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Le chlorométhane est un gaz aux effets délétemkeswironnement, puisque responsable de plus
de 15 % de la dégradation de I'ozone stratosphér@puséee par les composés chlorés (Harper,
2000). Avec une production annuelle de 5 milliors tnnes, il est I'halocarbone le plus
abondamment émis vers I'atmosphéere. Son originenagiritairement naturelle : il est notamment
produit par les plantes tropicales, les alguedhatnpignons, les marais salants ou par combustion
de biomasse (Montzka et Fraser, 2003 ; Saito eto¥cii, 2008). Des bactéries dégradant le
chlorométhane ont été isolées d’environnementesdsgols, boues, eaux de mer) (Schéfeal,
2007). Toutefois, linventaire des puits biotiqués chlorométhane dans le budget global du
chlorométhane n’est que partiellement étudié. Natant, I'importance des microorganismes dans
le cycle du chlorométhane pourrait étre sous-egti(Képpleret al, 2005).

L’Alpha-protéobactérie aérobieMethylobacterium extorquens€CM4, capable d'utiliser le
chlorométhane comme unique source de carbone eérgji@ pour sa croissance, est la premiére
bactérie chlorométhane-dégradante a avoir étéé&studli point de vue génétique et biochimique
(Vannelli et al, 1998, 1999 ; Studest al, 1999, 2001, 2002). Son génome a été complétement
séquencé (http://www.jgi.doe.gov/genome-projedBette bactérie représente un modéle attractif,
réduit a l'essentiel (un atome de carbone et unstgubnt halogéné€), pour I'étude de la
déshalogénation des méthane chlorés. La emied'utilisation du chlorométhane floromethane
utilization) a été découverte chez cet organismenfi¢di et al, 1998, 1999), et les enzymes
correspondantes ont été caractérisées (Stetdat, 1999, 2001). La protéine CmuA catalyse la
déshalogénation du chlorométhane a I'aide d’'unateta corrinoide et la méthyltransférase CmuB
opere le transfert du groupement méthyle de la yid&thalamine au tétrahydrofolate. L'analyse de
mutants de CM4 et la cartographie des régions d’Adoktespondantes ont réveélé la présence, a
proximité des géenesmuAetcmuB,d’autres genes d’utilisation de composés epdientiellement
impliqués dans l'utilisation du chlorométhane (Valtiret al, 1999). Ainsi les génasetFet purU,
codant respectivement une méthyléne-tétrahydrafotatiuctase et une formyl-tétrahydrofolate
hydrolase essentielles pour l'utilisation du chinéthane, ont été identifies. L’ensemble de ces
données a permis de définir une voie spécifiqueahigtirofolate-dépendante d’utilisation du
chlorométhane chez CM4 (Studet al, 2002), différente de celles décrites pour lisdition
d’autres composés en.GCependant, de hombreuses incertitudes concecetet voie persistent,
notamment celle de la contribution du gé&muC codant pour une méthyltransférase putative
(Vannelliet al, 1998) et dont le role est essentiel pour lassanice de la souche sur chlorométhane.

Ma these a eu pour objectif de mieux comprendrenésanismes adaptatifs associés a I'utilisation
du chlorométhane comme substrat de croissanceepdractéries méthylotrophes. Ce travail s’est
articulé en plusieurs volets : (1) I'étude de l'angsation et de la diversité des genes d'utilisatio
chlorométhane par comparaison de bactéries chldhamé-dégradantes, parmi lesquelles de
nouveaux isolats issus de la phyllosphere ; (2xpleration génomique de |'adaptation au
chlorométhane pour I'organisme modé&le extorquensCM4 ; (3) l'identification de protéines
impliquées dans l'utilisation du chlorométhane chdz extorquensCM4 par une approche
protéomique ; (4) I'étude du réle du géreuC.
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La diversitée des genesmu chez les bactéries chlorométhane-dégradantes a&tetkée par
comparaison de leur séquence et de leur organisatiez les souches capables d'utiliser le
chlorométhane, a l'aide de nouvelles combinaisdamarces oligonucléotidiques permettant la
détection de ces geénes dans I'environnement deéneapius exhaustive que précédemment. De
nouvelles souches chlorométhane-dégradantes iskuds phyllosphére drabidopsis thaliana
plante décrite comme possédant la capacité d’émndtir chlorométhane au niveau des feuilles
(Rhewet al, 2003), ont été isolées et caractérisées du peinue de leur activité de déchloration.
Ces isolats, appartenant tous a la familletdgshomicrobiaceaereprésentent a notre connaissance
les premiéres bactéries dégradant le chlorométisafées de la phyllosphere. Elles présentent une
organisation des génesmu similaire a la plupart des souches chlorométhaugatiantes
précédemment décrites, a I'exception de la soudhé.C



Cette partie de mon travail de thése, menée en cwmavec Thierry Nadalig, maitre de
conférences dans I'équipe, a été rédigée sous fdenmeanuscrit, pour soumissioftavironmental
Microbiology.

Les séquences completes des genomes de plusietésdmdu genrdethylobacteriun{obtenues

au Joint Genome Institute en 2006), et cellesvideextorquensAM1 (souche de référence pour
I'étude du métabolisme e, @our le genrdMethylobacteriumincapable de se développer avec les
méthanes chlorés), et d& extorquendDM4 (capable de se développer avec le dichloroaméth
sont désormais disponibles. L'analyse comparatigecds génomes a permis de définir des
ensembles de génes communs pour le gdetlylobacteriumpour I'especé. extorqueng” core
genome”), et aussi pour I'ensemble des genes rgisodians les deux souches déchlorantes DM4 et
CM4 mais absents des 6 autres souches du ddatkylobacteriumséquencées. L'analyse du
génome de CM4 a révélé I'existence d’'un mégaplasmdiel 380 kb spécifique de la souche et
contenant les génesmu nécessaires a la croissance sur le chlorométhaneoimparaison des
séquences génomiques WMeethylobacterium extorquens mis en évidence la présence sur le
plasmide de CM4 de copies supplémentaires des gknbmsynthese de la cobalamine, cofacteur
essentiel a la déshalogénation du chlorométhané&pariecmu D’autres adaptations spécifiques
du génome de CM4 ont été identifiées sur ce plasmmbmme la présence de copies
supplémentaires de génes codant pour des enzyniehytirofolate-dépendantes pour la
transformation des composés en C

D’un point de vue expérimental, la réponse au cm@thane cheM. extorquensCM4 a été
étudiée par une approche protéomique, par des smzalgifférentielles 2D-PAGE et DIGE
(differential gel electrophoresis) apres croissasoce chlorométhane ou méthanol. Ainsi, 33
protéines plus abondantes lors de la croissanceleswhlorométhane ont été identifiées par
spectrométrie de masse et grace a la séquence ig@morde CM4. Parmi celles-ci, les
méthyltransférases CmuA et CmuB, et la formyltéidabfolate hydrolase PurU, enzymes
essentielles de la voie d'utilisation du chloronaétd, ont été retrouvées. Une oxydoréductase
putative PaaE-like, précédemment non détectée dans la soOble mais dont le gene est
colocalisé avec les genesmuchez d’autres bactéries chlorométhane-dégradamtégalement été
détectée par protéomique. Ceci confirme son imgidinaprobable dans le métabolisme du
chlorométhane. De fait, le gepaaElike de la souche CM4 est localisé sur le mégapides de
380 kb, entre les deux clusters de gémmsu précédemment définisD’autres protéines
potentiellement impliquées dandes réactions couplées au tétrahydrofolate (un lqgara
chromosomal de MetF), dans la voie de biosyntheda dobalamine (un paralogue plasmidique du
CobH chromosomal), ainsi que dans la réponse agsstont également été détectées comme plus
abondantes lors de la croissance sur chlorométh@mnéce a ces données, la vaienu
précédemment proposée est désormais confirméeimegnéalement au niveau protéomique.

L'étude decmuC gene de fonction inconnue essentiel pour la savise de la souche CM4 sur
chlorométhane, a constitué le dernier volet de mnavail de thése. L’inactivation de ce géne se
traduit chez le mutant par un phénotype d’'incapagititiliser le chlorométhane pour la croissance
(Vannelliet al, 1998, 1999). Nous avons montré que la croissancehlorométhane et I'activité
de déshalogénation du chlorométhane sont restaoh&zsle mutantmuC par complémentation
avec le genemuC intact. Toutefois, la protéine CmuC n’a pas pLle &etectée par approche
protéomique. Par ailleurs, la comparaison des pno¢§ de la souche sauvage et du mutamtC

n'a pas révélé de difference significative apresisslance sur le méthanol, en présence ou en
absence de chlorométhane.

Les résultats de l'analyse protéomique et génétipida souche CM4 et de son mutamuG
thématique centrale de mon travail de these, éntééligés sous forme de manuscrit, ou je figure en
premier auteur, pour soumissiodaurnal of Bacteriology

En conclusion, mes travaux ont confirmé le réleersl decmuC dans la déshalogénation du
chlorométhane, tout en corrigeant les indicationiemmues précédemment, qui tendaient a indiquer
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gue les méthyltransférases CmuA et CmuB étaiefisanfes pour catalyser la réaction de transfert
du groupe méthyle depuis le chlorométhane verétiattydrofolate.

A l'avenir, il sera intéressant, par des expérisndenzymologie et la construction de nouveaux
mutants, de préciser le réle du gemeuG et surtout de son produit protéique, non détdatés nos
expériences, dans la réaction de déchloration warnéthane.

Par ailleurs, le genpaaElike dont le produit protéique, une oxydoréductastentielle, a été
détecté comme plus abondant lors de la croissamde shlorométhane, représente un candidat de
choix pour des expériences d’inactivation geniqlams la perspective de mieux comprendre son
réle dans la voie de déchloratiomu De maniéere plus générale, la disponibilité dedguence
génomique compléte de la souche CM4 va désormaimeiee une analyse de la réponse
adaptative globale au chlorométhane de la souché @V I'approche transcriptomique. Des puces
ADN dessinées a cet effet sont aujourd’hui displesib

Il est également prévu d'utiliser la souche CM4 ommmodele au laboratoire pour étudier la
capacité des bactéries chlorométhane-dégradantémit@r les émissions de chlorométhane
d’origine végétale, en étudiant les interactionsadaglante modelérabidopsis thaliangroductrice

de chlorométhane avec la souche CM4 et des mutenis souche incapables de dégrader le
chlorométhane.
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