de souches bactériennes
chlorométhane-dégradantes isolées, et aussi ateléles genexmu dans I'’ADN extrait

directement d'échantillons de I'environnement.
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Diversity and organisation of chloromethane utiliséion genes
in bacterial strains isolated from the phyllosphere

Abstract

Chloromethane is an ozone-depleting gas which axlymed naturally in large amounts
in the phyllosphere. Three chloromethane-degrabtengerial strains affiliated to the genus
Hyphomicrobium were isolated from leaves ofA. thaliana after enrichment
with chloromethane as sole carbon and energy soBkcasing newly designed PCR primers,
cmu genes of these isolates were sequenced and thmganisation and diversity
were compared to previously reported aerobic chhethane-degrading strains, including
Methylobacterium extorquensCM4, whose complete genome is now known.
With the exception oM. extorquensCM4, all strains including the three new isolates
featured a similar organisation of known chloronae#tdegrading genes, as a consecutive
and colinearcmuBCA gene arrangement, although some of the previodsaracterised
strains appeared to lacknuB Overall, sequence identity was highest for theuA gene
encoding a two-domain methyltransferase corrinamtgin, and lowest for themuCgene

of still unknown function but essential for growthth chloromethane. The new degenerate
primer pairs for PCR that were developed may sarfature studies for the comprehensive

analysis of mugene diversity and organisation in isolated sgraind environmental samples.
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Introduction

Halocarbons are known for their important ozone letegn properties (Harper, 2000).
Chloromethane, the most abundant volatile halocarbo the atmosphere (600 ppt),
is responsible for at least 15% of catalysed ozbemstruction in the stratosphere (Montzka
et al, 1996; Harper, 2000). The largest sources ofromethane emissions to the atmosphere
are of natural origin, in particular from vegetati@and include higher plants (Yokoudhtial,
2002; Saito and Yokouchi, 2006; Yokoudtial, 2007; Gebhardet al, 2008), grasslands
(Rhew and Abel, 2007; Tedt al, 2008), salt marshes (Rhetal, 2000; Rhewet al, 2002),
peatlands (Dimmeet al, 2001), wood-rotting fungi (Watling and HarpeQ98; Saxena
et al, 1998), senescent leaves (Myneni, 2002; Hamitbal, 2003; Keppleet al, 2004),
biomass burning (Lobes#t al, 1999), and oceans (Mooet al, 1996; Scarratt and Moore,
1998; Khalil and Rasmusserl999). Natural production of chloromethane wasneded

to represent 2.1 Tg Cl yr with industrial sources contributing less thartsl@dditional
emissions (approximately 165 Gg Cl™yr(Yoshida et al, 2004). The dominant sink
for chloromethane, via reaction with hydroxyl raadg in the troposphere, represents 84%
of total sinks, estimated at 4.1 Tg Cl'y¢Koppmannet al, 1993). The striking discrepancy
between sinks and sources of atmospheric chlor@nettsuggests that natural emissions
of chloromethane, in particular from tropical ve&n, may amount to as much
as 1.8 Tg Cl yf (Lee-Tayloret al,, 2001; Yokouchet al, 2002; Yoshidat al, 2006). Indeed,
emissions by plants were recently estimated to wadcéor 30-50% of global emissions
of chloromethane (Saito and Yokouchi, 2008; Sadio al, 2008). The first report
of chloromethane production by higher plants inldi®oratory was for potato tubers (Varns,
1982; Harperet al, 1999), and chloromethane was shown to be forfred the decay
of plant biomass and humus formation in soil (Myin@002). However, emissions of volatile

compounds, including methanol and chloromethanee &mom the phyllosphere,
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which refers to the above-ground parts of plants] & leaves in particular (Galbally
and Kirstine, 2002; Niinemetgt al, 2004). Indeed, measurements of chloromethane
concentrations above tropical rainforests in Sagheé\sia (Yokouchiet al, 2000, 2002)
and in South America (Mooret al, 2005) recently demonstrated significant conceioina

of these compounds in the corresponding environsné€B00 and 800 ppt, respectively).
The vegetation types contributing to chloromethangssions have begun to be analysed
(Yokouchi et al, 2002). So far, ferns and halophilous plants fraropical forests
are the strongest emitters of chloromethane idedtif with emissions exceeding
1 ug (g dry wt) h* (Yokouchi et al, 2007). The molecular basis for chloromethane
production by plants has also been investigatedméthyltransferase responsible for
chloromethane production was purified from leaveBrassica oleracedAttieh et al, 1995,
2000), and the gendol (Harmless to ozone layer), encoding a protein lolgpaf catalysing
the S-adenosyl-L-methionine-dependent methylatiochtoride, was identified in the model
plantArabidopsis thaliangRhewet al, 2003; Nagatoshi and Nagamura, 2009).

With respect to the sinks identified for chloronaeth, degradation by bacteria represents
a major factor, whose importance remains to beotghly evaluated. Some microorganisms,
such as methanotrophs, are capable to co-oxidislroohethane using methane
monooxygenase, but not to use it as a carbon sdorcgrowth and energy production
(Stiring and Dalton, 1979; Han and Semrau, 200Perhaps more importantly,
certain methylotrophic bacteria are able to usercnhethane as the sole carbon and energy
source (McDonaldet al, 2002; Trotsenko and Doronina, 2003; Schaderal, 2007).
Chloromethane-degrading bacteria appear to be quitkespread, with representatives
affiliated to the generaAminobacter Hyphomicrobium, Leisingera, Methylobacterium
Roseovarius (Alphaproteobacterisg  Pseudomonas (Gammaproteobacter)a and

Acetobacterium(Actinobacterig, and isolated from diverse environments such as soi
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(Doroninaet al, 1996; Milleret al, 1997; Coulteret al, 1999; McAnullaet al, 2001a),
activated sludge (Hartmaret al, 1986; Trauneckeet al, 1991; Freedmaet al, 2004),
freshwaters (McAnullt al, 2001a), and seawater (Schaftal, 2005).

The only known pathway for chloromethane catabolsmaerobic bacteria was investigated
in detail for strainMethylobacteriumsp. CM4 (Doroninaet al, 1996). The entire genome
sequence of this strain has recently become aVai(atip://www.genoscope.cns.fr/agc/mage),
allowing its affiliation to the specidglethylobacterium extorquen$ransposon mutagenesis
of strain CM4 allowed to identify a set of genesatthare essential for growth
on chloromethane (Vannellet al, 1998, 1999), which were termedmu genes
for chloromethane _tilisation, and were subsequently reported in sdvether strains
(reviewed in Schafeet al, 2007). The chloromethane dehalogenase encodedmioyA
and cmuB genes was purified and characterised (Stuagr al, 1999, 2001),
and chloromethane-dependent regulation of expnessi@amu genes was also investigated
in this strain (Studeet al, 2002). In addition, themuAgene has been used as a biomarker
of chloromethane metabolism in molecular studiesnafrobial diversity of chloromethane-
degrading bacteria in various environments (McAaelt al, 2001a; Milleret al, 2004;
Borodinaet al, 2005; Schafeet al, 2005).

Some of the genera featuring representatives obraimethane-degrading bacteria,
Hyphomicrobium Methylobacteriumand Pseudomonaparticular are known to be efficient
colonisers of the phyllosphere (Kinkel, 1997; Antiseand Harris, 2000; Trotsenka al,
2001; Rajaet al, 2008; Delmotteet al, 2009). To date, however, no chloromethane-
degrading strains isolated from leaf surfaces hbeen reported. The primary aims
of this study were to isolate chloromethane-degmgthiacterial strains fror. thalianaleaves,

to detect and characterigenu genes in these strains, and to compare their z@sn

and diversity.
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Experimental procedures

DNA and  bacterial strains. Strains Methylobacterium  extorquens CM4
and Hyphomicrobium chloromethanicumCM2 were original laboratory stocks
conserved at — 80°C. Genomic DNA extraction of éaat strains was performed
using the Wizard Genomic DNA Purification Kit (Prega, Madison, WI, USA). Total DNA
of Aminobacter lissarensi€C495,Aminobacter cicerondiMB-1, Rhodobacteraceasp. 179

and sp. 198 was kindly provided by H. Schafer (UniwVarwick, UK).

Growth media. Liquid cultures for enrichment and growth were parfed in mineral
medium for methylotrophic bacteria (M3) containifer liter of distilled water): KHPOy
(6.8 g), (NH)2SO4 (0.2 g), NaOH 5 M (5.85 ml), yielding a final pHf o/.2.
After autoclaving, 1 ml/L medium each of calciuntraie solution (25 g/l), and of trace
elements solution containing (in mg/l) Fe&®i>0 (100), MNSQH20 (100), ZnSQ (29.5),
Co(NOg)26H2O  (25), CuCHp2H0 (25), NaMoOg2H0O (25), NHVO3 (14.4),
NiSO46H20 (10), HsBO3 (10) and 0.5 ml/l of HSOy (95%) were added.

Bacterial strains were cultivated and isolated ohdsmedium containing (in g per liter
of distilled water): KHPO4 (1.04), (NH)2SO4 (0.2), NaHPO4H20 (0.65), MgSQ7H20

(0.1), bromothymol blue (0.1), agar (15) at a pH7d. Calcium nitrate and trace elements

were added after autoclaving as described fordidl® medium.

Enrichment culture and strain isolation from plant leaves.For each enrichment culture,
oneA. thalianaleaf (~ 40 mg) was immersed in a 300 ml vial contgy 50 ml of medium
M3 and fitted with a sealed mininert valve cap (8&). Following addition of 10 mM
of chloromethane (approx. 12 ml) to the headsp&tegichment cultures were incubated

under shaking (100 rpm) at 30°C. After 24 h, thaflevas removed and 10 mM
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of chloromethane were again added. After three essice subcultures, enrichments
were spread onto plates and incubated in sealsdjgjd jars containing 1.3% chloromethane
(v/v). Utilisation of chloromethane was indicated/ lbdevelopment of yellow color

on a green background around dehalogenating calomiBich were selected and purified

on fresh solid medium.

Dehalogenation activity. Whole-cell suspensions were prepared from expasleptiase

cultures (50 ml, Ogpg < 0.3), obtained with chloromethane as the solbara source,

by centrifugation at 6000 rpm for 10 min, washingls twice in 50 mM chloride-free
phosphate buffer pH 7.0, and resuspending thepedliét in the same buffer (final volume
6 ml). Protein determination was performed with 11 mf cell suspension,
using the bicinchoninic acid assay and a commekiigPierce). For activity measurements,
5 ml of cell suspension were added to 17 ml Hunggatks capped with a gas-tight mininert
valve (Sigma). Chloromethane gas (10 ml) was addedxcess, and the vial incubated
at 30°C. At different times, aliquots (0.5 ml) ofiet cell suspension were sampled
through the valve with a 1 ml syringe, transferréd Eppendorf tubes on ice,
centrifuged immediately, and the resulting supemtst transferred to fresh Eppendorf tubes
and kept frozen until further use.

Chloride concentration was determined spectrophetocally by the method of Jorg

and Bertau (2004), as [Fe€]] (AMmax = 340 nm) formed in highly acidic medium.

Chloride concentration was determined by comparigoma calibration curve (0 — 5 mM)
obtained with sodium chloride solution in the saimgffer, and dehalogenase activity

expressed as nmol/min/mg protein.

Polymerase chain reaction (PCR).Primers used in this study are listed in Table2lll.

Reactions were performed in 0.2 ml microcentrifiglees using a thermal cycling system
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(Mastercycler Personal, Eppendorf, Germany). E4ZR Reaction mixture consisted of 2.5 pl
of PCR buffer (New England Biolabs, USA), 0.25 pf dNTPs (200 puM), 1 pl
of each forward and reverse primers (20 uM), 17.Dfudistilled water, 0.3 pl ofTaq
polymerase (5U/New England Biolabs, USA), 0.05 filpfu polymerase (3U/Promega,
Madison, USA) and 2 ul of template DNA solution (2&). After initial denaturation (94°C,
3 min), DNA amplification was performed by 30 cylef 45 s denaturation at 94°C,
annealing for 1 min (at 52°C for the 16S rRNA geaed between 61°C and 67°C funu
genes), extension for 1 - 4.5 min (depending ofjfrant length) at 72°C, and a final
extension step of 7 min at 72°C.

A two-step semi-degenerate PCR strategy (Jactbsl, 2003) was used to access
the 5-upstream region of obtainedhuBgene fragments. In the first step, primer cmuBrev
was used in PCR with a mix of three semi-degengnaeers with a defined 5’ tail (cekg2A:
GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNAGAG; cekg2B: GGCCAGIEBTCGAC
TAGTACNNNNNNNNNNACGCC; cekg2C: GGCCACGCGTCGACTAGTAGNNNNNN
NNNGATAT). The second step involved using reversanpr cmuBrev2 and a primer

targetting the tail of semi-degenerate primers gdekoGCCACGCGTCGACTAGTAC).

Sequencing.After treatment of PCR products with ExXoSAP-IT reag(USB Corporation,
USA) according to the manufacturer's recommandsti@dNA sequences were obtained
from PCR products with appropriate primers (Tabll2) on an ABI Prism 3130 XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, UK). The obtained is&aceswere deposited in the EMBL

database under accession numbers XYZ.

Phylogenetic analysisDNA sequences were compared to databases by dllasesearches
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/blast). DNA and protesequences of interest were analysed

using Emboss (http://bips.u-strasbg.ffEMBOSS) &mabyle (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
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bin/portal.py) online platforms. Multiple alignmentwere obtained using CLUSTALW,
and manually adjusted using Jalview, as implemented the Myhits online portal
(http://myhits.isb-sib.ch). Multiple alignments weranalysed with the PHYLIP suite
of programs, and in particular the DNADIST, NEIGHRO SEQBOOT
and CONSENSE, as implemented on the Mobyle platforBootstrap analysis

was done with 100 replicate datasets.
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Table Ill.1. Growth of chloromethane-degrading strans and activities of resting cells
with chloromethane

Strains dpubling spgc_ific activity .

time (h) [umol min™ (mg protein) -]
Methylobacterium extorquer@idM4 7.3+x1.1 26.1£5.8
Hyphomicrobium chloromethanicu@ivi2 49+0.3 248 +2.2
Hyphomicrobiumnsp. strain MC1 51+0.3 29.5+4.0
Hyphomicrobiumnsp. strain TN2 59+0.7 28.0£0.3
Hyphomicrobiumnsp. strain SR3 18.1+£0.5 22.8+2.0
Hyphomicrobiumnsp. strain SR4 19.8+0.5 21.6+£0.2

Rhodobacteracealgacterium str. 217 (AJ810834)

Rhodobacteraceagacterium str. 179 (AJ810836)

100 100 Rhodobacteraceagacterium str. 198 (AJ810835)
—|_— Leisingera methylohalidivoransp. MB2 (NR_025637)

100 — Aminobactersp. CMC (AF279785)

77 100 Aminobacter ciceron IMB1 (AF307143)

Aminobacter lissarens CC495 (AF107722)

Hyphomicrobium chloromethanict CM2 (AF198623)

Hyphomicrobiurr strain TN2

Hyphomicrobiunmsp. S3 (AF279788)

Hyphomicrobiur sp. S4 (AF27978¢

Hyphomicrobium sp. strain MC1

8 Hyphomicrobiurr sp. strain SR4

Hyphomicrobiurr sp. strain SR3
100 Hyphomicrobiur sp. SANM1 (AF279791
100

93

100 97

Hyphomicrobiur sp. SAC-1 (AF279790
Hyphomicrobiunsp. PMC (AF279787)

Methylobacterium extorque CM4
PseudomonasaeruginosaNB1 (AF193514)

0.01

Figure Ill.1 . Phylogenetic affiliation of chloromethane-degradingbacteria based
on obtained partial 16S rRNA gene sequees

Strains isolated in this study are shown in boldhe TGamma-Proteobacteriufmseudomonas
aeruginosa which is unable to degrade chloromethane, wasl aseoutgroup. Multiple sequence
alignments (total length 1400 bp) obtained with GTALW were analysed with PHYLIP
(see Materials and Methods). Bootstrap values beidware not shown. Scale bar, 1% sequence
divergence.
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Results

Isolation, characterisation and identification of chloromethane-utilising bacteria. Several
aerobic chloromethane-degrading strains have beestrided over the years (reviewed
in Schaferet al, 2007), but the first one, strain MC1 isolateahfrindustrial sewage sludge,
was not thoroughly characterised (Hartmatsal, 1986), and was thought to be lost.
However, a stock of the chloromethane-degradirgrsityphomicrobiumMC1 was recently
found and successfully cultivated on solid mediufthvehloromethane as the sole carbon
and energy source. In this work, enrichment custuusingA. thalianaleaves as the inoculum,
were setup with chloromethane as sole carbon amedggnsources (1.3%, v/v), and led
to the isolation of three chloromethane-degradiagtdrial strains (TN2, SR3 and SR4).
As for the observed originally strain MC1 (Hartmaat al, 1986), the morphology
of these strains, with characteristic hyphae, wdgative of the genudyphomicrobium

Purity of the newly isolated strains was confirmieg plating on mineral medium
with methanol as the sole carbon and energy sowcd, chloromethane degradation
during growth was demonstrated by gas chromatograjgupled to flame ionisation
detection, and by measurements of chloride in sigd@nts of cultures grown in chloride-free
mineral medium. Doubling times during growth withlaromethane as sole carbon
and energy source were measured and compared wi¢hvalues obtained
for M. extorquensCM4 andH. chloromethanicunCM2 under the same conditions

(Table I11.1). Strains CM2, MC1 and TN2 had simildoubling times @ ~5 hours),
whereas growth oM. extorquensCM4 was slightly slower ¢ 7.3 hours), and strains SR3

and SR4 grew more slowly. In contrast, specificihaités of dehalogenation derived
from measurements of chloride concentration in snptants of cell suspensions

were similar for all strains investigated (Tablell).
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Methylobacterium <

extorquensCM4

Hyphomicrobium
chloromethanicun€M2

Aminobacter
lissarensisCC495

Aminobacter
ciceroneilMB1

Rhodobacteraceaeacterium
str. 179

Rhodobacteraceaeacterium
str. 198

Hyphomicrobiunsp.
str.MC1, TN2, SR3, SR4

e 335000 340000
hutl cmuA  cmuC_like purU
370.000

metF cmuB cmuC cbiD

-

fmdB
cmuB cmuC CMuA paaE hutl  metF

) DS

D) — ) 77

0 m— p) 72

DS

nrdF

D — N2~ K

cmuBfor cmuArev

cekG2n > -wweveees —< cmuBrev

cmuA802f >——————— paaErevl

cmuA802f hutlrev2

Figure I11.2 . Comparison of cmu gene organisation
in chloromethane-degrading bacteria

Gene clusters are drawn to scale. Arrows repregmiein-coding genes, and homologous genes
are given with identical shading. Annotations abak®ws indicate the name of gene. Chloromethane
degradation genes are part of two different clgsteM. extorquensCM4. Amplified PCR products

used to characterise the new isolates (highlightdabld) are indicated below the gene arrangement
in these strains, together with the names of thed ysimers. The dotted lines refer to products
obtained by two steps PCR performed with degengnateers cekG2a,b, ¢, and to products obtained

nrdE

with primers cmuBrev and cmuBrev2 (3’ end of tneugene cluster of the isolates).
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Partial 16S rRNA genes (1400 bp) were amplifiedASyR from DNA of the investigated
isolates and then sequenced (Fig. I1l.1). The nasdlated strains showed over 96% DNA
sequence identity with the 16S gene Hbf chloromethanicumCM2, and were assigned
to cluster Il of the genuslyphomicrobiumAlpha-Proteobacteria (Rainegt al, 1998).

The 16S genes of strains SR3 and SR4 were mostlyloslated to each other (99.8%
identity), whereas that of strain TN2 was closedjated to that of strain MC1 (98.4%)

and ofH. chloromethanicun€M2 (97.9%) (Fig. Ill.1).

Organisation and diversity of cmu genes in chloromethane-degrading strains.
GenescmuA cmuBandcmuCwere originally identified irM. extorquensCM4 (Studetret al,
1999, 2001). The genemuA encodes two distinct protein domains, an N-termina
methyltransferase domain and a C-terminal corriandliing domain. The genamuB gene
encodes a methylcobalamine:tetrahydrofolate metndterase, and proteins CmuA
and CmuB in combination catalyse the transfer @& thethyl group of chloromethane
to tetrahydrofolate (Studest al, 2001). The role of themuC gene, known to be essential
for growth with chloromethane (Vannedt al, 1999), remains to be elucidated. In the CM4
genome, these threemu genes are found in close association with genedemg
other tetrahydrofolate-associated functions, anchlised on two distinct DNA regions
(Vannelli et al, 1999; Fig. Ill.2). DNA fragments containingnu genes were sequenced
from five other chloromethane-degrading straidgphomicrobium chloromethanicu@M?2
(McAnulla et al, 2001b), Aminobacter ciceroneilMB-1 (Woodall et al, 2001),
Aminobacter lissarensi€C495 (Warneet al, 2005) and twdRhodobacteraceastrains 179
and 198 (Schéafeet al, 2005). In contrast to what was observed NborextorquensCM4,
cmuand associated genes in these strains all appds localised in immediate proximity
to each other (Fig. Ill.2), with a conserved aremgnt ofcmuC cmuA fmdB (encoding

a putative transcriptional regulatorpaaklike (encoding a putative oxidoreductase)
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Table I11.2. Primers used in this study

Target gene Primer Sequence (5'to PositionP Reference

CmuA802f TTCAACGGCGATATGTATCCCGG 7404-7426 Millet al, 2004

cmuAfor® CAAGAACGTAAAGCCTGAGCA 8180-8200 this study
cmuAl1609R GGCATGTCGGTGATGACAAATTC  8263-8241  McAnalt al, 2001b
emuA cmuArev GARTTKGTCATCACCGACATGCC  8270-8247 this syud
cmuArevX®  ATGCACGGATGGACGACGGA 7519-7500 this study
cmuArev¥ TACGGNMTYGAYGCNAA 8404-8388 this study
cmuBfor GGCRTGCARATGGCGTTCGACG 4630-4651 this study
cmuBfor¥ TTCCCCAAGTGGACGG 5094-5109 this study
cmuB  cmuBfor& GCGAATGGGTCA 5128-5139 this study
cmuBrev CTACGCTTCGCTGCGCAGGAACT  5273-5252 this stud
cmuBrev®  ATGATCAACGCATCAGAGGC 4742-4723 this study
cmuCfof GGCGACGACCTTGGCTTTCAG 5954-5974 this study
cmuCfor®  TCCGAAATTGATTTTC 5980-5995 this study
cmuC cmuCfor¥ GCATGTTCGTGTCCGAAAT 5969-5987 this study
cmuCfor& GCGCCGATGGACAATATTTC 6313-6332 this study
cmuCrev® ACGCCGGACGATGT 6401-6388 this study
paaE paaErevl TSTCGTCGAARTCGAT 9865-9850 this study
hutl hutlrev2 TCVTCRCARHAVRCYTCDAC 10655-10635 this study

a|UPAC-code (M=A/C, R=AIG, W=A/T, Y=CIT, S=CIG, K=, H=A/C/T, V=A/C/G, D=AIG/T,
B=C/G/T, N=A/C/GIT)

b positions correspond to the chloromethane utibratiuster oH. chloromethanicunstrain CM2
(AF281259)

C Only used for sequencing
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and hutl (encoding a putative imidazolone hydrolase), andsame cases alsmetF
(encoding a putative 5-10 methylene tetrahydrofolaductase). ThemuB gene, however,
remained undetected irA. ciceronei IMB-1 (Woodall et al, 2001) as well as
in Rhodobacteraceastrains 179 and 198 (Schagdral, 2005).

Genes cmuA cmuB and cmuC of Hyphomicrobiumstrains MC1, TN2, SR3 and SR4
were amplified and sequenced from total DNA, usipigeviously described primers
(McAnulla et al, 2001b; Milleret al, 2004), as well as primers designed from the more
conserved parts of previously reportadugene clusters (Table 111.2). In addition, a twejst
PCR strategy (Jacobst al, 2003) afforded access to the unknown 5’-upstreagion
of cmuB gene fragments, and allowed to obtain complete esemps of thecmuB gene
for the new phyllosphere isolates.

The organisation ofcmu gene clusters for strains isolated froA thaliana leaves
and from strain MC1, with a simplemuBCAgene cluster, was similar to that found
previously forH. chloromethanicun€M2, and thus different from that &f. extorquens<CM4,
as noted above (Fig. 11l.2). Moreover, successiGRPreactions with cmuA802f-paaErevl
and cmuA802f-hutlrev primer pairs (Table IIl.2)eling PCR products of 2.5 kb and 3.2 kb
respectively, provided evidence that gepaaEandhutl were also present in the new isolates,
and in the same arrangement as in streiyphomicrobium chloromethanicun©@M2
(data not shown).

The cmuA gene was used previously as a marker to investigie diversity
of chloromethane-degrading bacteria in variousremvnents (McAnulleet al, 2001a; Miller

et al, 2004; Borodinat al, 2005; Schafeet al, 2005), through application of the primer pair
cmuA802f-cmuA1609R in PCR amplification. As a caqsence, a large number of partial
(765 nt)cmuAsequences retrieved from total DNA from differeglevant environments are

available in sequence databases today. A phylogetree including the corresponding
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Figure 111.3. Phylogenetic analysis of characterisedmu genes
in chloromethane degrading strains

Strains characterised in this study are shown itd.b&hylogenetic trees were constructed
from multiple alignments oEmuA (A, 765 nt total alignment lengthmuB (B, 683 nt), ancmuC

(C, 957 nt) as described in the Materials and Mdsghgection. Bootstrap values of nodes recovered
in more than 75% of cases are shown. Scale barseg#ence divergence.
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partial cmuA sequences from our isolates, from reported chletbame-degrading strains
including selected partial fragments of tb@uA gene in sequence databases (Fig. 111.3a),
suggests that the novelyphomicrobiumisolates as well as strain MC1 belong to a clade
which includes sequences from woodland soil covesgth leaf-litter and garden soils
(Borodinaet al, 2005). Sequence identitgvels betweertmuAgene fragments were 75%-
80% between newly isolatedHyphomicrobium strains and M. extorquens CM4
and Aminobacterstrains. Strains SR3 and SR4 showed identicalesexps in the aligned
cmuAgene fragment, whereas strains TN2, CM2 and MGth, ewer 99% pairwise identity,
clustered tightly together, highlighting the limitans of working with partial gene sequences
(Fig. 1l1.3A). It is likely that the primer pair ainally proposed for retrieval and analysis
of cmuA gene fragments (yielding a PCR product size of ls@08 bp) was designed
to accomodate the shorter (1704 arfjuAsequence reported fiminobacter cicerondMB1
(AF307143), which also features a very divergente8ninal end of the gene. In the course
of this work, a frameshift in this sequence wasdetd, and a corrected sequence of 1851 nt
was defined for themuA gene of that strain. We propose that primer paiwuA802f-
cmuArev3, yielding a longer PCR product size of ragpnately 1 kb, newly designed
in this work (Table I11.2), be used in future steslifor retrieval oftmuA gene sequences
from environmental DNA. Indeed, the additional aifigdl region ofcmuAgene (141 bp)

is less conserved than the region between primergA802f and cmuArev (865 bp)
(see Suppl. Table 111.S1), and could allow bettscdmination ofcmuAsequences retrieved
from the environment.

In contrast to the situation wittmuA only few partial or fullcmuB and cmuC sequences
are yet available and were all obtained from cated and isolated strains. In this work,
several new degenerate primer pairs were developéch allow the detection and retrieval

of cmuBandcmuCgene sequences from all chloromethane-degradiamstisolated so far,

143



Chapitre 1l

as well as from newly isolated strains (Table )ll.bh the case otmuB gene fragments
(Fig. 111.3B), analysis showed high identity betweemuB genes of strains SR3 and SR4
(97.2%) on the one hand, and between strains TNRGM2 (96.2%) on the other hand.
In contrast, overall identity ofcmuB sequences betweeildyphomicrobium strains
andM. extorquenCM4 was only about 60%.

Phylogenetic analysis afmuC gene diversity showed the same topology as wasrobd
for cmuA (Fig. II1.3C). Sequences from SR3 and SR4 weretnotisely related (97.9%
identity), and sequences from strains MC1, TN2 @M were closely clustered (> 91%
identity). The analysis, included an intriguingnuClike gene of unknown function
from strain CM4 ¢rf414, 54% identity tocmuQ, located immediatly upstream ofmuA
in this strain and most likely cotranscribed witihnuA (Studer et al, 2002). The cmuC
sequences dilyphomicrobiumandAminobacterstrains were as similar to teenuGlike gene
as to thecmuCgene (~ 47%) of strain CM4, highlighting the lesdegree of conservation
of the cmuC gene despite its essential character for bactgriaivth with chloromethane

by thecmupathway.
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Discussion

Enrichment cultures fromA. thaliana leaves with chloromethane as sole carbon and gnerg
sources allowed to isolate three new chlorometitiggadingHyphomicrobiumstrains.
Methylobacterium strains were shown to befficient colonisers of leaf surfaces
and predominant in the\. thaliana phyllosphere (Delmotteet al, 2009). Although
such strains were specifically looked for, howeverne were obtained here. It is possible
that our medium or enrichment conditions favour igw@ation of Hyphomicrobiumstrains,
as previously hypothesised by Borodina and colleagu(2005). Alternatively,
Hyphomicrobium physiology may be more adapted to growth with rtethane

in a yet unknown way.

Previous studies featured the use of a relativhbyrts(approximately 0.8 kbfmuA gene
fragment for the characterisation of microbial cbloethane degradation in environmental
samples. The strategy developed here for the asabfiscmu genes in new isolates,
with several new degenerate primer pairs for PCRliéisation (Table 111.2), may potentially
allow a more detailed analysis oma gene diversity in the environment. Moreover,
the strategy may allow to differentiate alternativeu gene arrangements by using different
combinations of the primers developed in this sty instance, primers cmuBfor-cmuArev
will yield a 3.6 kb PCR product for the most comnmre-cluster arrangement ahugenes,
for which Hyphomicrobium chloromethanicu@®M2 is the prototype, while no PCR product
will be obtained for the two-cluster arrangemerdtdeed byMethylobacterium extorquens
CM4 (Fig. 111.2).

Our results also confirm that three separate graafpshloromethane-degrading bacteria
can be identified, basing on nucleotide identity fgenescmuABGC determined so far.
One group brings togethetyphomicrobiumnstrains, the second featursiinobacterstrains,

with M. extorquensCM4, the only chloromethane-degrading bacteriumusaced so far,
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being an outlier representation. Furthermore, aggpitie the fact that all three germsuA
cmuB and cmuC are essential for growth with chloromethane by timu pathway,
fine differences in gene conservation are obsefuedhese three genes taken individually,
with cmuAthe most conserved gene, followed diguB (when present), ancmuCthe least
conserved gene.

In conclusion, coupling the use of differeomu gene primers for PCR to generate
longer DNA fragments containingmu genes with the utilisation of primers reporting
on cmugene organisation, as reported here, appeargasrasing PCR strategy to uncover
the diversity of chloromethane-degrading bactenathe environment. More generally,
and to the best of our knowledge, this report may the first on the isolation
of chloromethane-degrading bacteria from plant ésavConsidering current estimates
for chloromethane emissions above plant areas (¥4.&€! yr') (Lee-Tayloret al, 2001;
Yokouchi et al, 2002; Yoshidaet al, 2006), the demonstration of the existence
of chloromethane-degrading bacteria on leaf susfasepotentially relevant for the total
budget of chloromethane in the environment. If sdleas suggested from this work,
phyllosphere microorganisms function as a filter fdant emissions of chloromethane,
then measurements and estimates of chloromethaissiens above plant areas will actually
reflect the residual difference between total abieethane emissions by leaves
and bacterialn situ degradation of chloromethane in the phyllosphéiearly therefore,
the importance of chloromethane degradation by yhattiophic bacteria in the phyllosphere
requires further work, especially considering tihag¢thanol is emitted by plant leaves
in quantities larger than those for chloromethane deveral orders of magnitude.
Open questions on the metabolism of chloromethageadliing bacteria in the phyllosphere

include their ability to degrade chloromethane picedl by plants.
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Table I11.S1. Sequence identity for two regions of the amplifie@dmuA gene fragments

sequence identity (%)

strain n° species or strain
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 Hyphomicrobium chloromethanicu@M?2 76 78 80 76 77 99 99 84 84

2 Methylobacterium extorquer@vi4 71 75 76 74 75 76 76 79 79

3 Aminobacter lissarensiS§C495 67 75 85 79 79 78 78 80 80

4 Aminobacter cicerondMB1 71 73 82 82 81 81 81 81 81

5 Rhodobacteracealacterium strain 179 67 68 77 75 91 77 77 78 78
6 Rhodobacteracealacterium strain 198 68 65 71 73 91 77 77 77 77
7 Hyphomicrobiunsp. strain TN2 100 71 67 71 67 68 99 84 84
8 Hyphomicrobiunsp. strain MC1 100 71 67 71 67 68 100 84 84
9 Hyphomicrobiunsp. strain SR3 82 71 70 73 63 62 82 82 100
10 Hyphomicrobiunsp. strain SR4 82 71 70 73 63 62 82 82 100

4 The values in the upper right panel are percaniesgece identity ofmuAgene fragment between cmuA802f and cmuArev prig&8S bp), and the values
in the lower left panel are percent sequence igeoticmuAgene fragment between cmuArev and the newly defittéR primer cmuArev3 (141 bp).
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Chapitre IV

Génomique fonctionnelle de l'utilisation du chloronethane

chezM. extorquensCM4
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Chapitre IV

Analyse protéomique de I'utilisation du chlorométhae
par Methylobacterium extorquen€M4 et exploration du réle du genecmuC

Résumeé

L’analyse protéomique différentielle de cultures Me extorquensCM4 se développant
sur le chlorométhane ou sur le méthanol a confirtaé voie cmu d'utilisation

du chlorométhane précédemment définie sur la basétudds mutationnelles
et d’enzymologie. Un ensemble de 33 protéines phandantes au cours de la croissance
de la souche sur le chlorométhane ont été idemsifigar spectrométrie de masse et grace
a la disponibilité de la séquence génomique deecstiuche. Les méthyltransférases
corrinoide-dépendante  CmuA et tétrahydrofolate-dépete CmuB responsables
de la déchloration du chlorométhane ont été retresvdans cette analyse, de méme
gu'une formyltétrahydrofolate hydrolase codée pargénepurU elle aussi essentielle
a la croissance de la souche CM4 sur le chlorométhBe méme, une oxydoréductase
putative PaaE-like jusqu’alors non-identifiée ddassouche CM4 mais dont I'association
au métabolisme du chlorométhane était suspect@ardsa présence au voisinage des genes
cmu d’'autres bactéries chlorométhane-dégradantes geduéent décrites est également
plus abondante sur le chlorométhane que sur le améthchez CM4. D’autres protéines
associées au tétrahydrofolate (un paralogue addi#iode la méthylene tétrahydrofolate
réductase MetF) et a la cobalamine (protéine deyhibhése CobH) ont été identifiés
dans les mémes conditions, confirmant par la limgpwe de ces deux cofacteurs
pour [lutilisation du chlorométhane par la voiemu Des protéines impliquées
dans le métabolisme du NADH (NuoE, NuoF), dans leses d’interconversion
du tétrahydrofolate (GevT), du métabolisme cerirbéA, HisD; CysK; AcsA; GlpX; CbbA),

et dans la réponse au stress (KatA; Surk; SufSAUMEo0G et RfbC) ont également été

identifiées.
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En revanche, le produit protéique du gene essamtialCcodant pour une méthyltransférase
potentielle n'a pas pu étre détecté par I'approphatéomique. De fait, les protéomes
de la souche sauvage et du mutamuCse développant sur le méthanol n'ont pas montré
de différence remarquable, que ce soit en présmnea absence de chlorométhane. Toutefois,
la capacité de déchloration du chlorométhane efrdissance sur ce composé comme seule
source de carbone et d’énergie sont toutes deteurégs aprés complémentation du mutant
cmuCavec un plasmide porteur du seul genmauG confirmant ainsi quemuCest essentiel

au métabolisme du chlorométhane chez CM4.
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Probing the cmu pathway for chloromethane utilization
in Methylobacterium extorquen€M4 by proteomic analysis
and the elusive role otmuC

Abstract

Experimental evidence for the specifimu pathway for_bloromethane tilization previously
defined by mutational studies and sequence analysise aerobic methylotrophic bacterium
Methylobacterium extorquen<CM4 was obtained by differential proteomic anaysi
of cultures grown with either chloromethane or witlethanol. A total of 33 proteins
more abundant in chloromethane-grown cultures wdsntified by mass spectrometry
basing on the available genome sequence of thia.stitaese included, beyond the previously
characterised corrinoid-dependent methyltransferg&a@®uA involved in the initial
dehalogenation step of chloromethane and the tatrafolate-dependent methyltransferase
CmuB, a predicted formyltetrahydrofolate hydrolasehose corresponding gengurU
had been shown previously to be essential for draaftstrain CM4 with chloromethane,
and a PaaE-like putative oxidoreductase, hithertdetected in strain CM4 but suggested
to be involved in chloromethane metabolism due t# presence ircmu gene clusters
of other chloromethane-degrading strains. Otheteprs associated with tetrahydrofolate-
dependent transformations (e.g. a MetF homolog) @izhlamin biosynthesis (e.g. CobH)
were also detected as more abundant during grovttholwloromethane, confirming the main
features of thecmu pathway. In addition, among other proteins more ndant

in the chloromethane proteome, proteins involvedNiADH metabolism (NuoE, NuoF),
conversion of tetrahydrofolate intermediates (G¢Entral metabolism (HisA, HisD; CysK;
AcsA; GlpX; CbbA), and possibly stress responseatAK Surk; SufS; UspA; MdoG and

RfbC) were identified.
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In contrast, the putative methyltransferase proadicimuCwhose function was previously
shown to be essential for growth of strain CM4 wihloromethane was not detected.
The proteomes of wild-type strain CM4 and of a mutdisrupted in themuCgene showed

no significant difference upon growth on methanah the presence or absence
of chloromethane. Dehalogenation of chloromethane growth with chloromethane
in the mutant were restored by complementation witblasmid-encoded copy amuG

confirming that this gene is required for chlorohsate metabolism.
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Introduction

Chloromethane (C¥Cl) is the most abundant halocarbon emitted in #teosphere.
This volatile organic compound is of some environtakconcern, as it accounts for at least
15% of chlorine-catalyzed ozone degradation (Ha20&0). Major known sources are natural,
and include biomass burning, oceans, tropical plamtood-rotting fungi, salt marshes,
wetlands, rice with a total annual estimated préidaaeaching 5 million tons (Montzlet al.,
2003). Chloromethane-utilizing bacteria from diwensicrobial phyla have been isolated
from varied sources (soil, sludge, seawater) angaitous environments, hence representing
a potential important sink for chloromethane (rexad by Schéaferet al., 2007).
The mechanism of chloromethane degradation wast fiesmalyzed in detalil
in Methylobacterium extorquertSM4 using miniT® random mutagenesis (Vanneti al,
1998). The methylotrophic Alpha-ProteobacterinextorquensCM4, formerly designated
asM. chloromethanicun€CM4 (Doroninaet al, 1996), is a facultative methylotroph (Quayle
1963; Anthony 1982; Wood edl., 1998) capable of aerobic growth on single-carbon
compounds such as chloromethane, methanol, metmdaniormaldehyde as well as
on multicarbon substrates (succinate, pyruvate)lorGmethane utilization represents
an exception among @xidation pathways as it does not proceed throuwgmdldehyde
as an intermediate (Vannelliet al, 1999; Studeret al, 2002). Moreover, growth
on chloromethane depends on the presence of cabathe medium, unlike growth
on other @ compounds such as methylamine or methanol (Stetdal, 2001). When grown
with radiolabelled ’Co]-cobalt chloride, 53% of the total radioactivity-chromatographed
with authentic vitamin B, suggesting that strain CM4 uses vitamin, Bcobalamin)
for growth with chloromethane and that it can sgsthe itde novaby a pathway that has not
yet been experimentally validated. Strain CM4 is thodel organism in which the only

aerobic utilization pathway for chloromethane knowa far, including key enzymes
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of the pathway, has been characterized (Stwdenl, 1999, 2001).The two domain
methyltransferase/corrinoid-binding protein CmuAhl¢comethane _tilization) catalyzes
the methyl transfer from chloromethane to a cordramfactor (Vannnellet al,, 1999; Studer
et al, 2001) and the methylcobalaminfHmethyltransferase CmuB is responsible for transfe
of the methyl group to tetrahydrofolateH (Studeret al, 1999). Mutant analyses, as well
as sequence analysis of the corresponding DNA megievealed the presence of other C
utilization genes potentially involved in chlororhane utilization(Vannelli et al, 1999).
Among those, genewmetF andpurU with essentialfunctions in growth with chloromethane
allowed to define a HF-dependent chloromethane utilization pathway indQ[®tuderet al.,
2002). The HF-bound G moiety of chloromethane is oxidized to carbon diexvia formate

or funnelled into the serine pathway for synthesfisbiomass (Fig. IV.2). Transcriptional
studies in strain CM4, revealed chloromethane-ieducanscription oEmugenes (Studest

al., 2002). GeneemuABCand metF were also detected in other chloromethane degsader
such asHyphomicrobium chloromethanicu@M2, where they were demonstrated to be
cotranscribed as an operon in a chloromethane-ibiguecanner (Borodinat al, 2004).

In both organisms, chloromethane induction wasreptessed by the alternative §libstrate
methanol (Studeet al, 2001; Borodinaet al, 2004). Among the uncertainties that remain
in this pathway, the role otmuG shown by mutagenesis to be essential for growth
with chloromethane, remains elusive.

In order to further characterize the response toromethane inMethylobacterium
we performed proteomic analysis of wild-type str@iM4 to compare differential expression
of proteins under methylotrophic grown conditionghwchloromethane or methanol as
the sole carbon and energy source, by two-dimeakigel electrophoresis (2D-PAGE),
and by two-dimensional fluorescence differential | gelectrophoresis (2D-DIGE).

Further, we investigated the relevance of the y#&nhawn function of the essentiamuC
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gene in chloromethane metabolism by both prote@mécgenetic methods.

Experimental procedures

Biological materials, media and growth conditions Bacterial strains and plasmids used
in this work are described in Table IV.1. Minimalineral medium composition (M3)
was adapted from Vannelkt al., (1998) with 0.2 g.L* (NH4)-SO, final concentration
and substitution of ZnGby ZnSQin the trace element solution.

M. extorquenswas grown aerobically at 30°C on a rotary shaketO(rpm) in 1.2-liter
Erlenmeyer flasks closed with gas-tight mininedpgters (Precision Sampling Corp., USA)
containing 200 mL M3. Methanol (sterile filteredpsvadded to a final concentration of 10
or 40 mM. Chloromethane gas was added to a finateatration of 15 mM £ 5 in the liquid
phase assuming a Henry constant of 0.0106atm.mol’ at 30°C (Gosset 1987),
as previously described (Studet al, 2002). Escherichia coli strains were grown
in Luria-Bertani medium at 37°C. Kanamycin and deyrclin (sterile filtered) were used

at 25 pg.mrtand 10 ug.mtrespectively.

Culture monitoring, measurements of growth yield aml chloride. Bacterial growth

was monitored by O8onm FoOr biomass determination, stationary phase @dtu

were centrifuged for 10 min at 10,000 g, the resgltpellet was freeze-dried overnight
in a Christ Alphal-2 lyophilizer (Germany) at 0.5Bar and weighed. The supernatant
was kept at — 20°C for subsequent chloride measmtsm Chloromethane utilization
was quantified by measuring the amount of chlondikeased by cells in the medium
by a colorimetric assay adapted from J6rg and Bef2804). Culture supernatant (80 uL)
was mixed to a solution consisting of (per 120 mialfvolume): 5 pL ultrapure water, 95 pL

HCIO, (12 M) and 20 pL Fe(N§s.9H, O (0.2 M) in a microplate well.
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Table I1V.1. Bacterial strains and plasmids used itthis study

Strains and plasmids Relevant characteristics Saurpeference
Escherichia coliMC1022 araD139 A(ara leu)7697 A(lacZ) M15 galU galK strA Casadaban and Cohen, 1980
Escherichia coliS17-1 hsdR RP4-2 Kah:Tn5 Tet::MU chromosomally integrated Simenal., 1983
Methylobacterium extorquensM4 wild-type utilizes chloromethane as carbon and gneource Doroninaet al., 1996
Methylobacterium extorquerD3  cmuC::miniTn5-Kan, derivative of CM4 unable to grow on chloromethan¥annelliet al., 1999
pBLS KS I+ Amp'; cloning vector Stratagene
pPCM62 Tet; M. extorquend E. coli shuttle cloning vector (P) 6.9 kb Marx et al., 2001
pCM80 Tet; M. extorquend E. coli shuttle expression vector,{fP,,..p 7.2 kb Marx et al., 2001
PME1761 Amp’; wild typecmuC cloned inEcoRV pBLS KS |1+ Studer, 2001
pME8254 Tc®; 1.1 kbHindlll / Xbal fragment from pME1761 in pCM62muC This study
pME8254 Tet: 1.1 kbHind 11l / Xbal fragment from pME1761 in pPCM62muC This study

pPME8255 Tet; 1.1 kbHindlll / Xbal fragment from pME1761 in pCM8@muC This study
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Chloride concentration (0.1 — 25 mM [fJl was estimated by comparing Q4ohm

of the formed [FeCf| complex with a calibration curve.

Cloning of the cmuC gene The wild-typecmuC gene present on a 1.1 kiindlll/ Xbal
fragment from plasmid pME1761 (Studer, 2001) wamet intoHindlll/ Xba linearized
shuttle E. coli/Methylobacteriumvectors pCM62 and pCM80 (Marx and Lidstrom, 2004),
resulting in plasmids pME8254 and pME8255, respebti These plasmids were transferred
into Methylobacteriunstrains either by direct electroporationMéthylobacteriuncompetent
cells (Figueiraet al, 2000) or by bi-parental conjugation usiBgcoli S17-1 (Simoret al,

1983) as the donor strain.

Protein extraction. Cell cultures were harvested by centrifugatiof ¢fhin at 10,000 g)

in mid-exponential growth phase. Cell pellets wasuspended in 10 mM Tris, 1 mM EDTA
(TE) pH 7.6, washed once and resuspended in 400fithe same buffer in the presence
of benzonase (250 U) and 4 pL of protease inhibitmx 100x (GE Healthcare).

Cells were disrupted using glass beads (0.1 mmiameter, 1 g per 0.4 mL extract)
in a MM2 mixer mill (Retsh Haan, Germany) at maxirspeed for 6 cycles of 30 sec,
and placed on ice for one hour. Cells debris arad®evere removed by centrifugation
at 14,000 gfor 15 min at 4°C and the supernatant was cen&duggain at 14000 g

for an hour a#°C. Protein concentration in the supernatant vessyed using the method
of Bradford and a commercial kit (Biorad) with bogi serum albumin as a standard,

and subsequently adjusted to 1 mg/mL with TE.

Two-dimensional gel electrophoresis (2D-PAGE) Protein extracts (100 Q)

were precipitated overnight with 9 vol of acetonel?C, centrifuged at 10,000 g for 10 min

159



Chapitre IV

at 4°C, and washed three times with 80% acetoneesuspended in rehydration buffer (RB)
(7 M urea, 2 M thiourea) purified by mixing for bir with 10 g.L* Amberlite IRN-150L
(GE Healthcare), 2.5% wt/vol CHAPS (3-[(3-cholanpdapyl)-dimethylammonio]-1-
propanesulfonate), 0.6% immobilized pH gradienG)IRpH range 4-7 or 3-10, respectively),
65 mM dithiothreitol (DTT), and 0.002% wt/vol bromizenol blue. Protein concentration
in the resulting solution was quantified using aghdly modified Bradford method
(with addition of 2 mM HCI per assay and a volumé RB equivalent to that
of tested samples) standardized with known conagotrs of bovine serum albumin,
and adjusted to 1 mg/mL with RB. Proteins (80 pm)ai total volume of 350 uL RB
were loaded on 18-cm IPG strips (linear gradient $M and 3-10) with the IPGphor 3
isoelectric focusing (IEF) system as recommendedhey manufacturer (GE Healthcare).
Rehydration (6h at OV and 6h at 30V) was followéepwise voltage increase in four 2-h
increments to 150 V, 500 V, 1,000 V, and 3,000 VhaHy, separation was obtained
using 8,000 V until at least 45,000 V.h. Strips evestored at — 80°C. Before use,
strips were thawed at room temperature, and plaged equilibration solution
50 mM TrissHCI, pH 88, 6 M urea, 30% glycerol, 2%SDS,
and 0.002% bromophenol blue) twice for 15 min,tfwath 10 mg/mL DTT and then
with 25 mg/mL iodoacetamide. The second dimensidnelectrophoretic separation
was performed by 11.5% SDS-PAGE using the Ettan DALsystem (GE Healthcare).
Gels were fixed during 1 h in a 40% ethanol, 7%iaceid solutions. Proteins were stained
overnight with Brilliant Blue G-colloidal (Sigma)Scanning of gels was performed

on an Image Scanner (GE Healthcare) with LabScwa® (GE Healthcare).

Two-dimensional fluorescence differential gel elecdbphoresis (2D-DIGE). Samples

were labelled with CyDye DIGE Fluor minimal dyesy@& Cy3 or Cy5, GE Healthcare)
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according to the manufacturer’s instructions. Atieetone precipitation, the resulting protein
pellet was resuspended in DIGE rehydration bufieRB) (7 M urea, 2 M thiourea,
4% wt/vol CHAPS, Tris 20 mM, pH 8.5). The proteimncentration was quantified
using a slightly modified Bradford method (as diémst above except for use of DRB)
standardized with known concentrations of bovineisealbumin and adjusted to 2 mg/mL
using DRB. For each DIGE experiment, 8 samples wkieelled, corresponding
to four replicates (four independent cultures fackecondition). Labelling was performed by
mixing 50 pg proteins from each of the four sampigs either Cy3 (two samples) or Cy5
(two other samples) DIGE minimal dye (400 pmol) (Gtealthcare), to prevent bias
resulting from different labelling efficiency. A pted set of internal standards, comprising
25 ug aliquots from each of the 8 samples (200 qigl)t was labelled with Cy2 DIGE
minimal dye (1600 pmol total). Labelling was perfeed for a 30-minute period on ice
and in the dark, and quenched by addition of 10 tydihe (1 pL for Cy3- or Cy5-labeled
extracts and 4 pL for Cy2-labeled ones). Samplese wecubated for 10 min on ice
in the dark. Finally, the protein samples that weeparated on the same gel were mixed
(one Cy3- and one Cy5- labelled sample and onea¥owolume of the pooled set of internal
standards) and supplemented with 0.6% IPG pH 341G 65 mM DTT. RB was added
to each mix to final volume of 350 uL before IEfpamation. Proteins were loaded on 18-cm
IPG strips (non linear gradient pH 3-10) and sutedito separation steps as described above.
Scanning of gels was performed on an Ettan DIGE)M@GE Healthcare). Gels were fixed

and proteins stained as described above.

Proteome image analysis.Differential analysis was performed using the leldgster

2D Platinum software (v. 6.0, GE Healthcare). Ggeére grouped in two classes depending

on the two compared conditions and each class icaata3 independent gels.
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Gels were matched with one reference gel (mastdy fpdlowing spot detection.
For each spot, the relative volume correspondedh& normalized volume of the spot
compared to the normalized volume of the entire Gehtistical analysis was performed
by calculating the Studemtvalue for each spot as well as a ratio value édefias the mean
of the relative volume of the spot obtained in diiféerent replicates in chloromethane growth
divided by the mean of the relative volumes obtinapon methanol growth.
Spots with a Student value higher than 1.9 (corresponding top&alue of < 0.1)
and ratios> 2 .0 or< -2.0 were analyzed by mass spectrometry.

DIGE images were analyzed with DeCyder software 1M, GE Healthcare). A total
of twelve images obtained from 4 gels (three imaggmsh) were analyzed. Student’sest
was used to determine differential expression attgins. In this procedure, thgvalues
were corrected for a false discovery rate accordiogthe procedure of Benjamini
and Hochberg (2000Bpots with g-value < 0.0land ratios> 2 .0 or< -2.0 were considered

to be differentially expressed.

Protein identification. Protein spots cut from the gel were digestedjel as described
by Rabilloud et al (2001). Preparation of the gel pieces before trypdigestion
was performed by a liquid handler robot (QuadZ2&Bson International, France). Briefly,
gel bands were washed alternately with 100 pl ofn®8 NH;HCO; and then 100 pl
of acetonitrile (ACN) (3 min wash under shaking anel liquid was discarded before addition
of the next solvent). This hydrating / dehydratoygle was repeated twice and the pieces
of gel were dried for 20 min before reduction (10AnDTT / 25 mM NHHCO; buffer

at 56°C for 45 min) and alkylation (25 mM iodoaceide / 25 mM NHHCO; buffer

for 45 min, room temperature). Afterwards, gel spatere again washed with 3 cycles

of 25 mM NHHCQO;/ ACN alternately. Following a 20-minute drying gtehe gel pieces
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were rehydrated by three volumes of trypsin (Prameghb111), 12.5 ng/ul / in 25 mM
NH4HCO; buffer (freshly diluted) and incubated overnight soom temperature.
Tryptic peptides were extracted from gel by vig@aaking for 30 min in adapted volume
of 35% HO / 60% ACN / 5% HCOOHandready for MALDI mass spectrometry analysis.
MALDI mass measurement was carried out on two diffegenerations of mass spectrometer,
first on a Biflex Il (Bruker-Daltonik GmbH, BremenGermany) matrix-assisted laser
desorption / ionization time-of-flight mass speateier (MALDI-TOF TOF) then on
an Autoflex 11l Smartbeam (Bruker-Daltonik GmbH,dBnen, Germany) matrix-assisted laser
desorption / ionization time-of-flight mass speoteier (MALDI-TOF TOF) used both
in reflector positive mode. For MALDI mass measueainon the Biflex Ill, a saturated
solution of a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50% water/50% angtile was used
as a matrix. For MALDI mass measurement on the #exolll Smartbeam, a prespotted
anchorchip target (PAC system from Bruker Daltonikechnical note TNO11)
with  HCCA matrix was used to analyse tryptic digesThe resulting peptide mass
fingerprinting data (PMF) and peptide fragment &rngrinting data (PFF) were combined
by Biotools 3 software (Bruker Daltonik) and traerséd to the search engine MASCOT
(Matrix Science, London, UK). Variable modificat®rfmethionine oxidation and cysteine
carbamidomethylation) and one tryptic missed clgawaere taken into account. The peptide
mass error was limited to 100 ppm for the Biflek dhd to 50 ppm for the Autoflex IlI
Smartbeam. Proteins were identified by searchirtg dgainst NCBI non-redundant protein
sequence database. The genome of strain CM4 hadulgesequenced (GenBank accession

no. CP001298, CP001299, CP001300).
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Figure IV.1. Image of the 2D-DIGE master gel of total protein etxacts from chloromethane-
and methanol-grownM. extorquensCM4 labelled with Cy2 (internal standard)

Highlighted spots (circles) showed differential adance between chloromethane and methanol
conditions and were identified by MS. 1, CmuA; 2n@B; 3, PurU; 4, PaaE-like oxidoreductase;
5, Fch; 6, Sga; 7, MtdA; 8, putative UspA-like mrot; 9, KatA; 10, MetK; 11, Hss; 12, Acs; 13,
PntAA; 14, putative endoribonuclease (Mchl_4437¢4Sable IV.2 and Fig. 1V.2 legend).

164



Chapitre IV

Results

Proteomic analysis of chloromethane- and methanolrgwn M. extorquens CM4.
Differential analyses of proteins extracted fronocbmethane- and methanol-grown cultures
of wild-type strain CM4 were performed using 2D-PBRGand 2D-DIGE covering
two different pH ranges (Fig. IV.1 and data not vehp Overall, 88 protein spots
with differences in abundance between the two d¢mmdi were detected, resulting
in the identification of 49 different proteins (TlablV.2). A good correlation was found
between experimentally observed and calculatedngl M, values (Fig. IV.1, Table 1V.2).
33 proteins were only present or significantly @ased in abundance (more than 5-fold)
in chloromethane-grown cultures, while 16 proteirese more abundant in methanol-grown
cultures. The identified proteins were assigned six different classes according

to their predicted function (Table IV.2).

Proteins more abundant during growth with chloromehane confirm the previously
identified tetrahydrofolate-dependent chloromethaneutilization pathway. As expected,
many proteins with differential abundance had knawrsuspected roles in chloromethane
utilization and methylotrophy (Fig. IV.2). The twitpmain methyltransferase / corrinoid
binding protein CmuA and the methylcobalaminjH methyltransferase CmuB shown
to be essential for chloromethane metabolism iairstCM4, and for which expression
was demonstrated to be chloromethane-inducible rigliiret al, 1999; Studeet al, 2001)
were identified by multiple spots. Despite the fdbat the expected CmuC protein
is in the range of the 2D-gel analysis with a claltad p of 4.9 and\; of 41.2 kDa, themuC
gene product was not detected in differential asedyof chloromethane- and methanol-grown

cultures.
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Table IV.2. Proteomic analysis oM. extorquens CM4 differentially expressed proteins in chloromehane- and methanol-grown cultures

Functional Protein Accession né. Gene Protein parameters Mass spectrometry identification dtf different p ranges tested
dlass . 47 310 310NE
Rato, My P Error Coverage Error Coverage Error Coverage
CHiCIICH,OH  (kDa) Score (opm) (%) Score o) (%) Score oom) (%)
Chloromethan  Cmua, two-domain methyltransferase / corrinoid figgprotein Mch_5697 cmuA®  CHyCI 670 55 223 54 33 203 37 50 224 47 48
utilization ¢y, methylcobalamin:JF methyltransferase (EC 2.1.1.86) Mchl 5727 cmug®  CHCI 333 51 203 21 57 142 27 47 130 33 49
CobH, precorrin-8X methylmutase (EC 5.4.1.2) Mchl_569f cobH®  CHCI 220 51 203 28 85 nd" nd nd nd. nd  nd
MetF, 5,10-methylene-}ff reductase (EC 1.5.1.20) Mchl_1881 metF CHCI 341 66 nd. nd. n.d. 170 63 47 nd. nd n.d.
PaaE-like, oxidoreductase FAD/NAD(P)-binding domgintein Mchl_5717 paaE® CH,CI/ +++' 402 47 258 27 66 271 51 64 216 10 65
PurU, formyl-HF hydrolase (EC 3.5.1.10) Mchl_5699 purU® CHSCIf 328 6.6 nd nd. n.d. 238 40 66 147 13 61
Methylotrophy Fae, formaldehyde-activating enzyme (EC 4.3.-.-) Mchl_2169 fae 181 57 108 47 42 nd. nd.  nd. nd. nd nd
Fch, methenyl-iFcyclohydrolase (EC 3.5.4.9) Mchl_2134 fch - 217 48 nd nd. n.d. nd. nd n.d. 116 18 55
FtfL, formate-HFligase (EC 6.3.4.3) Mchl_0447  ftfL +H 595 6.8 nd. nd. n.d. 348 46 58 nd. nd. n.d.
Hpr, hydroxypyruvate reductase, NAD(P)H-depend& {.1.1.29) Mchl_2132  hprA -- 342 52 152 46 39 nd. nd. nd. nd. nd. n.d.
MauB, methylamine dehydrogenase (EC 1.4.99.3) langeinit Mchl_0565 mauB CHCl/+++ 447 7.2 nd nd. n.d. 270 49 66 168 11 49
MtdA, bifunctional protein [NADP-dependent methyéeH,MPT/methylene-tfdehydrogenase] (EC 1.5.1.-/ EC 1.5.1.5) Mchl_2133 mtdA 297 70 nd. nd  nd nd. nd  nd 121 43 34
MtkA, malate thiokinase large subunit (EC 6.2.1.9) Mchl_2135 mtkA -- 420 58 nd. nd  nd 278 51 75 nd. nd  nd
MxaF, methanol dehydrogenase (EC 1.1.99.8) larbarst Mchl_4518 mxaF CH,CI/ +++' 684 59 129 16 19 364 63 54 82 8 20
Sga, serine glyoxylate aminotransferase (EC 2.5)1.4 Mchl_2131 sga S 432 69 nd. nd. n.d. nd. nd. n.d. 283 24 78
Central AcsA, acetyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.1) Mchl_2785 acsA  CHCI/ ++' 722 56 413 38 53 374 53 55 231 16 41
metabolism  cypa i ctose-hisphosphate aldolase (EC 4.1.2.13) Mchl_ 2646 cbbA  CHCl 86 55 92 37 28 nd nd nd nd nd nd
CysK, cysteine synthase A and O-acetylserine sdiffipse A subunit (EC 2.5.1.47) Mchl_0937 cysK CHLCI 345 59 186 37 64 nd. nd n.d. nd. nd n.d.
EtfA, electron transfer flavoprotein, NAD/FAD-biimgj domain and ETFP adenine nucleotide-binding disiie Mchl_1823 etfA 324 50 nd. nd. nd. 190 57 76 nd. nd. n.d.
EtfB, electron transfer flavoprotein subunit beta Mchl_1822 etfB -- 267 79 nd. nd  nd nd. nd  nd 90 7 37
FumC, fumarase C (EC 4.2.1.2) Mchl_2891 fumC CHCI 498 56 129 81 51 nd. nd  nd nd. nd  nd
GcevT, HF-dependent aminomethyltransferase, glycine cleaeagplex subunit (T protein) (EC 2.1.2.10) Mchl_0814  gcvT CH.CI 403 6.0 nd. nd. n.d. 189 42 55 nd. nd n.d.
GlpX, fructose 1,6-bisphosphatase, class Il (EIC3311) Mchl_2242  glpX +H+ 346 54 146 44 41 nd. nd  nd nd. nd  nd
HisA, phosphoribosylformimino-5-aminoimidazole caxamide ribotide isomerase Mchl_2774  hisA CHCI 26.7 54 183 27 42 nd. nd n.d. nd. nd n.d.
HisD, histidinol dehydrogenase (EC 1.1.1.23) Mchl_2261 hisD CHCI 454 50 nd. nd. n.d. 200 34 58 nd. nd n.d.
Hss, homospermidine synthase (EC 2.5.1.44) Mchl_5462 hss 532 53 246 37 40 nd. nd nd. 103 9 25
Lpd, dihydrolipoamide dehydrogenase (EC 1.8.1.4kige cleavage complex Mchl_1930 Ipd - 490 57 81 26 20 nd. nd n.d. nd. nd n.d.
MetK, S-adenosylmethionine synthetase (EC 2.5.1.6) Mchl_3629 metK 418 54 nd. nd. n.d. nd. nd n.d. 227 19 76
NuoE, NADH-quinone oxidoreductase, chain E (ECAL3). Mchl_1210 nuoE ++ 446 48 nd. nd. n.d. 139 57 65 nd. nd. n.d.
NuoF, NADH-quinone oxidoreductase, chain F (ECEL3). Mchl_1209 nuoF CHLCI 474 64 nd nd. n.d. 217 30 49 nd. nd n.d.
PntAA, NAD(P)+ transhydrogenase, subunit alpha {E1.2) Mchl_2986 pntAA CH,CI/ +++' 396 56 177 35 45 nd. nd n.d. 256 18 83




Table IV.2. Continued

Functional Protein Accession nd. Gene Protein parameters Mass spectrometry identification dat different p ranges tested
class Ab 47 310 310N
Ratio, M, pl E c E c £ c
CH.CICHOH  (kDa) Score ETTOr Coverage o mor Coverage o rror Coverage

Mpm) 06 C(opm) (%) O (ppm) (%)

Adaptation to KatA, catalase (hydroperoxidase Il) (EC 1.11.1.6) Mchl_3534 katA  CHLCI/ ++ 600 59 394 23 63 324 35 57 256 6 56
stress MdoG, periplasmic glucan biosynthesis protein Mchl_2321 mdoG CHLCl 58.7 56 nd. nd. n.d. 323 47 56 nd. nd. n.d.
SufS, selenocysteine lyase (EC 4.4.1.16) Mchl_4348 sufS 4+ 456 59 223 33 65 nd. nd. nd. nd. nd. n.d.
SurE, 5-nucleotidase (EC 3.1.3.5) Mchl_4603 surE CHCI 273 54 112 27 46 nd.  nd. n.d. nd. nd. n.d.
UspA-like, putative universal stress protein Mchl_1555 uspA +++ 293 6.1 nd. nd. n.d. nd. nd. n.d. 79 10 32
putative non-haem manganese-containing catalasé (BIC1.6) or peroxidase (EC 1.11.1.7) Mchl_3002 ! CHLCI 31.0 49 144 36 42 nd. n.d. n.d. nd. nd. n.d.
Protein AspS, aspartyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.12) Mchl_4374 aspS CHCI 672 55 nd. nd. n.d. 245 16 48 nd. nd. n.d.
biosynthesis ClpP, ATP-dependent Clp protease, proteolytic sit{&€ 3.4.21.92) Mchl_2679 clpP -- 231 58 nd. nd. n.d. 181 40 71 nd. nd. n.d.
modziif?cition EF-Ts, protein chain elongation factor Mchl_2348 tsf -- 323 55 nd. nd. n.d. 214 27 70 nd. nd. n.d.
EF-Tu, protein chain elongation factor, GTP-bindiagtor Mchl_2438 tufB - 431 54 nd. nd. n.d. 86 32 28 nd. nd. n.d.
Other ABC transporter periplasmic protein, putative siefathiosulfate transporter Mchl_4391 cysP CHLCl 309 51 nd. nd. n.d. 254 31 63 nd. nd. n.d.
NAD(P)H:quinone oxidoreductase, putative triphensthane reductase (EC 1.-.-.-) Mchl_0592 ytfG CHCI 382 78 254 31 63 nd.  nd. n.d. nd. nd. n.d.
RfbC, dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase (EG.43) m‘;m—iggi rfbC 4+ 198 55 102 25 50 nd. nd. nd. nd. nd. n.d.
putative ABC transporter, periplasmic protein prsoun Mchl_0388 ] CHCI 69.0 6.7 288 45 52 nd.  nd. n.d. nd. nd. n.d.
putative ABC transporter, substrate-binding prateliphatic sulphonates Mchl_0381 I -- 343 81 nd. nd. n.d. nd. nd. n.d. 120 8 47
putative endoribonuclease Mchl_4437 -- 161 55 nd nd  nd nd. nd nd 234 21 26
putative enzyme; fumarylacetoacetate hydrolase dwowmntaining protein Mchl_4377 I CHCI 314 53 70 24 25 nd. nd. n.d. nd. nd. n.d.
putative hydrolase (EC 2.3.1.31) Mchl_4434 I ++ 421 59 nd. nd. n.d. 279 27 66 nd. nd. n.d.

#MaGe database (http://www.genoscope.cns.frlag@hag
®Score is the probability-based mowse score caketilasing MASCOT software (Matrix Science, Londoi,)lerror refers to mass accuracy; coverage reetise percentage of the protein sequence covgrétetmatched peptides

“Spots indicated as "GBI" were only detected in the proteomehbf extorquensCM4 grown with chloromethane. Spots indicated-gisWere more abundant in chloromethane-grown cestigor less abundant in methanol-grown culturestsSpdicated as "-" were more abundant
in methanol-grown cultures (or less abundant imeithethane-grown cultures). Factors of differerataindance were defined as follows: ++ (--) 2--fol8; +++ (---) more than 5-fold

9NL, non linear b range used in 2D-DIGE experiment

€ Only found in strain CM4 (among theMethylobacteriumstrains for which the genome sequence is knowd)@ralised in the 55 kb genomic region featurinpmmethane utilization pathway related genes shiowFigure 3
"Multiple spots detected

9 Mass spectrometry allowed the discrimination it ortholog Mchl_1712 that displays 86.2% sequéttestity at the protein level

"n.d., not detected

" Mass spectrometry allowed the discrimination whité ortholog Mchl_2317 that displays 96.4% sequéeetity at the protein level

'No assigned gene name

¥Mass spectrometry data did not allow to discringrfagtween two orthologs with 99.4% sequence identit

'MSMS identification



Chapitre IV

The precorrin-8X methylmutase CobH, encoded by ¢bbH gene (Mchl_5691) located
immediately downstream @muA(Fig. 1V.3), also showed higher abundance durinmgagin
with chloromethane. TheobH gene is involved in the oxygen-dependant cobalgmiamin
B12) biosynthetic pathway in other organisms (reviewedrRauxet al, 2000). The genome
of M. extorquensCM4 genome is unique among the eight availddlethylobacterium
fully sequenced genomes, in that it contains migltgopies for some of the genes required
for the aerobic cobalamin biosynthetic pathwayluding cobH The presence of two copies
of cobH genes, one of which was only detected in the omethane proteome, as well as
its vicinity to cmuA demonstrates the importance of cobalamin for rohhethane
metabolism. Among chloromethane utilization canthidaroteins based on genetic linkage
to cmu genes, a PaaE-like oxidoreductase protein with MWD (P)-binding domain
was identified as more abundant during growth withloromethane. Although
it was suggested to be involved in chloromethangéabmdism in other chloromethane-
utilizing bacteria, no corresponding gene had hithbeen detected in strain CM4. The PaaE-
like protein of CM4 shares 32% identity with theeplylacetic acid degradation NADH
oxidoreductase PaaE frol. coli (Ferrandezet al., 1998), an enzyme mediating transfer
between NADP(H) and the PaaACD oxygenase compowuening phenylacetic acid
degradation. These reductases have significant logydo the class 1A of dioxygenase
family (Coulteret al, 1999; Warneret al, 2005). The corresponding ORF (Mchl_5717)
encodes a 369 aa polypeptide with 42, 41 and 39etitg to PaaE-like proteins
from Aminobacter lissarensistrain CC495,Hyphomicrobium chloromethanicur@M2
andAminobacter ciceronestrain IMB-1 respectively, and ~38% with the Pd&E-homologs
from Rhodobacteraceaebacteria 179 and 198. In strain CM4, the genesolvwad

or potentially participating in the chloromethartgization pathway, are clustered differently,

on a unique genomic region that spans about 55 HQ. (IV.3) which is absent
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Chapitre IV

from the genomes of otheMethylobacterium strains which have been sequenced.
The genes previously described to be presewtrio gene clusters in other chloromethane-

utilizing bacteria (Schéfeat al, 2007) were all found in this region of genome£M

Enzymes linked to kEF were also detected as more abundant during growth
with chloromethane, further confirming the key roteH;F-linked reactions in the pathway
for chloromethane utilization. The formyl;H hydrolase PurU essential for chloromethane
growth (Fig. IV.3) (Studeret al, 2002) was only detected in cultures grown
with chloromethane (Table 1V.2). ThrurU gene is also located in tleenu genomic region
(Fig. IvV.3), downstream of a fragment containinglocomethane-inducible promoters
(Studer et al, 2002). In contrast, the gene encoding formafe-Higase FtfL
(also called formyl-F synthetase), also detected as more abundant gduiowth
with chloromethane and involve in the conversionGf units via formate (Fig. 1V.2),

is found elsewhere on the CM4 genome. Further5h@-methylene-kF reductase identified
as more abundant in chloromethane-grown culturesh{M881) is not the previously
identified metF (Mchl_5726) demonstrated as essential for chlotbaree utilization (Studer
et al, 2002) and located on thamu region (Fig. 1V.3), but rather a paralog that sisar
26% identity with MetF (Mchl_5726) and 56% with Nfeffrom E. coli respectively.
The previously identifiednetF gene (Mchl_5726), encoding a protein with 26% sege
identity with only half of theE. coli MetF, is more distantly related to the MetF pagadi
than its paralog (Mchl_1881). Therefore, the nametF2” has now been attributed
to Mchl_5726 in order to distinguish the two pagadFig. IV.2). The expression product
of themetF2gene in strain CM4 has a calculatédp9.5, at the limit of the studied pH range

in our experiments, which may explain why it was detected here.
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Figure 1V.2. Methylotrophic metabolism and chloroméhane utilization pathway in Methylobacterium extorquensCM4

Proteins more abundant in chloromethane grownuesdtare shown in black boxes, and proteins manademt in methanol grown-cultures
are shown in white boxes. MDH, methanol dehydrogen®8ADH, methylamine dehydrogenase; Fae, formaldehactivating enzyme;
MtdA, bifunctional NAD(P)-dependant methylengfHand methylene-fMPT dehydrogenase; MtdB, NAD(P)-dependant methylefdPT
dehydrogenase; Mch, methenyjMPT cyclohydrolase; Fhc formyltransferase-hydrolasenplex; FDHs, formate dehydrogenases; FtfL,
formate-HF ligase; Fch, methenyl4f cyclohydrolase; CmuA, two domain methyltransferasrrinoid binding protein; CmuB
methylcobalamin:HF methyltransferase; MetF and MetF2, methyleng~Heductase; FolD, bifunctional methylengfH
dehydrogenase/cyclohydrolase; PurU, 10-formyFHhydrolase. Spontaneous condensation of formaldetwith H,F or HHMPT
and formaldehyde oxidation to methylengMPT are in principle also reversible (Maet al, 2005) and are shown in broken lines.
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Enzymes involved in central metabolic reactions amginoacid metabolism, performing
mainly house-keeping functions were detected asemabundant in cultures grown
with chloromethane, indicating that regulation ofenttal metabolism differs

when chloromethane or methanol are provided as thr@unbstrates. Among those, HisA
and HisD related to histidine metabolism were ofdynd in chloromethane-grown cells
(Table 1V.2). With regard to central metabolism,e thacetyl-CoA synthetase Acs
mediating the ATP-dependent conversion of acetatd aoenzymeA to acetyl-CoA
was also identified as more abundant on chloromnetif@able 1V.2). Acetyl-CoA participates
in the ethylmalonyl-CoA pathway, and is requiredaasrucial intermediate in glyoxylate
regeneration, an essential step in serine cycléyilottophs (Kieferet al, 2008; Peyraud

et al, 2009). Acetyl-CoA is the precursor for the swdis of the reserve material
poly-B-hydroxybutyrate (PHB) (Andersoet al, 1990). A putative hydrolase (EC 2.3.1.31),
whose presumptive function may be the conversionLdfomoserine and acetyl-CoA
to O-acetyl-L-homoserine and coenzyme A, also digd higher abundance
in chloromethane cultures, probably as a resultirafreased levels of acetyl-CoA.
The transhydrogenase PntAA which acts in complenples the transfer of reducing
equivalents between NAD(H) and NADP(H) to the tiaogstion of protons

across the membrane. The latter was up-regulatedM@ succinate- vs methanol-grown
cultures transcriptomic and proteomic studies (@keb al, 2007; Laukelet al, 2004),

reflecting possible differences in energy and reuycequivalents production occurring
through growth substrate-specific utilization mod& addition, GcvT, a protein

which together with GcvH, GevP and Lpd (Gevl) forrtiee glycine cleavage complex
(Kikuchi et al, 2008) was also detected as more abundant umaevttgwith chloromethane

(Table 1V.2). This complex converts;H and glycine into 5,10-methylenefH the crucial

C, intermediate for serine cycle entry.
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Figure IV.3. Representation of thecmu region of strain CM4 (Mchl_5685-Mchl_5733)

Genes for chloromethane dehalogenase (black),iyeitatethyltransferases (black with white dots)fotate-associated genes
(dark grey), regulatory genes (oblique hatchingdngporter genes (white with black dots), genespimteins involved in
(vertical hatching) or putatively associated wittorfzontal hatching) cobalamin biosynthesis, andegefound in the vicinity
of cmugenesin other chloromethane-utilizing bacteria (lighegy. Genes for hypothetical and conserved hypotheticateps

were left in white.
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Several other proteins presumably not directlyteeldo chloromethane metabolism were also
identified as more abundant in chloromethane-grawtures (Table 1V.2), most of them
suggesting a role in adaptation to stress, presiynmalvesponse to chloromethane exposure
(UspA-like, a putative non-haem catalase or pemsed KatA, MdoG, SufS and SurE).
In particular, MdoG was only detected in culturgpased to chloromethane, had been shown
previously to be involved in the metabolism of osegulated periplasmic glucans (Lequette
et al, 2004). In addition, the dTDP-4-dehydrorhamnosB-epimerase RfbC enzyme
was more abundant in the chloromethane proteoméaddeen demonstrated to be involved
in the synthesis of surface polysaccharides andiireetin Gram-negative bacteria
(Touzé et al, 2004). These data suggest that specific cellu@nponents necessary
for osmoprotection may be produced during growth droromethane. Interestingly,
therfb cluster is conserved and closely colocalised tidgcv glycine cleavage gene cluster

in the genome of thel. extorquenstrains which have been sequenced.

Proteins more abundant during growth with methanol. Most of the proteins identified
as more abundant during growth on methanol wergmeeg involved in methylotrophic
metabolism (Table 1V.2),most prominently the formaldehyde-activating protein Fae
responsible for detoxification of formaldehyde #d&ésg from methanol oxidation.
Fae is involved in the condensation of formaldehgdd tetrahydromethanopterin P T)

to methylene-EMPT, a reaction which can also proceed spontangdus# at lower rate
(Vorholt et al, 2000). Proteins Fch and MtdA were also detea@sdmore abundant
in methanol grown cultures, and are involved respely in the reduction of formyl-kF

to methenyl-HF, and of methenyl-ilF to methylene-EF. In M. extorquens CM4,
these reactions can be catalysed by the bifundtibd®DP-dependant methylene;H

dehydrogenase/methenyldH cyclohydrolase FolD (Marx et Lidstrom, 2004)
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whose gene is absent in the other sequeRteaxktorquenstrains. Serine cycle enzymes Sga,
HprA and MtkA, responsible for assimilation of; @nits into multicarbon compounds
were also more abundant. The corresponding gereslustered together withtdA andfch

in a genome region involved in methylotrophic metem which is highly conserved
among Methylobacterium species (Vuilleumieret al, 2009). Acetyl-CoA, glyoxylate
and NADP+ have been demonstrated to decrease pirdiQscR, a key regulator of;C
metabolism (Kalyuzhnaya et Lidstrom, 2005), to tkga promoter (Kalyuzhnaya
and Lidstrom, 2003), thereby inhibiting transciptiof a major serine cycle gene operon.
The higher level of Acetyl-CoA synthase in chlordh@e-grown cultures (Table IV.2)
may thus explain the observed lower abundance af Stiper serine cycle gene products

and both MtdA and Fch compared to methanol-growtuis.

Several enzymes whose functions are linked to aembetabolism were also identified
as more abundant during methanol growth. Among ethéhe GcvL protein (Lpd)
of the glycine cleavage complex was identified, grsjing that this complex might be
under control of different signals, as another congmt of this complex (GcvT)
was more abundant during growth with  chloromethanglable IV.2).
The S-adenosylmethionine (SAM) synthetase MetK Wwhiatalyzes the ATP-dependant
conversion of L-methionine to SAM is another exaenplf central metabolism enzymes
identified, as well as Hss involved in NAD(+)-dedent synthesis of polyamine
homospermidine from putrescine (Table 1V.2). Otphmteins, identified as electron transfer
flavoproteins EtfAB and whose genes appear to lbeascribed, were also more abundant
during growth with methanol, and may be potentialiyolved in energy metabolism

in a yet unknown fashion.
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Investigation of the function of cmuC essential for dehalogenation of chloromethane:
wild-type and cmuC mutant strains show highly similar proteomes. The cmuC gene
(Mchl_5728), essential for growth with chlorometbamnd presumably cotranscribed
with cmuB (Vannelli et al, 1999; Studeret al, 2002; Fig. IV.3) encodes a putative
methyltransferase-like protein with significant haogy with corrinoid-dependent
methyltransferases found in methanogenic Archaemif€lli et al, 1999) or in Eubacteria,
e.g. the vanillate:corrinoid methyltransferase OdimBm Acetobacteriumdehalogenans
(12% identity). Interestingly, the putativemuC gene product also displays homology
with the N-terminal domain of CmuA methyltransfexa$13% identity with CmuA
from Aminobacter lissarensiSCC495) and with uroporphyrinogen decarboxylase DUro
(HemE) involved in heme biosynthesis (14% identiiyh HemE fromDesulfitobacterium
hafniensestrain DCB-2).

As mentioned above, CmuC was not identified as aepr with differential abundance
between chloromethane and methanol cultures in-tydd CM4. Differential proteomic
analysis of wild-type CM4 angmuC mutant strains was thus performed to investigate
difference in protein expression resulting fremuCdeletion (Vannelliet al, 1998, 1999).
The cmuC gene product was not detected in the wild-typetgumme by comparison
with the mutant proteome, suggesting that it istisgsized at a level below the limit
of detection (estimated at 4.6:1@ of total protein from analysis of all detectedtgin

spots).

Both wild-type and mutant strains had similar ghfowates when methanol was the only
carbon source for growth (Table IV.3), but growthtlee cmuC mutant was significantly
poorer than wild type in terms of growth rates agelds when chloromethane

was also present, as expected (Table 1V.3). Commasiof wild-type CM4 andmuCmutant
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cultures grown on a mix of chloromethane and meih&0 and 15 mM % 5 respectively)
or on methanol (40 mM) alone with 2D-DIGE yieldedyofew protein spots, corresponding
to only 5 proteins, with differential abundancetie cmuCmutant or in the wild-type CM4
during growth in the presence or absence of chletbame (Table IV.S1). As expected,
the antibiotic resistance gene-encoded protein Apb#s detected only in the mutant
harbouring the miniTh transposon carrying this gene. The other proteins
which were identified (ribosomal 30S, GrolL; MxaFutative glutamine synthetase
Mchl_2653) did not suggest a marked alteration ethylotrophic metabolism of themuC
mutant. This comparison of wild-type armnuC mutant proteomes thus failed to help

elucidate the rule of the putative CmuC proteichforomethane utilization.

Table IV.3. Growth characteristics and chloride praluction of M. extorquensCM4 and its cmuC mutant

CM4 Added carbon  Doubling time Parameters in stationary phasé
derivative  sources (mM) (h)

strain CH,Cl CHZOH ODs00nm pH® Extracellular

chloride (mM)

wild-type 15 0 54+04 0.38 £0.07 6.6 £0.2 1486&1

cmuC 15 0 na® <0.01 n.a. n.a.
wild-type 0 40 3.0+0.2° 1.30 + 0.04 6.8+0.1 n.d.

cmuC 0 40 3.0+0.2° 1.17 £0.05 6.7+0.1 n.d.c
wild-type 15 10 4.0x£0.2 0.78 £0.04 6.4+0.1 17.92.6

cmuC 15 10 4.7 x0.1 0.32£0.02 6.8+0.1 23+£1.3

® Average of three independent cultures

? Initial pH medium 7.0

‘n.a., not availab

¢ Growth rates were the same with 10 mM methandh(dat showr
“n.d., not detecte
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In order to clarify the contribution @fmuCin chloromethane metabolism, complementation
with an intact copy oEmuCgene was performed. Complemented strains weretahlgélize
chloromethane as the sole carbon and energy sdquied#e 1V.4), and the transformants
displayed wild-type growth yield when grown on dlolmethane. Wild-type chloromethane
dehalogenase activities were restored incimeC mutant with both constructs (Table 1V.4).
No significant changes in growth were observedhm wild-type strain upon chloromethane
growth with the gene expressed either from a str@@M80) or weak (pCM62) promoter
(Marx and Lidstrom, 2001) (Table IV.4). This suggethat expression afmuC does not

provide a growth advantage to the strain, nor dodsave a toxic effect on CM4 cell

physiology.

Table IV.4. Complementation with a functionalcmuC gene restores growth
and chloromethane dehalogenati in M. extorquenscmuC mutant

CM4 derivative strain Genotype Added Growth yieldb Extracellular
(plasmid) CHZOH* (g [dry weight] .mol C?) chloride®
(mM) (mM)
wild-type (pCM80) wt 0 8.1+0.4 12+1
cmuC (pCM80) €CmuC::Tn5) 0 n.de n.d.
wild-type (pCM80) wt 10 6.6 + 0.6 12+1
cmuC (pCM80) €muC::Tn5) 10 4.9 n.d.
wild-type (pPME8255) ¢muC+) 0 8+1 12+1
cmuC (pME8255)  €muC::Tn5)cmuC+) 0 8.0+0.5 12+1
wild-type (pPME8255) ¢muC+) 10 7.0+0.2 12+1
cmuC (pME8255)  ¢muC::Tn5)cmuC+) 10 7.0+0.5 12+1

& Growth either with only 15 mM (+ 5) chloromethamesupplemented with 10 mM methanol
b Average of three independent cultures
°n.d., not detected
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The cmuCmutant was previously reported to display wildaypvels of both dehalogenase
and methyltransferase Il activitiy respectivelyatgted by CmuA and CmuB (Vannedt al,
1999), but the results obtained here indicate otiser Measurements of chloride released
during growth showed that themuC disruptive mutant is defective in dehalogenation
of chloromethane (Table V.3 and Fig. IV.2gmuC mutant cultures only released
a small fraction of the chloride amount produced ®y14 wild-type cells when grown
on a mixture of chloromethane and methanol as cadmmurces. Final values @gnm

of wild-type and mutant cultures also confirmedt ttree cmuC mutant was unable to utilise

carbon derived from chloromethane for biomass foiongTable 1V.3).
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Discussion

Utilization of chloromethane as a growth substiageMethylobacteriumdiffers markedly
from other G compounds, including methanoM. extorquens CM4 is the only
Methylobacteriunstrain known to possess three distinctiyee@mpound utilization pathways,
involving different branches of methylotrophic matdsm and their corresponding
intermediates (Studest al, 2002).Indeed, while methanol oxidation results in fornedigde
production, chloromethane utilization pathway fusnehloromethane-derived methyl group
via methylene-iF either directly in serine cycle for carbon astaton, or in the HF

oxidation pathway to produce energy (Fig. 1V.2).

The differential proteomic analysis of chlorometdanand methanol-grown cultures
of strain CM4 reported here provides evidence ppsut of the previously defined pathway
for chloromethane dehalogenation, involving the riocoid-dependant transfer
of chloromethane carbon tosJH mediated by the two methyltransferases CmuA amdiE>
(Studeret al, 2001). Genetic evidence had previously showh ¢kpression of these genes
was chloromethane-inducible (Stuaral, 2002), and the corresponding proteins were found
here to be more abundant during growth with chlethane. Moreover,
PurU, whose function was previously shown to berisal for chloromethane (Studet al.,

2002), was also only detected at the protein lduehg growth with chloromethane.

Regarding the contribution otmuC to chloromethane utilization, complementation
experiments of themuCmutant with an intact copy of the gene confirmeel $pecific role
of this gene in chloromethane utilization. Moregveomparative measurements showed

that thecmuC mutant is unable to release chloride at wild-typeels, suggesting a role
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Table IV.S1. Proteome comparison ccmuC mutant and wild type (wt) strains grown with or without chloromethane

Growth Protein Gene 2D-DIGE proteomic data
substrate Function Accessior Ratid, Protein parametets Mass spectrometry parameters
no? cmuCiwt M, (kDa) pl Score Mascot Error (ppm) Coverage (%)
methanol  30S ribosomal protein S4 Mchl_5204 rpsD + 23.7 10.3 106 7 48
GroL chaperonin protein Mchl_5249 groL + 57.5 5.1 123 18 31
Aminoglycoside-phosphotransferase (kanamycin rzsis) AAA85506 aphA ++ 29.3 4.7 203 37 50
methanol and MxaF, methanol dehydrogenase large subunit (EQ@9.4) Mchl_4518 mxaF + 68.4 5.9 234 19 40
chloromethane G g, glutamine synthetase type Il (EC 6.3.1.2) M2653 glnll +° 38.9 5.6 195 26 29
Aminoglycoside-phosphotransferase (kanamycin r#scs) AAAB5506 aphA  ++/+° 29.3 4.7 203 37 50

b Spots indicated as "+" were more abundamnimC mutant (or less abundant in wt). The factorsifiéential abundance were defined as follows ++ dor more than 5-fold
increase, and 2- to 5-fold increase, respectively.

°Mr, molecular mass; pl, isoelectric point.

4 Score is the probability-based mowse score cdkailasing MASCOT sotware; Error refers to mass ey Coverage refers to the percentage of thejprsequence covered by the
matched peptide.

© Multiple spots detected
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for a cmuC gene product in chloromethane dehalogenation. rddtevely, the likely
cotranscription of the immediately adjacamuB and cmuC genes inM. extorquensCM4
(Fig. IV.3), with stop codon of cmuB overlappingettstart codon of cmuC, would be
thatcmuCdisruption by miniTs might destabilize themuBtranscript. However, expression
of the CmuB protein was not altered in trauCmutant when compared with the wild type,
so this explanation can be ruled out. Moreoverggithe essential role of tlenuC gene

in growth of strain CM4 with chloromethane as wadlin dehalogenation of chloromethane
with production of hydrochloric acid, deletion dfetcmuCgene had been expected to have
clearly detectable effects on the CM4 proteome. &l@x, differences between wild-type
and mutant proteomes were insignificant (Table IN.St is possible that the presence
of methanol in all cultures investigated in protéormomparisons of wild type and mutant
may have had a dominant effect on the observedepmudés. However, the fact that
a CmuC protein not detected in the wild-type proteoclearly suggests that further
experiments using methods other than proteomiagineetp be performed in order to clarify

the essential role @muCin growth of strain CM4 with chloromethane.

Nevertheless, differential proteomic analysis oftures of the wild-type strain growing
with chloromethane and methanol provided both cordtory as well as new evidence
for the cmu chloromethane-degrading pathway of strain CM4stFof all, participation
of cobalamin (vitamin B) in chloromethane utilization was confirmed by tbeserved
higher abundance of the CobH protein during growdith chloromethane. Somewhat
surprisingly, however, this is the only one of 38ng products required fale novo
biosynthesis of cobalamin found to be more abundachloromethane growth. A possible

explanation for this observation is that vitamin,Bs also required during growth
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with methanol, as the essential cofactor for Meathyimalonyl-CoA mutase) activity

in the ethylmalonyl-CoA pathway for glyoxylate regeation.

The proteomic approach also provides hints for rottezymes and genes previously
undetected in strain CM4 and potentially involvacchloromethane utilization. In particular,
evidence of the importance of thmaaElike gene previously found to be colocalised
with cmu genes in chloromethane-degrading bacteria othen ttM4 was obtained here
through the detection of the corresponding CM4 giroas more abundant during growth
with chloromethane. This PaaE-like protein harboarderredoxin reductase-type FAD
binding domain and a 2Fe-2S ferredoxin-type irolfusinding domain, and was suggested
previously to be responsible for the methanethiotlase activity observed . lissarensis
CC495 (Doronineet al, 1996; Warneet al, 2005). It is also conceivable that the PaaE-like
protein will act as an electron transfer proteis, @ electron donor in reactivation
of the corrinoid subunit of CmuA from the inactiv@o(ll) form to the Co(l) form.
Indeed, corrinoid-dependent methyltransferaseswaleéknown to be prone to inactivation
by oxidation, and bacteria require often unideedifefficient reactivation systems to maintain
such proteins in an active form. Specific reductiveactivation mechanisms
have been identified for some cobalamin-dependerthyitransferases, e.g. the methionine
synthase MetH fronE. coli which requires electron transfer from a reducedoitexin
(Jarrettet al, 1998). Another example is RamAed@uctive ativation of nethyltransfer,
amines) from the methanogenic archaddethanosarcina barkeria C-terminal ferredoxin-
like domain containing protein which mediates theTPAdependent activation

of methylamine:coenzyme M methyltransferase (Ferguet al, 2009).
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Similarly, the fact that the product of a previgushdetecteanetFgene, more closely related
to the canonical MetF d&. coli, unlike its previously characterised MetF2 pargleig. 1V.3),
showed increased abundance upon chloromethane hgrast remarkable. MetF2,
encoded by the essentraktF2gene (Vannellet al, 1999), is thought to convert methylH

to methylene-BF. From the classical work performed wihcoli, MetF is thought to favour
the reverse reaction, and to help provide one-cafirecursors for methionine synthesis.
The enzymatic properties of the two MetF paralogs aot known. However, if both
share the same metabolites as substrates and fworhgulatory processes in the expression
of the corresponding genes, arising from differenda availability of metabolites,
may explain the observed increased abundance ofF.M&hus, further experiments
are required to clarify to what extent the obserwvemleased synthesis of MetF (Mchl_1881)

reflects its effective participation in chlorometieametabolism.

Other redox processes within the more general gbnté energy metabolism appear
to be relevant to chloromethane utilisation. Thecsc expression of cysteine synthase CysK
during growth with chloromethane perhaps affordetlaer indication for the probable
importance of reactivation systems to guaranteeorchiethane dehalogenase activity
under aerobic conditions. Cysteine is involved iraimtaining the catalytic activity
and structure of many proteins with iron-sulfur {&e clusters including ferredoxins
(Kiley et al, 2003).E. coli mutant strains lacking the [Fe-S] cluster asserttfz machinery
are hypersensitive to cobalt at high concentratiohs200uM (Ranquetet al, 2007).
In this study, cobalt concentrations of 0.9 uM weresent in culture medium. Two proteins
of the SUF machinery, SufE and SufS were found mabeindant under growth
on chloromethane, suggesting the occurrence oflicetsass or of another uncharacterized

oxidative stress under chloromethane conditions.
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Similarly, with regard to NAD metabolism, NuoE ahdioF, two proteins of the ADH-
ubiquinone _aidoreductase complex, were more abundant in cihietbane-grown cells.
Mutants in genes of this complex had no effect orthanol grown phenotype
in M. extorquensAM1 (Strovaset al, 2006), buthuo mutants have not yet been tested

with respect to growth with chloromethane.

Proteomic analysis also provided clues on the plafe chloromethane utilization
within the larger context of methylotrophic metdbol. Several enzymes involved
in the common € oxidation pathway oMethylobacteriumstrains involving formaldehyde
as an intermediate with differences in abundanceingu growth with methanol
or chloromethane were detected in our analysis |€T&.2; Table 1V.S1). Identification
of MxaF as more abundant in chloromethane growthdcbe due to proteolysis as described
previously in the methanotropMethylococcus capsulatuBath (Bervenet al, 2003)
(Fig. IV.1). A similar explanation may hold truerfohe increased abundance observed
for MauB when chloromethane is the growth subst(a¢e Fig. 1V.2). Another possibility,
already hinted at above for MetF and MetF2, is ttie observed expression pattern
of such proteins depends on complex regulatoryctsffeand possibly levels of,Rlinked

C, intermediates which are altered in an unusual waghioromethane utilisation. Indeed,
most proteins with higher abundance during growtth vehloromethane are associated
with HsF- but not with HMPT-coupled reactions, and significantly, theFHpathway
Is suggested to usually function in the reductiveation in AM1 during methanol growth,
with formate being converted to methyleng-Hmainly for assimilation purposes (Pomper
et al, 2002; Vorholtet al, 2002) whereas in contrast, methyleng~heeds to be oxidized

in order to produce energy during growth with cbhloethane. Clearly, the details

184



Chapitre IV

of regulation of key € interconversion enzymesf both H/MPT- and HF-dependent

pathways remain to be further investigated.

On a related note, the observed differential abooglaof GcvT and L proteins,
which was higher during growth with chloromethan@damethanol respectively,
may represent another potentially growth-dependsgulation mechanism under methylene-
H4F control. Interestingly, another component (Gcwa®)this complex was shown to be
associated with dichloromethane metabolisnMiethylobacterium extorqueridM4 mutant
strain (E. Muller, personal communication). SiMdethylobacteriunstrains CM4 and DM4
share the particularity to dehalogenate chlorinabethanes intracellularly, the Gecv complex
may be involved in adaptation to dehalogenation Methylobacterium Of interest
in this context, the small RNA (encoded IlgcvB was recently shown to act as

a positive regulator of acid resistancecincoli (Jinet al, 2009).

In conclusion, the utilisation of :Ccompounds by aerobic bacteria represents a highly
interactive and complex metabolism, whose analydisbenefit enormously from the eight
genome sequences oflethylobacteriumstrains which have recently become available.
Global integrated approaches linking proteomiandgcriptomics and metabolomics will be
key experimental strategies towards this goal. Ha precise context of chloromethane
metabolism, the elucidation of the function of tbmuC gene and its protein product

in dehalogenation and growth appear as a key fyrifani future studies.
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Ce travail a permis d'obtenir un certain nombrerésultats nouveaux concernant la voie
d’utilisation aérobie impliquant les génesmu du chlorométhane chez les bactéries
méthylotrophes (génesmuy voie cobalamine et folate-dépendante). Il ouvgal@ément
de nouvelles perspectives de recherche, dont iessgartinentes sont présentées brievement
ci-dessous. Les pistes évoquées ne prétendent plexteaustivite, mais a illustrer
les nombreuses pistes ouvertes par l'analyse géuemfonctionnelle, outil puissant

que j'ai eu la chance de pouvoir mettre en ceuvialzaratoire dans le cadre de mon projet.

5.1. Exploration génomique de I'adaptation au chlasméthane cheaMethylobacterium

Les travaux effectués ici se sont concentrés swolaparaison intra-espéce du génome
de la souche CM4 avec celui des génomes des soldhextorquensAM1 et DM4
dont lanalyse a été récemment publiee (Vuilleumar al, 2009). Par contraste
avec ces deux derniers génomes, qui contiennentcushaplusieurs plasmides,
celui de la souche CM4 a ceci de particulier quen splasmide plMCHL

a une fonction physiologique clairement identifi@ear ailleurs, I'analyse du plasmide
et la comparaison entre souchbt extorquensa permis d’identifier des spécificités
dans le génome diBl. extorquensCM4, comme la présence au niveau de son plasmide
p1lMCHL, de copies de genes de la biosynthése d@eldalamine ¢oly bluB), le cofacteur
essentiel requis pour ['utilisation du chlorométhain particulier, I'analyse a également
révélé, par comparaison de l'organisation des geok®t de la similarité entre orthologues
identifiés dans le genmglethylobacteriuml’origine vraisemblablement différente des genes
plasmidiques et chromosomiques de biosynthése deblalamine. Ceci pourrait contribuer
a expliquer l'organisation singuliere des genawu chez CM4, qui sont localisées
sur deux régions proches, interrompues par dessbhie génescob contrairement

a I'organisation en un seul cluster observée cleesémble des autres souches déchlorantes
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5.94 MB (68.1% GC)
Plasmides 141 kb (65.3%), 38 kb (63.7%) o)

4.99 MB (71.5% GC)
Mégaplasmide 586 kb (69.6%)
7 plasmides (tailles de 47 a 21 kb,
%GC de 61 a 65%)

5.80 MB (69.4% GC)
Plasmides 23 kb (66.8%),
25 kb (64.9%)

5.47 MB (68.2% GC)
sans plasmide

o

5.51 MB (68.7% GC)
Mégaplasmide 1.26 MB (67.6% GC)
Plasmides 44 kb (67.9%), 38 kb (65.2%),

25 kb (66.9%) 1)

o

7.66 MB (71.6% GC)

0,
Plasmides 60 kb (65.1%), 20 kb (59.2%) 8.84 MB (68.4% GC)

2 mégaplasmides de 487 kb (65.9%)
et de 458 kb (65.6%),
5 plasmides (tailles de 10 a 40 kb,
61.6-67.2%GC de 61.4 a 67.2%)

5.78 MB (68.2% GC)
Mégaplasmide 380 kb (66.3%)
Plasmide 22 kb (63.9%)

Figure V.1. Les 8 souches deMethylobacterium dont les séquences génomiques
sont aujourd’hui disponible

Les chromosomes et mégaplasmides sont représeléébelle. DM4,Methylobacterium extorquens
DM4, capable d'utiliser le dichlorométhane commalsesource de carbone et d’énergie (séquence
finalisée au Génoscope en mars 2006); AMé&thylobacterium extorquesM1, souche de référence
pour I'étude de la méthylotrophie (finalisée a lirsité de Washington en ao(t 2006); CM4,
Methylobacterium extorquen€£M4, capable d'utiliser le chlorométhane comme lesesource
de carbone et dénergie (JGI, aolt 2008); PRikthylobacterium extorquenBAl, colonisateur
compétitif de la phyllosphére A’ thaliana (JGI, aolt 2007)M. pop., Methylobacterium popuBJ001,
un endophyte du peuplier (JGI, décembre 20017 yad., Methylobacterium radiotoleran¥CM 2831,
résistant aux radiations (JGI, novembre 2007); 4-4Blethylobacterium sp. 4-46,
capable de photosynthese, fixe l'azote et nodubgotonis (JGI, novembre 2007)M. nod,
Methylobacterium nodulan®RS 2060, capable de fixer I'azote, souche nodelawon pigmentée
(JGI, aolt 2008).
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étudiées a ce jour. De toute évidence, une congmaracomplémentaire, inter-espéce
entre génomes entierement séquencés de souchesdaliigrdes meéthanes chlorés
dont le chlorométhane, permettrait de cibler uresride de génes associés a la croissance
sur chlorométhane. Dans ce cadre, 'une des souwdresdérées dans I'étude comparative
des génes de bactéries chlorométhane-dégradantgghomicrobium sp. MC1

(cf. Chapitre IIl), que l'on croyait perdue, a étémise en culture a Il'occasion
de cette étude. Un projet de séquencage du génameetle souche a été retenu,
et pourrait étre entrepris dans un avenir proclke,lgs nouvelles méthodes de séquencage
a haut débit (Pandestal., 2008; Lakdawalla et Vansteenhouse, 2008; Mackgah, 2009).

La disponibilité du génome de cette souche peraietlie mieux évaluer, par comparaison
avec celles deM. extorquensCM4, I'étendue des différences existant dans ldilisation

du chlorométhane en tant que substrat de croissance

Le séquencage de la souche CM4, aujourd’hui termeétél'analyse de sa séquence
génomique, qui sera affinée dans le contexte diajepd’analyse détaillée de génomique
comparative des 8 génomes déethylobacteriumqui vient détre initie (Fig. V.1),
contribueront a renforcer le positionnement deolackeM. extorquensCM4 comme souche

chlorométhane-dégradante de référence.

5.2. Transmission horizontale de la capacité d’'uigation du chlorométhane

Le plasmide plMCHL inféodé au moins en partie ailidation du chlorométhane
n'a pas été détecté a ce jour chez d'autres migamismes. La question se pose dés lors
de savoir si sa présence seule peut conférer atrelawbactéries méthylotrophes
(qui en sont dépourvues) la capacité d'utilisectdorométhane comme source de carbone
et d’énergie. La présence sur ce plasmide de geaext rep suggére en effet un potentiel

de transfert horizontal a d’autres microorganisniEs expériences de transfert du plasmide
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par conjugaison ou transformation a des souchesveeses permettront de déterminer
si les éléments génétiques portés par pIMCHL soffisants pour permettre a une autre
souche deMethylobacteriumd’acquérir, par ce biais, la capacité d’utiliserchlorométhane
pour sa croissance. Les souches séquencées denlaespece (souches AM1, PAL1l ou DM4)
pourraient dans un premier temps étre testées coswouehes receveuses potentielles.
Toutefois, un des résultats importants de notrdyaeaest que les éléments impliqués
dans le transfert et la réplication de pIMCHL (o#giS1, S3), ainsi que certains genes
potentiellement impliqués dans le métabolisme en (@&gion S4) sont communs
avec le plasmide pIMETDI de DM4. Ces régions det&ya laissent ainsi présager
des problemes dincompatibilité entre les plasmidgdMCHL et plMETDI,
qui ne permettront pas I'établissement du plasmidéMCHL dans la souche DM4
pour le cas ou le plasmide p1IMETDI, de fonction agacinconnue, s’avererait en fait
essentiel a la croissance de la souche DM4. laiesi possible que le transfert du plasmide
p1IMCHL, bien que paraissant de prime abord pluglefgmour une bactérie déchlorante
comme DM4, soit en fait incompatible avec la présesimultanée de pLMETDI chez DM4.
La souche PAl, dépourvue d’épisomes contrairemenix aautres souches
de M. extorquensséquencées, permettrait de toute évidence d'éwatw difficultés

potentielles d'incompatibilité plasmidique.

5.3. Diversité des bactéries chlorométhane-dégradtes dans le contexte phyllosphérique
L’étude de Il'association entre plantes émettrices ctilorométhane et microorganismes
capables d'utiliser le chlorométhane a permis tBisdes bactéries présentant cette capacité,
sans doute pour la premiére fois, directement &rpher feuilles de plantes. Ces isolements
a partir de feuilles &. thaliang décrite dans la littérature comme émettant darohhéthane

(Rhew et al, 2003; Nagatoshi & Nakamura, 2009nt prouvé que ce type de bactéries
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peut coloniser cette niche écologique. Il est tmigeétonnant que seules des souches
du genre Hyphomicrobium aient ainsi été isolées, des études récentes ayantré
que Methylobacterium mais pasHyphomicrobium représente un colonisateur majeur
de la phyllosphére (Delmottet al, 2009), notamment powk. thaliang et que la capacité
d’utilisation du méthanol deMethylobacterium Iui confere un avantage sélectif
lors de la colonisation de plantes émettrices déhamdl (Syet al, 2005) A noter ici
que l'approche de génomique comparative des 8 ssudbMethylobacteriumséquencées
permettra sans doute de définir un ensemble desganpliqués dans les interactions
plantes/bactéries, puisque la moitié des souchgseséées sont étroitement associées
aux plantes.

Cette thématique sera aussi abordée d’'une mampgimentale et si possible quantitative
au laboratoire, a l'aide d’'un couple plante-baetépien défini, composé de la souche
chlorométhane-dégradante CM4 et de la plante mo#iebidopsis thalianaDes mutants
de la souche CM4 incapables de dégrader le chldhameé, et des lignéesAl’thaliana
dans lesquelles I'expression du get@L responsable de la production de chlorométhane
(Rhewet al, 2003; Nagatoshi et Nagamura, 2009) est moduléehausse ou a la baisse,
sont en cours de construction dans le cadre d’'wuwelle thése qui démarre cet automne
au laboratoire, qui impliquera des approches com@fdaires de chimie analytique,
de microbiologie, de physiologie végétale et ddédgji@ moléculaire. Dans un premier temps,
on tentera d’évaluer s'il existe un rapport quatifitentre la production de chlorométhane
par A.thaliana et la biomasse de bactéries chlorométhane-dégesdaprésentes
sur les feuilles de la plante, et aussi de détermn la capacité d’'une souche bactérienne
a dégrader le chlorométhane représente un avaségetif pour la colonisation de feuilles
d’A. thaliana Des expériences d’inoculationAd’thalianasauvage et mutant par différentes

souches déVlethylobacteriumseules ou en combinaison, seront également raisgdace,
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et l'efficacité de ces différentes souches a calaniles tissus végétaux, en particulier
les feuilles, sera évaluée.

Etant donné l'ampleur des émissions de chlorométhpar les feuilles de plantes
(cf. Chapitre 1) et le potentiel de colonisation ¢t phyllosphere par les bactéries
méthylotrophes, il parait vraisemblable que dedévms de ce type participent de maniere
significative a la dégradation de ce composé. L@epren compte de l'importance
de cette activité dans le budget global du chlotbarée pourrait contribuer a fournir

de meilleures estimations du puits microbien demrréthane.

5.4. ROle de cmuC et études biochimiques de [lactivitté de la chlorontBane
déshalogénase

Un point critique a lissue de ce travail concetaequestion non résolue de la fonction
du genecmuC dans [utilisation du chlorométhane. CmuC n’aygds été identifié
dans l'analyse protéomique différentielle, il seentgrimordial d’étudier spécifiquement
'expression de ce gene, par RT-PCR de 'ARN mesmsamais aussi par des essais
d’expression de CmuC sous forme protéique dhethylobacteriunou un autre héte comme
Escherichia coli L’'obtention de la protéine CmuC permettrait aw&valuer son implication
dans la réaction de déchloration proprement ditec des tests enzymatiques de l'activité
chlorométhane déshalogénase mis au point pour rie®impes purifites CmuA et CmuB
(Studeret al, 2001). Ces tests pourraient également étre nuigofit pour évaluer le réle
de deux oxydoréductases potentielles détectéeBapatyse protéomique et par I'approche
de génomique comparative, les protéines PaaE{iBud, dans 'activité de chlorométhane
déshalogénase (cf. aussi Section 5.5 ci-dessongff&, les méthyltransférases dépendantes
du cobalt Cb comme CmuA, sont bien connues pour étre facilémeactivées

par oxydation, et elles requiérent la présence ydteses efficaces pour étre maintenues
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dans leur forme active. Ainsi, lactivité de désig@nation du chlorométhane
par les méthyltransférases CmuABvitro est jusqu’ici détectable uniquement en conditions
anaeérobies, grace au citrate de titanium, un donaeificiel d’électrons.Les systemes
connus de réactivation de ces enzymes sont vagtées protéines BluB ou PaaE-like
pourraient peut-étre assumer ce role. Pour valegsr hypothéses, des études geénétiques
(délétion ; transcription) seront également nédessa et pourront étre effectuées

selon la stratégie présentée dans la section gaivan

5.5. Etude de genes nouvellement identifies commeotentiellement impliqués
dans l'utilisation du chlorométhane

L’axe principal de ce travail de thése, I'étudedibonnelle de I'adaptation au chlorométhane
par analyse différentielle protéomique, a permis amfirmer la voie d'utilisation
du chlorométhane proposée par Studeral (2002). Outre I'enzyme chlorométhane
déshalogénase (CmuAB), d’autres protéines commE-Haaet PurU ont également pu étre
identifiees comme plus abondantes chez la souché €&Wiéveloppant sur le chlorométhane.
Le rble et I'importance des genes correspondams)nte ceux d’autres géenes candidats
de la voie dutilisation du chlorométhane idensfigprécédemment par séquencage
(Vannelliet al, 1999), pourront étre abordés par I'étude de mstde délétion. Les mutants
de la souche CM4 actuellement disponibles sontndesnts d’insertion mini-transposon,
avec le risque d’effets polaires sur les génesn®idu géne muté. La construction de mutants
de délétion non marqués qui ne souffrent pas ddarelicap a récemment été affinée
chez Methylobacteriumavec le développement d'un outil de remplacemeanique
facilement utilisable, basé sur I'incapacité deissance sur saccharose lors de I'expression
du géne acB porté par le vecteur pCM433 utilisé pour opérerdmplacement allélique

géne sauvage/gene muté (Marx, 2008). Cette méthddmes et déja été utilisée avec succes
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dans le cas de la souche DCM-dégradante DM4 (EleMuhése en cours). Il semblerait
en particulier judicieux de construire des mutasesdélétion non marqués pour les genes
cmuC et cmuClike, d’'une part pour clarifier 'absence d’éveels effets polaires associés
au mutantmuCdisponible, et d’autre part pour évaluer si leggénuGlike ne complémente
pas partiellement une mutation dans le genauG ce qui pourrait expliquer I'absence
de difféerences marquées entre le protéome de kheamuC:miniTn5 et celui de la souche
sauvage. Une mutagenese de délétion de ce typie &gatement indiquée pour les genes
localisés dans la régioomu du plasmide p1MCHL, a savoir les genasuA et cmuB
mais aussmetF2 purU, folD, folC2, paaEiike etbluB.

En particulier, le gendluB, impliqué dans la biosynthese de 5,6-diméthylbeidazole
(DMB) chez S meliloti présente une duplication dans le génome de CM4,
I'un des paralogues étant localisé dans la réginn ChezS. meliloti, I'activité de 'enzyme
BluB consiste a la transformation de flavine morcéotide réduite en DMB
dans une réaction au cours de laquelle la flavidduite est utilisée pour piéger
I'oxygene moléculaire (Campbadt al, 2006; Tagat al, 2007). L’activité de I'enzyme BluB
génere aussi le D-érythrose-4-phosphate, un p@&oursle la synthésede novo

du tétrahydrofolate. Ainsi, lactivit¢ de I'enzym&luB pourrait jouer un réle clé

a trois niveaux pour le métabolisme du chlorométhala biosynthése de la cobalamine,
la biosynthése du /f voire dans le maintien de CmuA sous forme rédagteve. Pour valider
cette hypothése, I'étude phénotypique devra incluretre un mutant du génbluB,

un mutant de son orthologue chromosomigoiB2 en conditions de croissance
sur différentes sources de carbone, chlorométhamethanol.

De méme, l'inactivation par mutagénése de certdass genes plasmidigues de biosynthése
de la cobalamine et de ses précurseurs, notamm&wIB, pourra également étre entreprise.

Le génecobH dont le produit protéique est le seul parmi lestgines de biosynthése
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de la cobalamine a avoir été détecté comme plusidamd en condition d’utilisation
du chlorométhane, est dupliqué dans le génome det. OMnactivation de ce géne
permettrait de savoir s’il confere un avantage mieédans le métabolisme du chlorométhane.
Enfin, parmi d’autres génes rencontrés sur le psmp1lMCHL mais dont I'importance
pour le métabolisme du chlorométhane reste a défiom mentionnera ici un gene
potentiellement impliqué dans le transport du almer un genexoxFlike potentiellement
impligué dans l'oxidation de composés en, @t un paralogue proche du gegek

codant pour la glycérate kinase.

5.6. Vers lutilisation de nouvelles approches glades de génomique fonctionnelle
chez CM4

La disponibilité de la séquence génomique completéa souche CM4 permet désormais,
de concert avec I'analyse protéomique, de poursdigtude de la réponse adaptative globale
au chlorométhane de la souche CM4, en particuliar raveau transcriptomique.
Des puces ADN couvrant 'ensemble des génomes desichedVl. extorquenséquencees
ont été dessinées a cet effet, et sont aujourdimponibles a facon pour les membres
du consortium d’'analyse des génomesMigthylobacterium L'utilité de ces puces a I'age
des nouvelles techniques de séquencage a haut, dgbitsont devenues applicables
a l'approche transcriptomique (Parisétal, 2009), reste cependant a évaluer.

Les résultats majeurs récemment proposés au travamslyses métabolomiques globales
chez Methylobacterium(Kiefer et al, 2008; Peyraucekt al, 2009) soulignent un peu plus
encore la question de la régulation des flux déaze dans le contexte du métabolisme
méthylotrophe chezMethylobacterium Cette question est particulierement intéressante
pour ce qui concerne la souche CM4, dont la voiatildation du chlorométhane

impliqgue majoritairement le tétrahydrofolate, alopge les deux cofacteurs tétrahydrofolate
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et tétrahydrométhanoptérine sont requis pour légssance sur le méthanol. Une approche
de type métabolomique pourrait ainsi potentiellemepermettre de quantifier
les différents dérivés (méthyl-, méthylene-, méyhénformyl-) des deux cofacteurs
dans les différentes conditions de croissancegatiscriminer de maniére a la fois élégante
et définitive I'importance relative de ces voiessldes différentes conditions d’utilisation

de substrats en;&hez les différentes souches.
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