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Résumé

Recherche de génes de biodégradation des xenobiotiques chez les bactéries pour des fins

de bioremédiation et détection de polymorphisme

Les activités anthropiques abusif entrainent I'accumulation de larges gammes de composés
chimiques synthétiques (xénobiotiques) dans I’environnement. L’accumulation de ces
composés dans le sol et les eaux peuvent perturber les différents écosystemes. De plus, ces
composés sont pour la plupart cancérigenes, posant des risques pour la santé humaine et
animale et persistent pendant une longue durée. Leur élimination ne peut se faire que
moyennant des frais considérables. Le procédé de bioremédiation au moyen de
microorganismes spécifiques est une technique durable et rentable économiquement,
permettant 1’élimination des polluants xénobiotiques. Certaines bactéries possedent des genes
servant a générer la capacité de dégrader ces substances xénobiotiques, d’ou la possibilité

d’¢éliminer les polluants environnementaux selon un processus biologique.

Dans ce mémoire de fin d’étude, nous avons réalisé un travail documentaire, en consultant
les nouveautés des publications scientifiques dans le domaine de la bioremédiation,
particulierement exercées par des agents bactériens. Nous avons sélectionné par la suite
I’étude in silico des six génes de catabolisme de 1’atrazine (atzA, atzB, atzC, atzD,atzE, atzF)
chez Pseudomonas sp. ADP. La partie expérimentale a été réalisé intégralement en ligne, sur

la plateforme NCBI et les banques de données protéiques (PDB et UniProt).

Nous avons obtenu comme résultats que les genes atz se situes au niveau du plasmide
conjugatif pADP-1, ils générent le catabolisme complet de 1’atrazine en deux principales
voies ; voies haute (atzABC) et voie basse (atzDEF) afin de I’utiliser comme source d’azote.
Ces génes présentent une plasticité génétique importante, ils sont trouvés dissémines dans
I’environnement, et partagent des pourcentages de similarités importantes avec des bactéries
phylogénétiqguement éloignées. Malgré ces résultats, Les genes atz ne présentes pas un

polymorphisme important.

Le transfere Horizontal des génes (HGT) et la transposition médiée par les éléments
transposables présents dans le plasmide pADP-1, constituent les principaux meécanismes de

transfere et variation des génes atz.

Mots clé : Xénobiotiques, bioremédiation, Pseudomonas, génomique, génes atz.



Abstract

Research for xenobiotic biodegradation genes in bacteria for bioremediation purposes
and polymorphism detection

Abusive human activities lead to the accumulation of wide ranges of synthetic
chemical compounds (xenobiotics) in the environment. The accumulation of these
compounds in soil and water can disrupt the various ecosystems. Moreover, these
compounds are mostly carcinogenic, posing risks to human and animal health and
persisting for a long time. Their elimination can only be done by paying considerable
costs. The bioremediation process using specific microorganisms is a sustainable and
inexpensive technique allowing the elimination of xenobiotic pollutants. Some bacteria
have genes to produce the ability to degrade these xenobiotic substances, hence the

possibility of eliminating environmental pollutants through a biological process.

In this thesis, we carried out a documentary work, consulting the novelties of
scientific publications in the field of bioremediation, particularly exerted by bacterial
agents. Then, we selected the in-silico study of the six Atrazine catabolism genes
(atzA, atzB, atzC, atzD, atzE, atzF) in Pseudomonas sp. ADP. The experimental part
was carried out entirely online, on the NCBI platform and the protein databases (PDB
and UniProt).

We obtained as results that the atz genes are located in the conjugative plasmid
pADP-1, they generate the complete catabolism of atrazine in two main ways; upper
pathways (atzABC) and lower pathways (atzDEF) in order to use it as a source of
nitrogen. These genes exhibit significant genetic plasticity, are found scattered in the
environment, and share significant percentage similarities with phylogenetically
distant bacteria. Despite these results, atz genes do not exhibit significant

polymorphism.

Horizontal gene transfer (HGT) and transposition mediated by the transposable
elements present in the pADP-1 plasmid constitute the main mechanisms of atz gene

transfer and variation.

Keywords: Xenobiotics, bioremediation, Pseudomonas, genomics, atz genes.
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Introduction

L'environnement est tout ce qui nous entoure naturellement et affecte notre vie
quotidienne sur Terre. Un environnement sain est essentiel a l'existence de la vie sur cette
planete. Cependant, a I'ere de l'industrialisation et de l'urbanisation avancees, diverses
activités anthropiques sont largement responsables de I'introduction de polluants toxiques et

dangereux tels que les xénobiotiques environnementaux (Rodriguez et al., 2020).

Les xénobiotiques environnementaux représentent les différents composants structuraux
qui sont rares ou inconnus dans la nature. Ces composes sont synthétises artificiellement avec
intervention humaine (Maurya et Malik, 2016), et sont des produits chimigques exogénes que
I'organisme ne reconnaissent pas tels que les pesticides, les médicaments, les cosmétiques et
certains additifs alimentaires. Le xénobiotique altére indirectement ou directement la
durabilité vis-a-vis du biote naturel et influence la stabilité des écosystémes (Datta et al.,
2020).

Il existe de différentes techniques de traitement (physiques, chimiques, biologiques) pour
I’¢limination des composés xénobiotiques de [’environnement. Leurs avantages et
inconvénients se différents d’une technique a une autre. En revanche, la « bioremédiation »,
est une stratégie de nettoyage puissante pour la dégradation des xénobiotiques provenant
d'environnements contaminés sans produire de substances nocives (Perelo, 2010). La
bioremédiation implique les capacités métaboliques des microorganismes dans I'élimination
des polluants et donc, est la plus appropriée et la plus prometteuse des technologies de nos
jours (Mishra et al., 2021).

Les populations microbiennes présentent des possibilités d'assainissement des
environnements contaminés en raison de leur diversité génétique et leur fonctionnalité (Dangi
et al., 2018). Par conséquent, 1’étude de ces populations avec leurs différentes interactions
nécessitent des approches techniques avancées. Le développement d'outils moléculaires
avancés (bio-informatique et approches omiques) fournit une meilleure compréhension des
structures métaboliques et génétiques microbiennes et les fonctions pour améliorer la
bioremédiation (Puckett et al., 2020).

Dans ce travail, nous avons réalisé une recherche des génes de biodégradation des
xénobiotiques chez les bactéries, et plus précisément les génes atz de catabolisme d’atrazine
chez Pseudomonas sp. ADP. Notre étude a été realisé in silico en utilisant les différents
banques et bases de données (NCBI, PDB, UniProt). L’objectif de cette recherche est de

connaitre I’origine des génes atz d’apres les pourcentages de similarité et les dendrogrammes
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réalisés obtenus par Blastp dans la plateforme NCBI, en plus de 1’étude de la stabilité de ces

genes, leur localisation et dissémination vers d’autre organismes.
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Chapitre I : Xénobiotiques et
Bioremédiation



Synthése Bibliographique Chapitre I

1. Les xénobiotiques

1.1.Généralités

A T'origine, le terme xénobiotique est dérivé du grec « xenos » qui signifie étranger ou
exotique, et « bios » qui signifie la vie (Embrandiri et al., 2016). Toute substance chimique
étrangere de la nature, qui est inhabituellement présente dans un organisme ou qui se trouve
de manié¢re inattendue dans I’environnement & une concentration supérieure aux limites
autorisées peut étre qualifiée de xénobiotique ou de polluant (Blessy et al., 2017). Ce sont
largement utilisés dans les colorants, les médicaments, les pesticides, les explosifs et autres
produits chimiques industriels (Arora et Pankaj Kumar, 2020).

Environ un million de produits sont fabriqués chaque année dans le monde, dont 100 000
sont des composés chimiques. Parmi ceux-ci, 15 000 sont des substances xénobiotiques
potentielles (Kucherenko et al., 2021). Leur accumulation dans I'environnement et dans les
organismes en fait une grande menace pour le fonctionnement d'écosystemes entiers
(Dobrzanski et al., 2017 ; Kumar et al., 2017). Le principal probléme réside dans leurs
structures physicochimiques, telles que leur petite taille moléculaire, leur ionisabilité, leur
solubilité dans I'eau, leur lipophilie, leur polarité et leur volatilité, qui les rendent difficiles a
identifier, quantifier et éliminer (Oliveira et al., 2020). Selon Dubey et al. (2014), ces
composés n’ont pas seulement une faible dégradabilité, mais certains peuvent subir une
décomposition partielle, ce qui peut entrainer la production de substances ayant un potentiel

toxique plus élevé que le composé d'origine.
1.2.Sources et classification

Selon Oliveira et al. (2020), Les progrés technologiques du 20°™ siécle ont conduit & la
mise au point de nombreux composés utilisés pour améliorer la vie. Les polluants
environnementaux, les hydrocarbures, les additifs alimentaires, les mélanges d'huiles, les
pesticides, les polymeres synthétiques, les substances cancérigenes, les medicaments et les
antioxydants sont les principaux groupes de xénobiotiques (Qadir et al., 2017). Ils sont
présents dans presque tous les milieux, y compris l'air, le sol, I'eau, les plantes, les animaux et

les humains (Kumar et Chopra, 2020).

D’aprés Bénis et al. (2017), les polluants peuvent étre rejetés directement dans
I'environnement ou via des sources indirectes, telles que les rejets des hopitaux. De plus, les

xénobiotiques peuvent étre libérés au cours d'un processus ou en tant que produit final. Ils
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peuvent affecter I'environnement délibérément ou accidentellement, a partir de sources

mobiles (véhicules) ou fixes (industries).

La classification des substances et des sources xénobiotiques est illustrée dans les

Tableaux 1 et 2.

Tableau 1. Classification des substances xénobiotiques (Bénis et al., 2017).

Caracteéristiques Classification Exemple
Nature Naturel Bactériotoxines, zootoxines,
phytotoxines, sérotonine
Synthétique Substances synthétiques,
pesticides
Usages Actif Pesticides, colorants, peintures
Passif Additifs, molécules porteuses
Etat physique Gazeux Benzéne, forme aérosol
Sous forme de poussiére | Poudre d'amiante
Liquide Produits chimiques dissous dans
I'eau
Effets Tissus/organes Toxines rénales
physiopathologiques
Mécanisme biochimique | Toxines productrices de
méthémoglobine

Tableau 2. Sources des xénobiotiques (Bénis et al., 2017).

Sources directes

effluents
colorants,

Industries  pharmaceutiques (phénols),
(hydrocarbures), plastiques, peintures,
insecticides, effluents papetiers et pates.

pétroliers
pesticides,

Sources indirectes

Rejets hospitaliers, residus de pesticides ou d'herbicides.

Produits et
procédés

Produit de réaction de tout procéde— échelle domestique ou
industrielle.

Causes volontaires
et accidentelles

Produits chimiques utilisés dans les industries du papier et de la
pate a papier ; rejetés dans I'environnement suite a des accidents

Mobiles et fixes

Voitures et industries.

Réglementés et
non réglementés

Grandes industries et automobiles, activité des ménages.
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1.3.Effets des xénobiotiques sur I’environnement et la santé

Une fois que les xénobiotiques sont libérés dans I'environnement, ils peuvent se
bioaccumuler dans la chaine alimentaire en raison de leur forte affinité pour les substances
organiques et produire des effets nocifs toxiques sur les écosystemes naturels, les humains et
les animaux (Maurya, 2016). Par conséquent, ils peuvent provoquer des effets chroniques
graves tels que des infections des voies respiratoires, des dommages au systeme immunitaire,
une bronchite pulmonaire, un dysfonctionnement du systeme nerveux, une perturbation du
systeme endocrinien, des troubles du comportement et du développement, des effets
cancérigénes et mutagénes (Mishra et al., 2019 ; Bertotto et al., 2020). Ainsi, la
contamination xénobiotique représente une menace anthropique persistante et souleve de

sérieuses préoccupations environnementales.
1.3.1. Toxicité

Les xénobiotiques ont une toxicité éleveée sur les étres vivants y compris des petits
eucaryotes jusqu'a I'nomme (Datta et al., 2020). Les colorants alimentaires par exemples se
lient a l'albumine sérique humaine, ce qui souléve des problémes de toxicité, cela a été
observé dans des additifs tels que le jaune soleil, l'azorubine, la tartrazine et le bleu patenté
(Pan et al., 2011 ; Tellier et al., 2012 ; Datta et al., 2013 ; Kus et Eroglu, 2015). Les agents de
conservation des aliments sont également connus pour étre associés a I'apparition d'allergies et
d'asthme (Vojdani et Vojdani, 2015).

Les polluants organiques persistants (POP) se distinguent par leur forte persistance et leurs
caractéristiques de bioaccumulation (Qing Li et al., 2006). Ils sont composés généralement
des divers produits chimiques, notamment des pesticides (comme le DDT) (Loganathan et
Masunaga, 2015). Les POPs sont egalement des perturbateurs endocriniens potentiels (EDC)
et ils sont associés a ’altération des fonctions neurocomportementales et immunitaires, a la

réduction du nombre de spermatozoides chez I’homme et au diabéte (Damstra et al., 2002).
1.3.2. Cancérogénicité

Plusieurs xénobiotiques comme les pesticides, les hydrocarbures et les polymeéres sont des
agents cancérigénes potentiels (Datta et al., 2020). De nombreux POPs sont reconnus comme
des agents canceérigenes suspectés chez I'hnomme (Damstra et al., 2002). Ils ont également
pour effet d'allonger le cycle menstruel et augmentent le risque de cancer du sein (Buck et al.,
2002 ; Cooper et al., 2005).
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Le Bisphénol A (BPA) est un perturbateur endocrinien présent dans les plastiques
alimentaires (bombonnes d'eau, boites de conserves, canettes, biberons, etc.) ou non
alimentaires (DVD, verres de lunettes, prises et interrupteurs électriques, papiers thermiques,
résines, etc.) (CLB, 2019). L’exposition des adultes et des enfants au BPA est estimée d’étre
largement inférieure a la dose journaliere acceptable fixée (DJA) de 0,05 mg/kg/j (EFSA,
2008). On estime en effet a 0,000030 mg/kg/j de BPA I’ingestion moyenne des adultes due
aux boissons en bouteille de polycarbonate, aliments en conserves et chauffés au four a micro-
ondes dans leur emballage. Celle des nourrissons par la consommation de lait maternel ou
maternisé se situe entre 0,000020 et 0,00033 mg/kg/jour ; quant a la migration a partir des
biberons, la dose ingérée se trouve entre 0.000017 et 0.00012 mg/kg/jour (AFSSA,
2010). Keri et al. (2007), Indique qu'il est vraisemblable que les substances comme le
bisphénol A, possédent un potentiel xéncestrogéne, ils puissent induire une augmentation du
risque de certains cancers immuno-dépendants (seins, prostate) en cas d'exposition durant la

période néonatale.

1.3.3. Bioaccumulation

Selon Datta et al. (2020), de nombreux pesticides comme le glyphosate, I'acéphate, étant
solubles dans I'eau, ont tendance a s'accumuler dans le sol et les systemes d'eau d'ou ils
peuvent entrer dans la chaine alimentaire (Figure 1). Le département américain d’agriculture a
confirmé la présence de glyphosate et d'acide aminométhylphosphonique dans 90,3 % et 95,7
% des échantillons de soja a des concentrations de 1,9 % et 2,5 % (Osteen et Fernandez-
Cornejo, 2013). On estime qu'environ 95% des pesticides appliqués ont un impact sur les
organismes non-cibles et ont le potentiel de se disperser dans I'environnement (Simeonov et
al., 2014).

Arpin-Pont (2015) a étudié les produits pharmaceutiques et de soin personnel (PPCP), qui
représentent les medicaments a usage humain et vétérinaire ainsi que les substances
chimiques contenues dans les soins cosmétiques et d’hygiene. Ils sont classés comme des
micropolluants organiques d’origine naturelle et/ou synthétique, ils sont caractérisés par une
structure carbonée, ainsi que par leur présence a des concentrations faibles dans le milieu.
Apres utilisation par 1’homme, ces molécules sont métabolisées a différents degrés et
excretees sous forme inchangée ou sous forme de metabolites, parfois actifs. Une fois rejetés
dans les réseaux d’eaux usées, les PPCP arrivent dans les stations d’épuration puis dans les
milieux aquatiques récepteurs, ou ils sont transformés par des réactions de biodégradation, des
réactions chimiques ou physiques telles que la photodégradation. Ces molécules, bien que
présentes en faibles concentrations dans 1’environnement aquatique, sont susceptibles

d’exercer un effet néfaste sur les organismes présents dans le milieu (Arpin-Pont, 2015).
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Composés xénobiotiques

| |

Pesticides Medicaments et produits de zoins personnels
' Consommation humaine et animale
Pratiques agricoles #

Stations d'épuration des eaux

l

Rivigres, lacs, sol, terre, eau, mer, ete.

Figure 1. Voie de transport des composés xénobiotiques dans I'environnement
(Mohan et Singh, 2002).

1.4.Elimination des xénobiotiques

Les xénobiotiques sont difficiles a dégrader en raison de leurs structures complexes
(Figure 2) (Noman et al.,2019). Leur dégradation partielle peut entrainer des menaces encore
plus graves. Pour minimiser leur concentration dans I'environnement, il est crucial de savoir
leurs origines (Tableau 1) (Mathew et al.,2017).

Diverses methodes de traitement physiques et chimiques ont été utilisées pour décomposer
et détoxifier ces composés xénobiotiques. En fonction de leur principe d’élimination des
composés, ces techniques peuvent étre classées en trois principales familles : les procédés

physiques, les procédés physico-chimiques et les procédés biologiques (Dalhatou, 2014).
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Figure 2. Structure et nature chimique de certains composés xénobiotiques
(Noman et al.,2019).

1.4.1. Techniques conventionnelles et leurs limites
1.4.1.1.Les procédeés physiques
Dans le domaine de traitement des eaux ou d’élimination des polluants, plusieurs procédés

physiques sont largement employés. Ces procédés sont basés sur la séparation d’un ou
plusieurs composés de I’effluent et sont le plus souvent utilisés en tant que pré ou post-
traitement. Il est a noter que dans cette séparation, le polluant passe d’une phase a une autre
phase. Ces procédés incluent : 1’adsorption, la filtration sur membrane et le stripping
(Namasivayam et Kavitha, 2004 ; Chang et Kim, 2005 ; Huang et Shang, 2006).

1.4.1.2.Les procédés physico-chimiques
Il existe plusieurs procédés chimiques qui sont appliqués dans le traitement des eaux usées

et d’élimination des polluants. Ces procédés peuvent a priori étre classés en deux catégories :

= Les procédés basés sur des réactions physicochimiques telles que la coagulation, la
précipitation et la complexation (Dhankhar et Hooda, 2011).

= Les procédes basés sur des réactions chimiques notamment la chloration, 1’0zonation et

I’incinération (Knox, 2000).

—
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La plupart de ces procédés de traitement ne permettent pas une élimination totale des
polluants, soit ils les concentrent, soit ils les transferts vers un autre état physique ce qui ne
résous pas le probléme (Dalhatou, 2014). De plus, les interventions si lourdes et onéreuses
conduisent en général a un sol stérile. C’est notamment le cas de traitement chimique par

lavage qui élimine aussi les microorganismes telluriques (Abdelly, 2006).

1.4.1.3.Les procedes biologiques
Toutes les méthodes précédentes ne sont pas tres utiles en raison de leur colt élevé et leur
faible efficacité. En revanche, la méthode de réparation biologique « bioremédiation » est une
stratégie de nettoyage largement acceptée pour éliminer les contaminants des environnements
pollués sans produire de produits nocifs (Perelo, 2010). La bioremédiation est aujourd'hui la
technique la plus appropriée et la plus prometteuse pour tirer parti de la capacité métabolique

des micro-organismes & éliminer les contaminants (Azubuike et al., 2016).

2. La bioremédiation

2.1.Généralités

En 1930, Tausz et Donath ont présenté I'idée d'utiliser des micro-organismes pour nettoyer
les sols contaminés par des dérivés pétroliers, donnant naissance aux processus de
biodégradation (Dzionek et al., 2016). Aujourd’hui, la bioremédiation est une technologie
verte remarquable couramment utilisée, qui facilite I'élimination et la dégradation des
contaminants toxiques en substances chimiques non toxiques ou moins dangereux dans des
conditions contrdlées. Il s'agit principalement d'une opération naturelle lente, menée par les
microbes et/ou des plantes (phytoremédiation) (Tak et al., 2022). Les méthodes
conventionnelles de remédiation peuvent présenter des risques de manipulation de
contaminants et de polluants. La méthode de bioremédiation est plus efficace, moins nocive et
rentable pour éliminer les matériaux contaminés de I'environnement (Azubuike et al., 2016 ;
Bhatt et al., 2020).

2.2.L.es microorganismes de bioremédiation

L'application de micro-organismes pour éliminer les xénobiotiques du sol, de I'eau ou des
sédiments par transformation compléte ou minéralisation en produits finaux inoffensifs
comme le COz et le H2O est un concept de base de la stratégie de bioremédiation ( Singh et
al., 2016 ).

Selon Mishra et al. (2021), la dégradation des composes xénobiotiques assistés par les

microbes est considérée comme l'approche la plus efficace et la plus bénéfique. Les micro-
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organismes ont un potentiel catabolique remarquable, avec des genes, des enzymes et des
voiesbde dégradation impliquée dans le processus de biodégradation. Différents
microorganismes dont des bactéries (Pseudomonas, Alcaligenes, Cellulosimicrobium,
Microbacterium, Micrococcus, Methanospirillum, Aeromonas, Bacillus, Sphingobium,
Flavobacterium et Rhodococcus), des  champignons ( Aspergillus, Penecillium,
Trichoderma et Fusarium ) et des levures ( Pichia, Rhodotorula, Candida, Aureobasidium , et
Exophiala) ont été signalés comme étant impliqués dans la biodégradation efficace des
composés xénobiotiques des environnements sol/eau contaminés, en raison de leur potentiel

de bioremédiation exceptionnel (Mishra et al., 2021).

Les micro-organismes sont omniprésents dans la nature et diverses communautés
microbiennes se développent dans des environnements naturels (le sol, I'eau, I'intestin humain,
etc.) ou ils sont constamment soumis a des contraintes extrémes ( Delegan et al.,
2019 ; Arora, 2020 ; Shekhar et al., 2020). lls utilisent potentiellement des contaminants
xénobiotiques comme sources de carbone ou d'azote pour maintenir leur croissance et leurs
activités meétaboliques. Diverses populations microbiennes survivent dans des environnements
contamineés difficiles, présentant un potentiel de biodégradation important pour dégrader et
transformer les polluants (Mishra et al., 2021). L’¢tude de cette population fournit une
connaissance significative des caractéristiques microbiennes spécifiques qui améliorent les
taux de dégradation. Cependant, la mise en ceuvre efficace de stratégies de remeédiation
microbienne nécessite des approches techniques avancées, qui fournissent une compréhension
approfondie des aspects dynamiques de l'activité et de la survie microbiennes dans des
conditions de stress (Mao et al., 2019).

2.3. Types de bioremédiation
Selon la technique utilisée, deux types de bioremeédiation peuvent étre constatés (Gaspar,
2012) (Figure 3) :

- La bioremeédiation in situ qui traite la substance polluée sur le site.

- La bioremédiation ex situ qui consiste a retirer la matiere polluée pour la traiter ailleurs,

grace au pompage pour I'eau ou excavation pour le sol.
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‘ Types de Bioremédiation ‘
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Figure 3. Diagramme schématique des deux types de bioremédiation
(Noor et al., 2022).

2.3.1. Bioremédiation in situ

La bioremédiation in situ implique différents systémes, tels que la bio-ventilation

(bioventing), le bio-barbotage (biosparging) et la phytoremédiation (Noor et al., 2022).
2.3.1.1.La bio-ventilation (bioventing)

La bio-ventilation est une technologie d'assainissement in situ qui utilise des micro-
organismes pour biodégrader les constituants organiques d'un systeme d'eau. Elle améliore
I'activité des bactéries et archées indigenes et stimule la biodégradation naturelle in situ des
dérivés d'hydrocarbures en induisant un flux d'air ou d'oxygéne dans la zone non saturée et, si
nécessaire, en ajoutant des nutriments (Figure 4). Pendant la bioventilation, I'oxygene peut
étre fourni par injection directe d'air dans la contamination résiduelle du sol. Elle aide
principalement a la dégradation des résidus de carburant adsorbés et a la dégradation des
composés organiques volatils (COV) lorsque les vapeurs se deplacent lentement a travers un

sol biologiquement actif (James et Speight, 2020).
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Figure 4. Principe de la bioventilation (Colombano et al., 2010).

2.3.1.2.Le bio-barbotage (biosparging)

Le biobarbotage est une technique dans laquelle de l'air est injecté sous la nappe

phréatique et par cette injection, I'eau est enrichie en oxygene et la dégradation biologique est

stimulée (Figure 5). Ce processus est similaire a la bioventilation, tandis que cette derniére

élimine les polluants principalement par volatilisation,

le biobarbotage favorise la

biodégradation des constituants plutét que la volatilisation. En pratique, lorsque les

constituants volatils sont présents, le biobarbotage est souvent associé a la bioventilation et

peut également étre utilisé avec d’autres technologies de réparation (James et Speight, 2020).

14

—
| —



Syntheése Bibliographique

Chapitre I

Nutriments Ajustement du pH

[ o— ey Dessiccateur Unité de traitement
- y Deshumidificateur des gaz
R (i | Ventllateur fe
Air Rejet
atmosphérique

lIJ~

Etanchelte'de surface of ttonnelle)

Comgresseurm

Nappe phréatique

brgm

Figure 5. Principe du biobarbotage (Colombano et al., 2010).

2.3.1.3.La phytoremédiation

C’est le processus ou on utilise différents types de plantes et leurs micro-organismes

associés pour stabiliser, éliminer ou détruire les contaminants dans une zone polluée (Noor et

al., 2022) (Figure 6).

Rhizofiltration Phytostabilisation Phytotransformation  Phytostimulation

5 @ Polluant onganique
% Polluant organique dégradé
0 | Elément métallique _

Phytoextraction

Phytovolatilisation

Nappe phreatique

brgm)

Figure 6. Les différentes étapes de la phytoremédiation (Colombano et al., 2010).
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2.3.2. Bioremédiation ex situ

C’est une technique qui traite les contaminants loin de 1'endroit ou ils ont été trouvés. Les
contaminants sont extraits ou pompés du site d'origine et traités dans des environnements
contr6lés. Elle fait appel a différents systemes tels que le landfarming, le compostage, les

biopiles et le bioréacteur a boue (Noor et al., 2022).
2.3.2.1.Le landfarming

C’est un processus de traitement des déchets ex situ qui est effectué dans la zone
supérieure du sol ou dans des cellules de biotraitement (Noor et al., 2022). 1l consiste a étaler
sur une faible épaisseur des sols pollués sur un support imperméable et a favoriser via des

techniques agricoles classiques leurs biodégradation aérobie (Colombano et al., 2010).
2.3.2.2.Le compostage

Il fournit au sol contaminé des matiéres organiques non dangereuses, telles que des
déchets agricoles ou du fumier. Une riche population microbienne peut se développer dans

I'existence de telles substances organiques (Bramley-Alves, 2014).
2.3.2.3.Biopile (ou biotertre)

Ce systéme est similaire au landfarming, puisqu'il est également érigé au-dessus du sol. Il
utilise l'air pour stimuler les communautés de microorganismes aérobies qui améliorent la

biodégradation des composés pétroliers (Brown, 2017).
2.3.2.4.Bioréacteur a lisier (a boue) :

Le sol est excavé, prétraité et introduit dans un bioréacteur qui va prendre en charge les
processus normaux des microorganismes en simulant et en maintenant leur environnement
naturel pour produire des conditions de développement optimales. 1l contrble les paramétres
du bioprocédé (temperature, pH, taux d'agitation et d'aération, concentrations du substrat et de
I'inoculum) (Polyak, 2018).

2.4.Méthodes d’apport des micro-organismes

2.4.1. La biostimulation

Cette approche implique la modification de I'environnement pour stimuler les bactéries
capables de biodégrader les polluants. Cela peut étre fait en ajoutant diverses formes de
nutriments limitants et d'accepteurs d'électrons, tels que le phosphore, ’azote, 1’oxygéne ou le

carbone (sous forme de mélasse), optimisant les conditions telles que I'aération et le contrdle

( 1
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du pH et de la température. 1l est estimé que la biostimulation peut étre considérée comme une
technique d'assainissement appropriée pour I'élimination de pétrole et ses derivés dans le sol
(Adams, 2014).

2.4.2. La bioaugmentation
Elle implique I'ajout de souches ou de consortiums de micro-organismes a capacité de
dégradation externe. La logique de base est que les capacités métaboliques des
microorganismes endogénes seront renforcées par I'ajout de microbes externes (Parashant et
al., 2019).

2.4.3. L’immobilisation

L'immobilisation est I'encapsulation ou le piégeage d'une cellule microbienne ou d'une
enzyme d'intérét dans un matériau inerte et insoluble tel que des polymeéres naturels ou
synthétiques, l'alcool polyvinylique, les zéolites, qui sont utilisés pour la dégradation des
composés aromatiques/xénobiotiques (Brena et al., 2013).

2.5.La bioremédiation par voie Biotechnologique

Les technologies de traitement de I'eau, du sol et de I'air impliquant des microorganismes
sont souvent considérées comme les plus économiques méme si, historiquement, la maitrise et

les connaissances sur les agents impliqués étaient tres limitées (Timothy, 2013).

Le développement d'outils moléculaires, biotechnologiques, bio-informatiques et de
biologie systémique relatifs aux probléemes de bioremédiation a mis en lumiére les
mécanismes impliqués dans la bioremédiation a ’échelle génétique (Mishra et al., 2021)
(Figure 7). L applications de techniques moléculaires modernes comme la métagénomique, la
transcriptomique et la protéomique, fournissent des informations pertinentes sur les niveaux
d'expression des genes et des protéines chez des communautés microbiennes entiéres dans des
environnements contamines, essayant a déméler le mécanisme de dégradation microbienne et

I'exécution réussie de la bioremédiation (Rodriguez et al., 2020).
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Figure 7. Approches intégrées des technologies avancées dans la
biodégradation des composés xénobiotiques (Mishra et al., 2021)

18

——
 —



Chapitre II : Génomique
Bacterienne



Synthése Bibliographique Chapitre 11

3. Génomique des bactéries impliquées dans la bioremédiation

Depuis le séquencage complet des deux génomes bactériens, ceux de Haemophilus
influenzae et de Mycoplasma genitalium par le groupe de Craig Venter (TIGR) en 1995, le
nombre de séquences de génomes des procaryotes ne cesse d'augmenter. Cette abondance de
données a révolutionné nos connaissances sur l'organisation et le contenu génétique des

génomes bactériens (Azali, 2010).

La génomique bactérienne, permettant I’étude des génomes bactériens (leur structure, leur
évolution, la fonction des genes codés et leur régulation), est principalement basée sur
I’isolement et la culture d’une bactérie donnée. L’obtention d’une culture pure est une étape
essentielle pour relier le phénotype particulier d’une souche bactérienne a son contenu en
genes (Diene, 2014). Néanmoins, la trés grande majorité des bactéries (plus de 99%) sont non
cultivables. Ainsi, afin d’étudier une communauté bactérienne dans son ensemble, il est
possible de séquencer I’ADN de toutes les bactéries présentes dans un milieu donné (sol, eau,
tube digestif de ’homme et des animaux, échantillons cliniques...). Cette approche, nommée
« métagénomique », permet d'explorer la diversité microbienne, d'accéder a leurs génomes,
d'identifier les séquences codant pour les protéines et méme de reconstruire les voies
biochimiques, fournissant des informations sur les propriétés et fonctions de ces organismes
(Ferrer et al., 2005).

3.1.Généralité sur le génome bactérien
L’ADN bactérien est structuré selon le modele de Watson et Crick par deux chaines
polynucléotidiques complémentaires et antiparalleles, faites par les liaisons A-T et G-C et des
liaisons d’hydrogeénes entre les bases (Ait bouhouch, 2019). Le génome bactérien correspond
au matériel génétique contenu sous forme des molécules d’ADN chromosomique et
extrachromosomique présentent dans une cellule bactérienne (chromosome, chromide,

mégaplasmide et plasmide) (Dame et al., 2019).

3.1.2. Chromosome

Le chromosome bactérien est le support génétique des bactéries mesurant de 1 a 1.5 mm
de longueur. Il contient entre 1 000 000 et 4 500 000 paires de bases et entre 800 et 4300
genes. Il est constitué d’un filament unique d’ADN en double hélice (bicaténaire), surenroulé
grace aux topoisomérases (Ait bouhouch, 2019). La plupart des bactéries connues possédent
un chromosome circulaire, mais des chromosomes linéaires ont toutefois été identifiés dans

différents genres bactériens notamment : Streptomyces et Borrelia (Ferdows, 1996). Comme
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décrit par Harrison et al., (2010), le chromosome fait référence au réplicon primaire. Il est le
plus grand réplicon du génome et contient la majorité des genes centraux/essentiels étant un

élément obligatoire et indispensable a la cellule bactérienne.

3.1.2. Plasmides et megaplasmides

Les bactéries contiennent souvent un ou plusieurs plasmides, qui sont des molécules
d’ADN extrachromosomique. Ces plasmides peuvent conférer certains avantages aux
bactéries, comme la résistance a des antibiotiques ou des métaux, ou pour la production
d’antibiotiques, de pigments, ou peut fournir des capacités cataboliques inhabituelles comme
des facteurs de virulence (toxines). lls peuvent également induire des tumeurs végétales, et
d'autres réponses symbiotiques et pathogénes chez les plantes et les animaux (Dale et park,
2010). La majorité des genes de ces plasmides ont été acquis par transfert horizontal de génes
(HGT), et leurs signatures génomiques, telles que la teneur en GC et la composition en
dinucléotides, different considérablement du chromosome (Harrison et al., 2010).

La distinction entre plasmide et mégaplasmide est actuellement basée uniquement sur la
taille, les tailles de plasmide moyenne et médiane sont respectivement d'environ 46,2 kb et
78,9 kb. En revanche, les tailles moyennes des mégaplasmides sont environ 10 fois plus

grandes, a ~558 kb et ~772 kb, respectivement (George et Turlough, 2017).

3.1.3. Chromide

Le terme « chromide » lui-méme est une combinaison de chromosome et de plasmide
(Harrison et al., 2010). Les systemes de réplication des chromides sont similaires a ceux des
plasmides et des mégaplasmides, mais peuvent avoir des contrbles régulateurs
supplémentaires qui intégrent leur réplication dans le cycle cellulaire (Ramachandran et al.,
2017). Cependant, contrairement aux plasmides et aux mégaplasmides, les chromides portent
au moins un gene essentiel a la viabilité cellulaire (c'est-a-dire un gene central dont la perte
entrainerait la mort cellulaire) et ont généralement des signatures génomiques qui ressemblent

davantage a celles du ch '"romosome (Harrison et al., 2010).

3.2. Sources de variation génétique chez les bactéries
3.2.1. Transfert horizontal des génes
3.2.1.1.Historique
En 1928, les premiers phénomenes de transferts de geénes horizontaux ont été
découverts par Frederick Griffith qui démontra expérimentalement qu’en co-injectant a des
souris deux souches de pneumocoques (Streptococcus pneumoniae), des pneumocogues non

virulents avaient acquis la virulence de 1’autre souche de pneumocoques (initialement
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virulents). Le phénomeéne de transformation fut ensuite clairement identifie en 1944 par
Oswald Avery Jr., comme responsable de ce transfert de génes, en suivant ensuite
I’identification des transferts médiés par les virus (transduction), d’éléments transposables

(transformation) et les plasmides (conjugaison) (Bonot et al., 2010).

Dans leurs travaux en 1964, Watanabe et al. ont identifié clairement et pour la premiére
fois les mécanismes de transduction et de conjugaison comme étant impliqués dans la

dissémination des génes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Bonot et al., 2010).

3.2.1.2.Mécanismes de HGT

Le transfert horizontal de genes (HGT), également connu sous le nom de transfert latéral
de génes (LGT), est un processus dans lequel un organisme transfére du matériel génétique a
un autre organisme qui n'est pas de sa progéniture. C’est un phénomene dynamique et
persistant qui peut avoir des effets immédiats ou différés chez I'hdte receveur (Husnik et
McCutcheon, 2018 ). Bien que le HGT soit plus fréquent chez les bactéries a bactéries
(principalement dans les groupes d'Archaea et de bactéries), il se produit également entre
d'autres organismes, tels que les bactéries qui servent généralement de donneurs et
d'organismes comme les champignons, les plantes et les animaux qui agissent comme

receveurs (Rancurel et al., 2017 ).

Le HGT est longtemps reconnu comme un processus critique dans I'évolution des
procaryotes. Les événements HGT jouent des roles majeurs dans l'acquisition de la virulence,
la résistance, la persistance, la tolérance et surtout la dégradation des xénobiotiques, en
réponse aux facteurs de stress environnementaux. Plus important encore, les événements HGT
ont conduit au transfert de genes fonctionnels avec des caractéristiques adaptatives
significatives qui ont été signalées chez certains taxons (Wickell et Li, 2020). Il existe trois
principaux mécanismes de HGT chez les bactéries : la conjugaison, la transformation et la

transduction.

a) Laconjugaison
La conjugaison implique le transfert d’ADN entre deux cellules par I’intermédiaire d’un
contact cellulaire initié par des pili conjugatifs. Différents éléments peuvent étre transférés par
la conjugaison, tels que les plasmides et les éléments de type ICEs (éléments intégratives et
conjugatives). Dans le cas des plasmides, le transfert conjugatif peut étre résumé comme tel :
un pilus établi par la bactérie donneuse rentre en contact avec la bactérie receveuse (Figure 8)
(Bonot et al., 2010).
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Figure 8 : mécanisme de conjugaison (Bioutils, 2007).

Les enzymes impliquées dans la dégradation de différents polluants sont souvent codees
par des plasmides, et donc tous les génes nécessaires a la voie de dégradation peuvent étre
transférés ensemble en un seul événement HGT. Des éléments génétiquement mobiles (MGE)
tels que des transposons ou des séquences d'insertion peuvent également étre trouvés sur les
plasmides. Ces MGE sont capables de déplacer des génes dans le chromosome et contribuent
ainsi a créer de nouvelles voies cataboliques. Lorsqu'ils sont combinés a des plasmides
conjugatifs, ils constituent un vecteur tres efficace pour propager de nouveaux géenes. Les
séquences 1S1071 et 1S6100 sont les insertions les plus fréquentes associées a la dégradation

des micropolluants organiques (OMP) (Bahl et al., 2009).

b) La transduction
Il s'agit d'un transfert d’ADN bacterien partiel, par lI'intermédiaire de bactériophages dont
le role est passif (vecteur) (Figure 9). Il est dans ce cas, virulent ou il se multiplie dans la
bactérie. Lors de la phase d'encapsidation, il incorpore de I'ADN bactérien fragmenté. Les
bactériophages sont des virus qui se servent de bactéeries pour se reproduire dont ils existent

sous la forme virulente ou tempérée-:

- Les phages virulents se multiplient dans la bactérie (ou mieux sont répliqués par la
bactérie) et la lysent a la fin du cycle, libérant les nouvelles particules virales (virions). Ce

cycle est appelé cycle lytique (Brown et al., 2001).
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Les phages tempérés peuvent, aprés infection, établir une association stable avec la
bactérie infectée en s'intégrant dans le chromosome bactérien. Le bactériophage est alors
appelé prophage et la bactérie qui en est porteuse, une bactérie lysogene. Dans ce cas les
bactériophages n'induisent pas la réplication (les facteurs lytiques sont inexprimés), leur
ADN viral est répliqué en méme temps que le chromosome bactérien et il est transmis aux

cellules filles de facon héréditaire. Ce cycle est appelé cycle lysogenique (Doolittle,1999).

NS

Cycle lysogénique Cycle lytique

Possibilité 1 Possibilité 2
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Figure 9. Mécanisme de transduction (Gontier, 2018).

La transduction est souvent considérée comme le moyen le plus efficace pour le HGT
entre les différents biomes : elle ne nécessite pas de contact physique entre les bactéries,
contrairement a la conjugaison. En outre, la transduction se produit dans un large éventail de
bactéries a des fréquences plus élevées que ce que I'on pensait auparavant (Muniesa et al.,
2011).

Tout type d'’ADN bactérien peut étre emballé a [lintérieur de la capside d'un
bactériophage, y compris les fragments chromosomiques et les MGE tels que les plasmides
et les transposons. Ils peuvent aussi mobiliser des génes de virulence comme le fait le phage
CTX® de Vibrio cholerae et des éléments d'insertion qui sont incorporés dans le génome
receveur par replication indépendante (Muniesa et al., 2011). La transduction généralisée est

réalisée par des phages tempérés tels que P1 d’Escherichia coli ou P22 de Salmonella
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typhimurium mais aussi par des bactériophages virulents tels que le phage T4 d’E. coli
(Muniesa et al., 2011). La taille des fragments d'/ADN qui peuvent étre emballés dans une
particule de bactériophage est limitée par la taille de la capside, d’une taille maximale entre

50 kb et 100 kb (Muniesa et al., 2013).

¢) Latransformation
Les cellules bactériennes naturellement compétentes peuvent acquérir de nouvelles
fonctions en absorbant de I'ADN extracellulaire (ADN exogénote). Ce type d’ADN est libéré
dans I'environnement par deux mécanismes principaux : la lyse des cellules bactériennes et la

sécrétion active.

- Lalyse cellulaire peut résulter d'une infection par un bactériophage, d'autolysines ou d'une
sécrétion réactive (Wang et al., 2020).

- La sécrétion active d I'ADN est généralement réalisée par I'appareil de sécrétion de type
IV bien que l'administration d'ex-ADN médiée par des vésicules ait également été
démontrée dans certains micro-organismes tels que Streptococcus pneumoniae (Wang et
al., 2020).

En dehors de son role dans le HGT, I'ex-ADN a une fonction structurelle dans les agrégats
microbiens tels que les biofilms et les boues granulaires aérobies de petite taille. Cela a été
prouvé par l'ajout des ADNases exogenes et I'observation du détachement des bactéries et la
perturbation des biofilms et des petits granules aérobies (Wang et al., 2020). Ainsi que, 'ADN
polymeérisé est suivi d'une recombinaison génétique légitime avec acquisition de nouveaux
caractéres genétiques stables, donc transmissibles a la descendance denommeée recombinants

ou transformants (Boc et Makarenkov, 2003).

3.2.2. Lamutation
Une mutation est définie comme toute altération de la séquence d’ADN transmissible

verticalement a la descendance (Changey, 2013).

3.2.2.1.Les différents types de mutations

Les types de mutations pouvant affecter I’ADN bactérien sont illustrés dans le Tableau 3.
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Tableau 3. Les différents types de mutations chez les bactéries (Changey, 2013).

Types de Définition

mutation

Substitution Signifie un remplacement d’une ou des plusieurs paires de
nucléotides par un autre.

Addition Se fait par I’ajout d’une ou plusieurs paires de nucléotides.

Délétion Se fait par la perte d’une ou plusieurs paires de nucléotides.

Transversion C’est une mutation ponctuelle impliquant des remplacements
d’une base purique par une base pyrimidique ou I’inverse.

Les mutations ponctuelles se regroupent en plusieurs catégories qui different par les
conséquences sur les protéines codées par le gene muté (Tableau 4).

Tableau 4. Les mutations ponctuelles au niveau moléculaire (Changey, 2013).

Type de mutation

Résultats et exemple

Au nivean de £ ADN
Transition

Purine remplacé par une purine différente ou pyrimidine remplacé

par une pyrimidine différente :
AT=G.C GC=AT C.G =T.A TA=C.G

Transvertion

Purine remplacé par une pyrimidine ou pyrimidine remplacé par

purine :
ATSCG AT=TA GC o TA GC = CG
TA=GC TA=— AT CG= AT C.G=0G.C

Indel

Au niveau protigue
Mutation synonyme

Insertion ou délétion d’une ou plusieures paires de bases d*ADN

(les bases insérées ou délétées sont soulignées) :
AAGACTCCT = AAGAGCTCCT
AMNGACTCCT = AANCTCCT

Le codon spécifie le meme acide aminé
AGG == CGG
Arg Arg

Mutation faux-sens
Mutation faux-sens conservative

Mutation faux-sens non conservative

Le codon specifie un acide aminédifferent

Le codon specifieun acide aminé chimiquement simillaire :

AAN — AGA
Lys Arg
{basique) (basique)
Me change pas la fonction proteique dans de nombreux cas

Le codon codonspecifie un acide aminé chimiquement
dissemblable :
UUU=—=1Cu
{phénvlalanine} (Serine)
(hydrophobe) (polaire)

Mutation non-sens

Le codon signale la terminaison de la chaine :
CAG=—UAG
Gin  codende
terminaison
ambre

Mutation par décalage de cadre de
lecture

Addition d*une paire de bases (soulignée)

AAG ACT CCT AAG= AGC TCC T...
Deélétion d*une paire de bases (soulignée)

AAG ACT CCT Adfe= CTC CT...
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3.2.2.2. Origine des mutations
a) Mutations spontanées
Elles se produisent pendant les activiteés cellulaires, principalement la réplication de I’ADN
et la réparation cellulaire normale (Dale et Park, 2010).
b) Mutations induites

Elles résultent d’une interaction entre I’ADN et un agent extérieur ou mutagene tel que :

* Les rayonnements ionisants
Alpha, Beta, gamma, ou rayon X, résultants habituellement en des délétions ou des
insertions d’ADN (Dale et Park, 2010).

» Les rayonnements non ionisants

Les UV entrainent la formation de liaisons covalentes entre 2 nucléotides T, on parle de
dimére T=T. Cette liaison anormale crée localement une modification de la structure de
I’ADN qui perturbe le fonctionnement normal de I’ADN polymérase au moment de la
réplication. Ces dimeres comme la majeure partie des lésions d'origine chimique, bloguent la
transcription et la réplication. Elles sont létales si elles ne sont pas réparées. Elles génerent

aussi des mutations et des réarrangements chromosomiques (Dale et Park, 2010).

= Les substances chimiques

- Les analogues de bases : produits chimiques qui sont structurellement semblables aux
bases d’ADN, mais peuvent avoir un appariement de base avec des propriétés différentes.
Par exemple, le bromo-uracil (Bro.U), un analogue de base dérivé de thymine s’apparie
normalement avec 1’Adénine, toutes fois, il peut donner par la suite un léger changement
de structure appelé transition tautomérique en formant une paire avec la guanine. Aprés
réplication de I’ADN, la paire de base originelle TA est remplacée par GC sur ’'un des
brins fils ce qui correspond a une mutation ponctuelle (Dale et Park, 2010).

- Les modifiants de bases : substances chimiques qui font des changements a une base
spécifique changeant sa capacit¢ de s’appareiller correctement. Par exemple, la
désamination de C crée une base uracile (U) qui s’appareillera avec 1’adénine au lieu de la
guanine (Dale et Park, 2010).

- Les agents intercalants : produits chimiques qui s’insérent dans 1’hélice de I’ADN
causant des problémes de réplication et de transcription d’ADN, habituellement résultant

en des délétions ou des insertions (exemple : Bromure d’éthidium) (Dale et Park, 2010).
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3.2.3. Les éléments transposables et les séquences d’insertion
3.2.3.1. Eléments génétiques transposables
Les ¢léments génétiques transposables sont des segments d’ADN qui ont la capacité de

bouger a partir d’une position a une autre (Woese et al., 1990).

a) Propriétés des éléments génétiques transposables
v" Mouvement aléatoire

Les ¢léments génétiques transposables peuvent bouger de n’importe quelle molécule
d’ADN a une autre ou méme a un autre endroit de la méme molécule. Le mouvement n’est
pas totalement aléatoire, il y a des sites de préférence dans la molécule d’ADN auxquels les

¢léments génétiques transposables vont s’insérer (Woese et al., 1990).

v" Incapacité d’autoréplication
Les éléments génétiques transposables n’existent pas de maniére autonome (exception de
quelques phages transposables) et ainsi, pour étre répliqués ils doivent faire partic d’un autre

réplicon (Woese et al., 2000).

v Transposition médiée par la recombinaison spécifique au site

La transposition nécessite peu ou pas d’homologie entre sa position de départ et le
nouveau site. L’évenement de transposition est médié€ par une transposase codée par I’élément
génétique transposable. La recombinaison qui ne nécessite pas d’homologie entre les

molécules se recombinant est appelée spécifique au site ou homologue (Woese et al., 2000).

v' Possibilité d’étre accompagnés d’une duplication

Dans de nombreux cas, la transposition d’un élément génétique transposable résulte en le
retrait de 1’élément de son site d’origine et en I’insertion dans un nouveau site. Cependant,
dans certains cas, 1’événement de transposition est accompagné d’une duplication de
I’élément génétique transposable. Une copie reste au site d’origine et ’autre est transposée au

nouveau site (Lizeaux et al., 2012).

b) Types d’éléments génétiques transposables
- Les séquences d’insertion (IS)

Les séquences d’insertion (IS) sont des éléments génétiques transposables qui ne portent
pas de géne connu sauf ceux nécessaires a la transposition (Lizeaux et al., 2012). Les IS sont
de courts brins d’ADN qui possédent a leurs extrémités des séquences répétées et qui sont
impliquées dans la transposition. Entre les séquences répétées terminales, se trouvent des

genes impliqués dans la transposition et des séquences qui contrélent I’expression de ces
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geénes mais aucun autre géne non essentiel n’est présent. La présence des IS dans les génomes
des bactéries est a 1’origine de plusieurs variations génétique, a savoir (Woese et al., 1990 ;

Lizeaux et al., 2012) :

v Les mutations : I’introduction d’une séquence d’insertion dans un géne bactérien résulte
en I’inactivation de ce géne.

v Insertion de plasmide dans les chromosomes : les sites auxquels s’insérent les
plasmides dans le chromosome bactérien sont au niveau ou prés d’une séquence
d’insertion dans le chromosome, ils peuvent jouer un rdéle dans I'expression de
I'information d'un gene adjacent (certains IS portent un site promoteur).

Ils semblent jouer un réle dans I'organisation et I'arrangement de certains genes.

- Les transposons (Tn)
Les transposons (Tn) sont des éléments génétiques transposables qui portent un ou
plusieurs genes en plus de ceux qui sont essentiels a la transposition. Les transposons sont

désignés par Tn suivit d’un numéro (Woese et al., 2000).

La structure d’un Tn est similaire & une séquence d’insertion. Les génes supplémentaires
sont situés entre les séquences terminales répétées. Dans certains cas, les séquences
terminales répétées sont en fait des séquences d’insertion. De nombreux geénes de résistance
aux antibiotiques sont situés sur des Tn. lls peuvent sauter d’une molécule d’ADN a une
autre, ces transposons portant des résistances aux antibiotiques et sont un facteur majeur du
développement de plasmides qui peuvent conférer une résistance multiple a la bactérie qui
porte un tel plasmide. Ces plasmides de résistance multiple sont devenus un probléme médical
majeur a cause de I’utilisation a tort et a travers des antibiotiques et ont conféré un avantage

sélectif pour les bactéries portant ces plasmides (Tortora et al., 2003 ; Woese et al., 2000).

3.2.3.2. Les intégrons et les cassettes
a. Lesintégrons

Les intégrons constituent un systéme de capture et d'expression de génes sous forme de
cassettes. Les cassettes sont des éléments mobiles capables d'étre intégrés ou excisés par un
mécanisme de recombinaison spécifique de site médié par une intégrase. Ces cassettes
peuvent étre présentes dans la cellule soit sous forme d’ADN circulaire, soit intégrées dans un
réplicon (plasmide ou chromosome). Ils peuvent aussi étre mobilisés par un élément
transposable (Fertoul, 2021).

29

—
| —



Synthése Bibliographique Chapitre 11

v" Types d’intégrons
On distingue deux grands types d’intégrons (Mazel et al., 1998) :

- Les intégrons de multirésistance (IM) : sont portés par des plasmides et/ou des
transposons, ils sont connus pour leur réle majeur dans la dissémination des génes de
résistances aux antibiotiques.

- Les super-intégrons (SI) : sont strictement chromosomiques et jouent un réle plus large

en tant que réservoir de genes a haute valeur adaptative.

b. Les cassettes de génes
Une cassette de géne est un élément mobile non autonome et non réplicatif qui associe
généralement un seul cadre ouvert de lecture a un site de recombinaison attC. Les cassettes
peuvent exister sous forme linéaire, insérée au sein d’un intégrons ou transitoirement a 1’état

libre sous forme circulaire (Collis et al., 1992).

Chaque cassette posséde un site de recombinaison attC reconnu par les intégrases. Un site
attC est composé de deux sites « core » L et R espacés par une région centrale de taille et de

séquence tres variable (Figure 10) (Bouvier et al., 2009) :

cassette
G| TTRRRY gene iiRY YYAAQD e GITTRRRY

| "core inverse"
|

L n

core

site antC

Figure 10. Structure d’une cassette de genes (Bouvier et al., 2009)

3.3. La plasticité génétique des bactéries dans la biodégradation des xénobiotiques

Le phénomene d’adaptation bactérienne aux modifications environnementales est la
matérialisation de I’immense plasticité génétique dont elles disposent. C’est d’ailleurs
précisément ce paramétre qui a autorisé leur omniprésence d’un point de vue géographique
(puisque capables de coloniser les milieux extrémes) et biogéochimique (car indispensables a
la réalisation des cycles naturels). Leur adaptation a la biodégradation des molécules d’origine
anthropique constitue une autre prouesse ¢évolutive a 1’échelle temporelle, étant donné la

fréquence a laquelle les activités humaines ont genéré de nouveaux intrants (Changey, 2011).
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Ainsi, la présence des composés xénobiotiques dans un milieu donné, va modifier la
structuration populationnelle des microorganismes, bactéries et champignons. Néanmoins, en
corrélation avec leur stratégie nutritionnelle ou énergétique, ils pourront en retour influer sur
la concentration, le transfert et la transformation des molécules chimiques du sol (Changey,
2011).

Les bactéries, en raison d’une capacit¢ de multiplication élevée et d’une forte plasticité
génétique, ont pu développer des résistances ou des stratégies nutritionnelles leur permettant
de pallier ou d’utiliser la présence d’herbicides dans le sol. L’utilisation massive des
herbicides est actuellement controversée en raison d’effets avérés ou présumés sur

I’environnement et sur la santé publique (Changey, 2011).

Parmi les pesticides connues, l'atrazine (2-chloro-4-éthylamino-6-isopropylamino-1,3,5-
triazine), un herbicide populaire, est utilisé dans le monde entier pour inhiber la croissance
des plantes a feuilles larges indésirables dans I'agriculture (Siripattanakul et al., 2009). Parce
qu'il est modérément persistant dans des conditions de sol normales et a une solubilité dans
I'eau faible @ modérée, I'atrazine et ses dérivés ont méme été détectés dans les sols, les eaux de
surface et souterraines (Wang et xie, 2012). De plus, l'atrazine a été proposé comme
cancérigene possible, perturbateur endocrinien et tératogene, affectant les écosystémes et la
santé humaine (Shenoy, 2012). Une préoccupation croissante concernant la large
contamination et les propriétés toxicologiques de I'atrazine a incité les chercheurs a rechercher

des options de bioremédiation pour I'élimination de I'atrazine (Viegas et al., 2012).

Les bactéries dégradant I'atrazine produisent un groupe d’enzymes pour décomposer cette
molécule complexe et améliorent leurs mécanismes métaboliques. Parmi les bactéries les plus
isolées entre 2014 et 2021, seules Arthrobacter sp. FM326, Pseudomonas sp. AACB et
Bacillus subtilis HB-6 sont capables de degrader complétement l'atrazine en dioxyde de
carbone et en ammoniac. Cependant, la voie catabolique de l'atrazine la mieux décrite est
chez Pseudomonas sp. ADP qui code pour des genes dégradant I'atrazine situés sur un seul
plasmide conjugatif pADP-1 (Abd Rani et al., 2021).

3.4. Pseudomonas sp. ADP
3.4.1. Historique du genre Pseudomonas
En 1894, le genre Pseudomonas a été décrit par Migula et inclut de nombreux bacilles a
Gram négatif non fermentant, aérobie strict a flagellation polaire. Ensuit en 1895, Migula y

inclut Pseudomonas pyocyanea, espéce type du genre. Cette espece est maintenant appelée
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Pseudomonas aeruginosa et connue pour son pouvoir pathogéne opportuniste, impliquée
notamment dans des pneumopathies acquises sous ventilation ou surinfections de plaies
(Anzai et al., 2000).

En 1984, Palleroni a subdivisé le genre Pseudomonas en 5 groupes (I & V) sur la base de
I’hybridation ADN-ARN. Puis, entre 1984 et 2000, les espéces des groupes Il & V sont
transférées dans d’autres genres. Le genre Pseudomonas est alors restreint aux especes du

groupe ARN de type I (Tableau 5) (Tournus, 2016).

Tableau 5. Classification des Pseudomonaceae selon Palleroni et Doudoroff
(Tournus, 2016).

Groupe d’ARN Genres
Groupe | FPseudomonas stricto sensu
Groupe 11 Burkholderia, Pandoraea, Ralstonisa
Groupe 111 Arvidovorax, Comanionas, Delftia
Groupe IV Brevundimonas
Groupe V Stenotrophomonas

Le Bergey's Manual retenait 29 espéces de Pseudomonas dont 13 sont d'intérét médical
dans I’édition 1974, puis 30 espéces principales dans 1’édition de 1984. En 1998, 118 especes
sont déecrites dans le genre Pseudomonas, alors qu'en 2016, 231 especes sont intégrées dans le

genre. C’est donc un genre en constante evolution (Tournus, 2016).

Des espéces sont retirées du genre Pseudomonas pour étre affiliées a un autre et de
nouvelles espéces sont décrites grace a 1’avancée des méthodes d’identification. L’arbre
phylogénétique construit a partir des séquences partielles de I’ADNr 16S regroupe les
principales especes du genre Pseudomonas et illustre la notion de groupes distincts ou
clusters : putida, fluorescens, aeruginosa, syringae, chlororaphis, stutzeri et pertucinogena
(Figure 11) (Brenner et al., 2005).
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Figure 11. Arbre phylogénétique obtenu a partir des séquences du géne de

I’ADNTr 16S (Brenner et al., 2005).
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3.4.2. Taxonomie

Pseudomonas est un genre bactérien diversifié et complexe qui occupe de nombreuses
niches et habitats environnementaux. C'est un organisme modele, dans lequel des outils
taxonomiques ont été développés et testés avec succes (Brenner et al. 2005), la classification

taxonomique de ce genre est representée dans le Tableau 6.

Tableau 6. Taxonomie de Pseudomonas sp. ADP (Brenner et al., 2005)

Régne Bacteria

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Souche Pseudomonas sp. ADP

3.4.3. Principales caractéristiques bactériologiques et écologiques

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, d’un diamétre varie
entre 0,5 a 1,3 um, mobiles par une ciliature polaire (un ou plusieurs flagelles), non sporulant,
aérobies stricts et non exigeants (Tournus, 2016). Certaines especes peuvent produire des
pigments fluorescents ou non fluorescents (Tableau 7). D’autres produisent un pigment
fluorescent appelé pyoverdine (jaune vert) jouant le r6le de sidérophore. Ces espéces sont
classées dans le groupe des Pseudomonas fluorescents : aeruginosa, chlororaphis subsp.
chlororaphis, fluorescens, monteilli, putida, plecoglossidica, simiae et syringae. Ces pigments
jouent un réle dans la virulence de la bactérie. Les Pseudomonas du groupe non fluorescent
sont notamment les espéces alcaligenes, fragi, mendocina, stutzeri et pseudoalcaligenes
(Tournus, 2016).
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Tableau 7. Especes de Pseudomonas sp. appartenant aux groupes fluorescent et
non fluorescent (Tournus, 2016).

Groupe fluorescent Groupe non fluorescent
P.aeruginosa P.alcaligenes
P.chlororaphis P.fragi
P.fluorescens P.fulva
P.monteilii P.mendocing
P.mosselii P.pseudoalcaligenes
P.putida P.stutzeri
P.simiae
P. syringae
P.towainensis

La tempeérature optimale de croissance est de 30°C, bien que certaines espéces survivent a
des températures extrémes : 4°C pour les espéces putida et fluorescens et 41°C pour les
especes aeruginosa, alcaligenes, pseudoalcaligenes, stutzeri et mendocina (Freney et al.,
2007).

Les bactéries du genre Pseudomonas ont des exigences nutritives tres modestes. Elles
survivent et se multiplient dans des environnements humides. Ce sont des bactéries
ubiquitaires présentes dans 1’eau, le sol, les végétaux et les tissus biologiques. Elles ont une

capacité a s’installer dans différentes niches (Fernandez et al., 2015).

3.5. Plasmide pADP-1 de Pseudomenas sp. ADP
En 2001, Martinez et al. ont réalisé un séquencage complet du plasmide catabolique
d’atrazine pADP-1 de Pseudomonas sp.ADP, et établi une carte physique circulaire de pADP-

1 pour la premiere fois (Figure 12).

Le pADP-1 est de 108 845 pb de taille, avec une teneur globale en G+C de 62,6 %. Cette
valeur se situe dans la fourchette de celles trouvées dans plusieurs genres de bactéries du sol a
Gram négatif, y compris les souches Pseudomonas et Alcaligenes. Des analyses informatiques
ont indiqué qu’il code pour 104 cadres de lecture ouverts putatifs (ORF), qui devraient
fonctionner dans le catabolisme, la transposition et la maintenance, le transfert et la
réplication des plasmides (Martinez et al., 2001). Le pADP-1 contient un squelette IncPp
classique constitué de deux régions impliquées dans la conjugaison du plasmide (les
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opérons tra et trb), une origine de réplication (oriV), et une région impliquée dans le controle

plasmidique, I'nérédité stable et la partition (Martinez et al., 2001).

La principale région catabolique de pADP-1 se situe en dehors des opérons trb et tra.
Cette région contient les trois premiers génes nécessaires a la dégradation de
I'atrazine, atzA, atzB et atzC. De plus, la région contient un opéron de résistance au mercure et
plusieurs éléments de séquence d'insertion. L'analyse des enzymes de restriction de pADP-1 a
montré que la région catabolique de ce plasmide contient de nombreux sites de restriction,
alors que seules quelques enzymes coupent le squelette (Martinez et al., 2001). Les trois
derniers genes de dégradation de ’atrazine, atzD, atzE et atzF sont organisés sous forme d’un
pseudo-opéron soumis a la régulation transcriptionnelle d’un régulons, placé sous la
régulation du gene atzR codant pour un facteur de transcription de type lysR (Garcia-Gonzalez
et al., 2005).

tra operon

99% identity
to pR751

trb operon

99% identity
to pR751

pADP-1
108,845 bps

IS1071 "\,
tnpA R

Xbal
atzC

pA

O Pvull

Figure 12. Carte physique circulaire du plasmide catabolique pADP-1
de Pseudomonas sp. ADP (Martinez et al., 2001).

3.6. Voies cataboliques de ’atrazine
Un ensemble de six enzymes est impliqué dans la voie de dégradation compléte de

I’atrazine, divisé principalement en deux voies (Figure 13).

- Lavoie haute (upper pathway)
Elle est caractérisée par trois étapes de dégradation de I’atrazine, consistent en trois
hydrolyses catalysées successivement par 1’atrazine chlorohydrolase codé par le géne atzA,

I’hydroxyatrazine éthylaminohydrolase codé par le gene atzB et la N-isopropyle-ammelide
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Nisopropylaminohydrolase codé par le gene atzC. Ces trois enzymes appartiennent a la super-
famille des amido-hydrolases métallo-dépendantes, transforme 1’atrazine en acide cyanurique
(Esquirol et al., 2018).

La voie basse (lower pathway)

Elle est aussi caractérisée par trois étapes, impliquant les génes atzD qui code pour
I’amidohydrolase, atzE qui code pour le biuret hydrolase et atzF qui code pour 1’allophanate
hydrolase, organisés sous forme d’un pseudo-opéron placé sous la régulation
transcriptionnelle d’un facteur de transcription de type lysR codé par le géne atzR qui agit
positivement en présence d’acide cyanurique et 1’utilisé comme source d’azote (Figure 14).
Ces trois enzymes transforment 1’acide cyanurique en dioxyde de carbone et en ammonium

(Esquirol et al., 2018).

),\‘ ORF 37 = ORF 44 .
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Atrazine Hydroxyatrazine N-Isopropylammelide
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Figure 13. Voies de catabolisme de I’atrazine (Changey, 2011).
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Figure 14. Régulation de la voie basse (atzDEF) par atzR (Changey, 2011)
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Partie Expérimentale Chapitre I

1. Matériels et Méthodes
Notre travail consiste a réalisé une recherche in silico des génes de biodégradation de
I’atrazine atzA, atzB, atzC, atzD, atzE et atzF chez Pseudomonas sp. ADP. Cette recherche est

réalisée en ligne sur les différentes bases et banques de données :

- NCBI (National Center for Biotechnological Information)
- PDP (Protein Data Bank)

- UniProt (Universal Protein Resource)

1.1. Centre National de I’information Biotechnologique (NCBI)

Le Centre National de I’information Biotechnologique (NCBI) a ¢été¢ fondé en 1988 en tant
qu'institut central pour le traitement et le stockage des données de biologie moléculaire, il fait
partie de la US Bibliotheque National de la Médecine (NLM). NCBI donne acces a différentes
bases de données de séquences d’acide nucléique (ARN, ADN) et des protéines ainsi qu'a des
bases de données bibliographiques (PubMed), des bases de données génétiques médicales
(OMIM) et des outils bio-informatiques (Blast, etc.) (Arnemann, 2019). Toutes ces données et

informations sont disponibles via le site Web de NCBI : https://www.ncbi.nlm.nih.gov

1.2. Banque des données protéiques (PDB)

Fondé en 1971, labanque des données protéique ou Protein data bank (PDB), est une
collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle des protéines (structure 3D).
Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou par
spectroscopie RMN. Ces données expérimentales sont déposées dans la PDB par les
scientifiques et les chercheurs du monde entier (Bernstein et al., 1977). Leur consultation est

gratuite et peut se faire directement via le site Web de la banque : https://www.rcsb.org

1.3. Universal Protein Resource (UniProt)

Universal Protein Resource (UniProt) est une ressource compléte pour les seéquences de
protéines et les données d'annotation. UniProt est une collaboration entre I' Institut Européen
de Bio-informatique (EMBL-EBI), I’Institut Suisse de Bio-informatique (SIB) et le Protein
Information Resource (PIR) (UniProt, 2021). Toutes les données UniProt sont disponibles

gratuitement sur le Web via le site : https://www.uniprot.org
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1.4. Séquences protéiques
- Les genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE et atzF de la Biodégradation de 1’Atrazine chez

Pseudomonas sp. ADP.

D’abord pour commencer notre étude, nous avons consulté la plateforme NCBI le 8 juin
2022 pour télécharger les séquences proteiques des genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE et atzF,

avec leurs numéros d'accession (Figure 15). Ainsi que le forma FASTA de chaque séquence.

v atzA (AAK50270.1)
v atzB (AAC45138.1)
v atzC (AAB96621.1)
v atzD (AAK50331.1)
v atzE (AAK50332.1)
v atzF (AAK50333.1)

- FASTA ou (format Pearson): est unformat de fichier texte utilisé pour stocker
des séquences biologiques de nature nucléique ou protéique. Ces séquences sont
représentées par une suite de lettres codant des acides nucléiques ou des acides
aminés selon la nomenclature IUPAC. Chaque séquence peut étre précédée par un nom et
des commentaires. Ce format est originellement issu de lasuite de programmes
FASTA mais, de par son utilisation trés répandue, est devenu un standard de en bio-
informatique (Cock et al., 2010).
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Figure 15. Recherche de la séquence protéique du gene atzA.

1.5.Prédiction des structures 3D des protéines

L’étape suivante dans notre étude consiste a la prédiction des structures 3D des protéines

codées par les génes atzZABCDEF, afin de déterminer et comprendre leurs fonctions.

Dans notre travail, nous avons utilisé la banque des protéines PDB pour avoir les structures
3D des genes atzA, atzC, atzD, atzE, atzF, et la banque protéique UniProt pour avoir la
structure du gene atzB.

Pour réaliser cette recherche, il suffit d’entrer le nom de la protéine avec le nom de son
organisme producteur dans la case de recherche sur PDB (Figure 16) et UniProt (Figure 17).
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Figure 17. Recherche de la structure de la protéine atzB sur UniProt

1.6.Recherche de similarité

Afin d’obtenir le degré de parenté et le taux de similarité entre nos séquences et celles

trouver sur NCBI, nous avons utilité le logiciel BLAST pour effectuer cette étude.
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- BLAST (Basic Local Alignment Search Tools)

BLAST est un outil accessible en ligne, utilisé en bio-informatique pour rechercher des
régions de similarités locales entre des séquences. Le programme compare des séquences
nucléotidiques ou protéiques a des bases de données de séquences (NCBI) et calcule la
significativité statistique des alignements, il est aussi utilisé pour inférer des relations
fonctionnelles et évolutives entre les séquences et peut aider a identifier des membres d’une

famille de génes (Legrand, 2016).

Dans notre étude nous avons utilisé BLASTp I’'un des types de BLAST (Figure 18), pour
effectuer des comparaisons entre nos séquences protéique. Pour réaliser cette étape, il suffit

d’entrer le format FASTA de chaque séquence dans la case de recherche (Figure 19).

m National Library of Medicine Connexion

National Center for Biotechnology Information

BLAST® - Maison Résultats récents  Stratégies enregistrées  Aider

Outil de recherche d'alignement local de
base

BLAST+ 2.13.0 est arrivé !

A partir de cette version, nous incluons les exécutables
blastn_vdb et tblastn_vdb dans la distribution BLAST+.

BLAST trouve des régions de similarité entre des séquences
biologiques. Le programme compare les séquences de nucléotides ou de
protéines aux bases de données de séquences et calcule la signification

statistique. Apprendre encore plus jeu. 17 mars 2022 12:00:00 HNE B Plus d'actualités BLAST...

Explosion Web

Figure 18. Types de BLAST
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N[[®)) National Library of Medicine Connexion
National Center for Biotechnology Information S|
BLAST® - »suite blastp Maison Résultats récents Stratégies enregistrées  Aider
BLAST pretéique standard
blastn blastx tblastn thlastx
Les programmes BLASTP recherchent des bases de données de protéines & aide d'une requéte de protéines. Suite...

Entrer la se’suence de resuéte
Entrez le(s) numéro(s) d"accés, gi(s) ou séquence(s) FASTA @ pigag Sous-plage de requéte®

A ]

Qu téléchargezle [ Chaisir un fichier | Aucun fichier choisi @

fichier
Titre d'emploi [ |

Entrez un fitre descriptif pour votre recherche BLAST @

[ Aligner deux séquences ou plus @

Figure 19. Recherche de la similarité des séquences protéiques sur BLASTp

1.7.Etude phylogénétique
La réalisation d’une étude phylogénétique a comme but de comprendre les relations de
parenté, de retracer I’historique évolutif d’un géne, d’une famille de génes ou d’une espéce.
Les arbres phylogénétiques sont une tres bonne maniére de schématiser et d'appréhender ces
relations rapidement (Yoann, 2012). Dans notre étude, les arbres phylogénétiques de nos
protéines ont été obtenus par le logiciel BLAST.

- L’arbre phylogénétique : C’est une forme de classification des espéces traduisant les
relations de descendance des espéces avec modification de leurs caractéres qui sont
transmis d’une génération a l’autre a travers les mécanismes d’hérédité. Un arbre est
composé de quatre éléments principaux (Durbin et al., 1998) :
= Laracine, désignant I’ancétre commun des espéces représentées dans 1’arbre.

» Les nceuds externes ou feuilles qui représentent les unités taxonomiques (les espéces)
dont les informations ont été utilisées lors de la construction de 1’arbre.
» Les nceuds internes, représentant des ancétres hypothétiques.

= Les branches qui montrent les relations de descendances entre les nceuds de ’arbre
Il existe plusieurs méthodes pour construire un arbre phylogénétique, les plus connue sont :
a) UPGMA

Signifie méthode de groupe de paires non pondérées et moyenne arithmétique. C'est une
méthode de regroupement hiérarchique. Elle a été introduite par Sokal et Michener en
1973. C'est la technique la plus rapide qui développe un arbre phylogénétique. Le résultat

final est un arbre phylogénétique enraciné avec un ancétre commun.
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Lors du dessin d'un arbre phylogénétique a I'aide de la méthode UPGMA, il considere que
les taux d'évolution sont les mémes pour toutes les lignées. Il s'agit donc d'une hypothese
importante faite dans la technique UPGMA. Cependant, c'est aussi le principal inconvénient
de la technique car le taux de mutation n'est pas pris en compte lors de la construction de
I'arbre. Au lieu de cela, il suppose que le taux de mutation est une constante. De plus, cette
hypothese est appelée "I'hypothése de I'horloge moléculaire™. Par conséquent, dans le contexte
réel, I'arbre phylogénétique construit a partir d'une méthode UPGMA peut ne pas étre préecis
et fiable (Samanthi, 2019).

b) Neighbor Joining (NJ)

C’est une autre technique de regroupement utilisée pour produire un arbre
phylogénétique. Naruya Saitou et Nei ont été les premiers dans lintroduction de la
méthode. La technique produit un arbre sans racine, contrairement 8 UPGMA. De plus, le
regroupement dans cette méthode ne repose pas sur des distances ultra-métriques. Cependant,
il considére la variation des taux d'évolution lors de la construction de [larbre
phylogénétique. Ainsi, il existe des variations dans les arbres dessinés a l'aide de cette
technique. Par conséquent, cette méthode utilise des algorithmes mathématiques spéciaux

pour évaluer ces variations (Samanthi, 2019).
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2. Résultats et Discussion

2.1. Format FASTA et Représentation Graphique

L’étude in silico fait sur la plateforme NCBI des six génes de biodégradation de I’atrazine,

a donné les résultats suivants :

- Le format FASTA des genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE, atzF est représenté
respectivement (Figure 20 : A, B, C) (Figure 21 : D, E, F).

- La Représentation Graphique de la partie codante de chaque géne est représentée dans
(Figure 22 : A,B,C,D, E, F).

»AAKER278.1 atrazine chlorohydrolase (plasmide) [Pseudomonas sp. ADP]
MOTLSIQHGT LVTMDQYRRVLGDSWVHVODGRIVALGVHAESYPPPADRVIDARGKWVYLPGFINAHTHVN
QILLRGGPSHROFYDWLFHVVYPGOKAMRPEDVAVAVRLYCAEAVRSGITTINNADSATYPGHN TEAAM
AVYGEVEVRVVY ARMFFDRMDGRIQGYVDALKARSOVELCSIMEETAVAKDRITALSDO)YHGTAGGRIS
VWPAPATTTAVTVEGMRWAQAFARDRAVMWT LHMAESDHDERIHGMSPAEYMECYGLLDERLQVAHCVYF
DRKDVRL LHRHNVKVASQVYSHAY LGSGVAPYVPEMVERGMAYVGIGTDNGNSNDSVNMIGDMKFMAHIHRA
VHRDADY LTPEKILEMATIDGARSLGMOHEIGSIETGKRADLILLDLRHPQTTPHHHLAAT IVFQAYGNE
VDOTVLIDGNVVMENRRLSFLPPERELAFLEEAQSRATATILQRANMVANPAWRSL

*BACAS138.1 hydroxyatrazine hydrolase (plasmide) [Pseudomonas sp. ADP]
MTTTLYTGFHOLVTGDVAGTYLNGVDILVRDGEITIGLGPDLPRTLAPIGVGEOEQGVEVVNCRGLTAYPGL
INTHHHFFQAFVRNLAPLDWTQLDVLAWLEKIYPVFALVDEDCIYHS TVVSMAE LTKHGCT TAFDHQY MY
SRRGGPFLVDROFDAANLLGLRFHAGRGCITLPMAEGSTIPDAMRESTDTFLADCERLVSRFHDPRPFAM
QRVVWVAPSSPVIAYPETFVESARLARHLGYSLHTHLGEGETPAMVARFGERSLDWCENRGFVGPDVHLAH
GUEFTAADIARLAATGTGVAHCPAPVELVGAEVTDIPAMAAAGVRVGFGVDGHASNDSSNLAECTIRLAYL
LOCLKASERQHPVPAPYDF LRMATQGGADC LNRPDLGALAVGRAADFFAVDLNRIEYIGANHDPRSLPAK
VGEFSGPVDMTVINGKVVHWRNGEFPGLDEME LARAADGYFRREVIYGDPLVAALRRGTGVYTPC B

»AAB96621.1 N-isopropylammelide isopropylamino hydrolase (plasmide) [Pseudomonas sp. ADP]
MSKDFDLIIRNAYLSEKDSVYDIGIVGDRIIKIEAKIEGTVKDEIDAKGNLYSPGFVDARTMDESFTST
GERLPKFWSRPYTRDAATEDGLKYYKNATHEE TKRHVIEHAHMQVLHATLYTRTHVDVDSVAKTKAVEAY
LEAKEELKDLIDIQUVAFAQSGFFVDLESESLIRKSLDMGCDLVGGYDPATRENNVEGSLDLCFKLAKEY
DVDIDYHIHDIGTVAVYSINRLAQKTIENGYKGRVTTSHAWCFADAPSEWLDEATIPLYKDSGMKFVTCES
STPPTMVIKLLEAGINLGCASDNIRDFWVPFGNGDMVQGALIETQRLELKTHRDLGLIWKMITSEGARY
LGIEKNYGIEVGKKADLVWLNSLSPQWATIDQAKRLCVIKNGRIIVKDEVIVA

Figure 20. Format FASTA des genes atz de la voie haute chez Pseudomonas sp. ADP

(A) atzA, (B) atzB, (C) atzC .
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»AAKSB331.1 amidohydrolase d'acide cyanurique (plasmide) [Pseudomonas sp. ADP]
MYHIDVFRIPCHSPGDTSGLEDLIETGRVAPADIVAVMGKTEGNGCVHDYTREYATAMLAACLGRHLQLP
PHEVEKRVAFVMSGGTEGYLSPHHTVFARRPAIDAHRPAGKRLTLGIAFTRDFLPEEIGRHAQITETAGA
VERAMRDAGIASIDDLHFVOQVKCPLLTRPAKIASARSRGCAPYTTDTYESMGY SRGASALGIALATEEVPS
SMLVDESVLNDWSLSS5LASASAGIELEHNVVIATGMSEQATSELVIAHGVMSDDAIDAASYRRTIESLGT
RSDDEMDRIVNVFAKAEASPDGVVRGMRHTMLSDSDINSTRHARAVTGAATASVVGHGMVYVSGGAEH]QG
PAGGGPFAVIARA D

»AAKE@332.1 biuret hydrolase (plasmide) [Pseudomonas sp. ADP]
MKTVEITEGIASGRTSARDVCEEALATIGATDGLINAFTCRTVERARAEADAIDVRRARGEVLPPLAGLP
YAVENLFDIEGYTTLAGSKINRT LPPARADAVLVORLEAAGAVLLGGLNMDEFAYGFTTENTHYGPTRNP
HDTGRIAGGSSGGSGAATAAGOVPLSLGSDTNGS IRVPASLCGVHGLEPTFGRLSRRGTYPFVHSIDHLG
PLADSVEGLALAYDAMOQGPDPLDPGCSASRIQPSVPYVLSQGIAGLRIGYLGGWFRDHNAGPAARAANVDVAL
LTLGASEVVMWPDAEIGRAAAFVITASEGGCLHLDDLRIRPODFEPLSVDRFISGYLOQPVAWY LRAQRFR
RVYRDKVHALFRDWDILIAPATPISAPATGTEWIEVHNGTRHPCRPAMGLLTOQPVSFAGCPVVAAPTIHPGE
NDGMPIGVOLIAAPWNESLCLRAGKVLQDTGIARLKC E

> AAKS@333.1 allophanate hydrolase (plasmide) [Pseudomonas sp. ADP]
MNDRAPHPERSGRVTPDHLTDLASYQAAYAAGTDAADVISDLYARIKEDGENPIWISLLPLESALAMLAD
AQQRKDKGEALPLFGIPFGVEDNIDVAGLPTTAGCTGFARTPROHAFVVORLVDAGATIPIGKTHLDQFAT
GLMGTRTPFGIPRCVFMENYVSGGSSSGSAVAVANGTVPFSLGTDTAGSGRIPAAFHNNLVGLEPTKGLFS
GSGLVPAARSLDCISVLAHTWVDDALAVARVAAGYDADDAFSRKAGAAALTEKSWPRRFNFGVPALEHRQF
FGDAEAEALFNEAVRKLEEMGGTCISFDYTPFROAAELLYAGPWVAERLAATESLADEHPEVLHPVYVWRDI
ILSAKRMSAVDTFNGIYRLADLVRAAESTHWEKIDVMLLPTAPTIVTVEDMLADPVRLNSNLGFYTHFWNL
MDLSATAVPAGFRTNGLPFGVTFIGRAFEDGAIASLGKAFVEHDLAKGNAAT AAPPKDTVAIAVYGAHLS
DOQPLNHQLTESGGKLRATTRTAPGYALYALRDATPAKPGMLRDOQNAVGSIEVEIWDLPVAGFGAFVSEIP
APLGIGTITLEDGSHVKGFLCEPHAIETALDITHYQGWRAY LAAQ F

Figure 21. Format FASTA des génes atz de la voie basse chez Pseudomonas sp. ADP

(D) atzD, (E) atzE, (F) atzF.

—
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v Représentation graphique de la partie codante pour la protéine atrazine chlorohydrolase

localisée entre 6 et 437aa.

atrazine chlorohydrolase (plasmide)
Pseudomonas sp. ADP

474 aa protéine

AAKS0270.1
oo 48 |0 [e8 [1e@ 126 146|168 [169 |20 |22e |24p |260 |e@e  |300  [32@ |40 [36e  [3s@  [40@ [42@ 448 474
Protein Features o om LOx
regicn Featurez - CDD o o L0 x
3ite Features - CDD [NEN T LOx
octive [f } { 1
|29 |4B |BB |SB |1ea |129 |140 |1BB |199 |289 |223 |248 |2EB |299 |SBB |32B |34B ‘389 | 228 |4QB |429 |448 474

Figure 22.A. Partie codante pour la protéine atrazine chlorohydrolase du géne
atzA.

v Représentation graphique de la partie codante pour la protéine hydroxyatrazine hydrolase

localisée entre 4 et 444aa.

hydroxyatrazine hydrolase (plasmide)
Pseudomanas sp. ADP

481 aa protéine

AAC45138.1

I je 4o |s8 [s0 |8 [120  [190 [160 |10 200 (220 [z40 |26 [z80 [300 (320|340 [s6@ (380 |908 [420  [49p | a8l
[

Protein Features oo oo L0 %

hudroxyatrozine hudrolose:
region Features - CDD oo oo L0 x
3ite Faaturez - COD o 0 L0 %
active | } } i

}1 |2@ |4B |BB 8@ |IBG |123 l14@ |ISG |1SB |2@6 |22B |24@ |2e@ |2SB |3BB |2z |340 |3BB =t |480 |423 |44 | 481

Figure 22.B. Partie codante pour la protéine hydroxyatrazine hydrolase du géene
atzB.

v Représentation graphique de la partie codante pour la protéine N-isopropyle-ammelide
isopropylamino hydrolase localisée entre 8 et 395aa.

N-isopropylammelide isopropylamino hydrolase (plasmide)
Pseudomonas sp. ADP

protéine 403 aa
AABG621.1

50

—
| —




Partie Expérimentale Chapitre I

L |z 48 |se [@@ e 128 146 f16b [16a 200 |eee (248|266 |e8@ |38 326 348|366 [380 <63

Protein Features o L0 %

region Features - CDD o oo L0 %

site Features - CDD [RL 8] L0 x

joctive | ! " 1

L 2o Mo |ep  |ee e |26 |10 [0 |0 [200  |pee |46 260 |28e  [3ep |30 |30 |60 |30 463

Figure 22.C. Partie codante pour la protéine N-isopropyle-ammelide isopropylamino
hydrolase du gene atzC.

v Représentation graphique de la partie codante pour la protéine amidohydrolase d’acide
cyanurique localisée entre 4 et 363aa.

amidohydrolase d'acide cyanurique (plasmide)
Pseudomonas sp. ADP

363 aa protéine
AAK50331.1

| @a |40 g0 [s  we |0 |40 |60 186 |2p  [220 |24 260 |2e0 300 320 (340 363

Protein Features

I o LOx

cyanuric-gcid-amidohudrolose
region Features - COD I o LOx
anidoAtzD TrzD
zite Featursz - COD L0 %
Warning: No frack data found in this range -
| 28 |48 |t |SB |1aa |123 |14B |16 e |268 |22a |24B |289 |2BB [208 328 [348 369

Figure 22.D. Partie codante pour la protéine amidohydrolase d’acide cyanurique du géne
atzD.

v Représentation graphique de la partie codante pour la protéine biuret hydrolase localisée
entre 2 et 455aa.

biuret hydrolase (plasmide)
Pseudomeonas sp. ADP

457 aa protéine

AAK50332.1
I |20 |40 (60 [0 (@0 [120 |40 |50 180 [208 [220 |24 |260 [28@  |s0e  [320 (34 (360|386 |40@ 420 | 457
Protein Features o oo 10 =
regicn Features - CDD o oD L0 x
ite Features - CDD L0
E‘u‘%m?ngfﬁg Irgch%:ta found in this range i
L 2o e |sa |e |18 |izo |4 |66 |10 [200 [220 |40 |260 [0 [300 220 |40 [360 |60 |468  [420 | 457

Figure 22.E. Partie codante pour la protéine biuret hydrolase du géne atzE.
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v Représentation graphique de la partie codante pour la protéine allophanate hydrolase
localisée entre 37 et 605aa.

biuret hydrolase (plasmide)
Pseudomonas sp. ADP

457 aa protéine

AAK50332.1
[50 |16 150 200 [250 300 [s50 [400 |d50 [500 5o 805
Protein Features I o L0x
allophanate-hydrolose
region Features - CID W o L0 x
RIEETEIEY — BRK BB |
site Featurss - CID L0
amning: Mo frack data found in this range L
|52 160 50 o [ase . oo |40 I £05

Figure 22.F. Partie codante pour la protéine allophanate hydrolase du gene atzF.

2.2. Prédiction de Structure

Apreés les recherches fait sur les banques de protéines PDB et UniProt, nous avont pu
obtenir les structures 3D de nos protéines ( Figure 23 : A, B, C, D, E, F).
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A B

Figure 23. Structure 3D des protéines codés par les genes atz prise a partir de PDP et
UniProt.

(A) Atrazine chlorohydrolase codée par le gene atzA , (B) hydroxyatrazine hydrolase
codée par le gene atzB ,(C) N-isopropyle-ammelide isopropylamino hydrolase
codée par le gene atzC (D) protéine amidohydrolase d’acide cyanurique codée
par le géne atzD ,(E) biuret hydrolase codée par le géne atzE ,(F) allophanate
hydrolase codée par le géne atzF.
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2.3.Résultats de BLAST :

Apreés nos recherches fait sur BLASTp, nous avons pu obtenir des listes de séquences

protéiques présentent des pourcentages d’identité variables avec nos protéines.
v’ La protéine atrazine Chlorohydrolase du géne atzA

L’ensemble des séquences protéiques obtenues, présentent un pourcentage d’identité varie

entre 97.54% a 99.37% (Annexe 1-A), on cite notamment :

- Les protéines atrazine chlorohydrolase de Artheobacter sp. AD1 et SmzA de
Herbaspirillum sp. B601, présentent un pourcentage d’identit¢ de 99.16% avec notre
protéine.

v La protéine hydroxyatrazine hydrolase du géne atzB
L’ensemble des séquences protéiques obtenues, présentent un pourcentage d’identité varie

entre 55.48% a 100% (Annexe 1-B), parmi lesquelles :

- La protéine hydroxyatrazine hydrolase de Arthrobacter sp. AD26 est identique & 100%
avec notre protéine, et celle de Herbaspirillum sp. B601, représente un pourcentage
d’identité de 99.58%.

v’ La protéine N-isopropyle-ammelide isopropylamino hydrolase du géne atzC

L’ensemble des séquences protéiques obtenues, présentent un pourcentage d’identité varie

entre 56.52% a 99.52% (Annexe 1-C), on cite :

- La séquence protéique AtzC de Shewanella sp. YJY4 présente un taux d’identité de
99.52%, alors que, des différentes souches de Pseudomonas sp. ADP présentent des
pourcentages d’identité entre 99.26% et 99.50% avec notre protéine.

v La protéine amidohydrolase d’acide cyanurique du géne atzD

L’ensemble des séquences protéiques obtenues, présentent un pourcentage d’identité varie

entre 60.46% a 99.73% (Annexe 1-D), on cite :

- La protéine amidohydrolase d’acide cyanurique de Pseudomonas aeruginosa et
d’Arthrobacter sp. AD25, présentent respectivement des pourcentages d’identités de
99.70% et 99.45% avec notre protéine.

v La protéine biuret hydrolase du géne atzE

L’ensemble des séquences protéiques obtenues, présentent un pourcentage d’identité varie

entre 71.03% a 100% (Annexe 1-E), on cite :
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- La protéine Amidohydrolase de la famille atzE d’une Pseudomonas non classee, qui est
identique & 100% avec notre proteine.
v La protéine allophanate hydrolase du gene atzF

L’ensemble des séquences protéiques obtenues, présentent un pourcentage d’identité varie

entre 71.03% a 100% (Annexe 1-F), parmi lesquelles :

- La protéine allophanate hydrolase d’une Pseudomonas non classée, représente un

pourcentage d’identité de 100% avec notre protéine.

2.4. Arbres phylogénétiques :

Gréace a la plateforme NCBI et le logiciel BLASTp, nous avons pu construire les arbres
phylogénétiques des six protéines de notre étude, avec la méthode Neighbor Joining (NJ)
(Figure 24: A, B, C, D, E, F).

A travers ces résultats, on propose des hypotheses qui nous rapproche a la réalité, afin de

comprendre les différents mécanismes évolutifs de nos séquences protéiques.

v Selon Seffernick et al. (2001), L’apparition du géne atzA, peut étre le résultat d’une
évolution par accumulation de mutations dans la séquence du gene triA (codant pour la
mélamine désaminase) ayant abouti a la formation de I’atrazine chlorohydrolase
sélectionnée en réponse a la pression de sélection résultant de 1’utilisation généralisée
d’atrazine. Seuls 9 acides aminés divergent entre ces deux enzymes. De plus, Si les
bactéries a Gram-négatifs synthétisent un atrazine chlorohydrolase codée par le géne atzA,
les bactéries a Gram-positifs seront @ méme capable d’hydrolyser ’atrazine a 1’aide d’une
chlorohydrolase codée par le géne trzN (Shapir et al., 2007). D’aprés les résultats obtenus
il existe au moins 22 organismes partagent les mémes informations génétiques que le géne
atzA de notre étude (Figure 24. A).
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@ Melamine deaminase [Nitrosomonadaceae bacterium]

@amidohydrolase [Paenibacillus sp. PDCREE]

Q
@ > @ amidohydrolase [Cohnella sp. NL03-T35]
«nlll d-proteobacteria and high G+C Gram-positive bacteria | 3 leaves
Q@ wll curyarchacotes | 3 leaves
o
"eur}'archuemes 6 leaves
] } .

‘Mulilple organisms | 8 leaves

e @ TPA: amidohydrolase [Klebsiella pneumoniae)
RecName: Full=Melamine deaminase [Acidovorax citrulli]
#amidohydrolase [Delftia lacustris]
gumiduh}'dmlase [Klebsiella quasipneumoniae)
10.3 l Qb—pmleubacl‘.eria | 2 leaves

I | 9
‘Mulliple organisms | 22 leaves

Figure 24.A. Arbre phylogénétique de la protéine atrazine chlorohydrolase (atzA).

v Contrairement a atzA, atzB est répartie aussi bien chez les bactéries a Gram-positifs que
chez les bactéries a Gram-négatifs (Figure 24.B), des études menées sur 1’évolution des
concentrations des différents métabolites de la minéralisation de I’atrazine ont montré une
accumulation transitoire d’hydroxyatrazine, laissant présager le caracteére limitant de la
transformation de 1’hydroxyatrazine catalysée par atzB (Mandelbaum et al., 1995). Cette
hypothése a aussi été émise par Devers et al. (2008), a I’issue d’une expérience d’écologie
évolutive rapportant le gain de fitness d’une souche nouvellement évoluée en raison de la
duplication du géne atzB levant le caractere limitant de la transformation de

I’hydroxyatrazine.

@ amidohydrolase family protein [Haliea sp. SAOS-164]
@ ‘Multiple organisms | 88 leaves
@ hydroxyatrazine hydrolase [Arthrobacter sp. AD26]
P hydroxyatrazine hydrolase [Pseudomonas sp. AD39]
U high G+C Gram-positive bacteria | 4 leaves

I,ﬁ'l—| &y amidohydrolase [Arthrobacter sp. AK-YNI0]

«l Multiple organisms | 5 leaves

Figure 24.B. Arbre phylogénétique de la protéine hydroxyatrazine hydrolase (atzB).
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v atzC appartient a la méme super-famille qu’atzA et atzB (Figure 24.C.). atzC est situé a
environ 34 et 25 kb de I'atzA et de l'atzB, respectivement. L'analyse de la séquence a
confirmé que la teneur en G+C de atzC (44 %) était inférieure a celle de I'atzA (58 %) et
atzB (61%) et la plupart des autres genes présents dans le pADP-1 séquence. Ce résultat
suggere que le gene atzC a été acquis a partir d'un organisme avec un contenu en G+C trés
différent (Sadowsky et al. 1998).

#amidohydrolase family protem [Salinirubrum litoreum]
:"} amidohydrolase [Natrialba magadn ATCC 43099]
“amidohydrolase family protein [Natrialba magadii]
@ ‘ 3amid0h}fdmlase [Halorubrum sp. 48-1-W]
“amidohydrolase family protein [Halorubrum sp. 48-1-W]
I_J'J hypothetical protein DJ68 14820 [Halorubrum sp. C3]
o Zamidohydrolase family protein [Halorubrum sp. SD690R]
Q J <=8l curyarchaeotes | 2 leaves

@ «#ll curyarchaeotes | 2 leaves

iJ ==l curyarchaeotes and archaea | 2 leaves

‘Mulliple organisms | 51 leaves

|
| | 9

‘Multiple organisms | 37 leaves

Figure 24.C. Arbre phylogénétique de la protéine N-isopropyle-ammelide isopropylamino
hydrolase (atzC).

v' atzD partage la fonctionnalité d’ouverture de I’hétérocycle avec trzD de Pseudomonas sp.
NRRLB-12227 et Klebsiella pneumoniae, un autre enzyme catalysant 1’hydrolyse de
I’acide cyanurique. Bien que ces deux enzymes catalysent la méme réaction, elles ne
partagent que 56% d’identité. Comme évoqué précédemment pour trzN et atzA, pour
lesquels une observation similaire a été réalisée, il est probable que ces deux enzymes
dérivent d’ancétres divergents (Fruchey et al., 2003). D’autre part, atzD appartenant a la
super-famille des amidohydrolases, mais il ne présente qu’une faible identité avec atzA, B
et C laissant présager un temps de coalescence plus ¢€levé depuis 1’ancétre commun

(Wackett, 2004). L’arbre phylogénétiques obtenue dans notre étude, présente un ensemble
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de 93 organismes qui partagent le méme contenue génétique que le géne atzD (Figure

24.D).

9 Crystal structures of cyanuric acid hydrolase from Moorella thermoacetica [Moorella thermoacet..

9 Crystal structures of cyanuric acid hydrolase from Moorella thermoacetica [Moorella thermo.
@ring-opening amidohydrolase [Moorella thermoacetica]
oﬂﬁrmicmes | 3 leaves

3 (Pring-opening amidohydrolase [Moorella mulderi]

| 0.06

Figure 24.D. Arbre phylogénétique de la protéine amidohydrolase d’acide cyanurique
(atzD).

@ring-opening amidohydrolase [Zhaonella formicivorans]

‘Mu]liple organisms | 93 leaves

v Selon I’arbre phylogénétique obtenue, le géne atzE fait partie de la superfamille des
amidohydrolases, et présent des similarités avec le géne atzE de Pseudomonas sp. et
Pseudomonas aerugenosa dont il est supposé qu’ils ont divergé d’un ancétre commun, de

plus environ 50 organismes partagent le méme contenue génétiques de ce géne (Figure

24.E).

g-proteobacteria | 3 leaves
TPA: AtzE family amudohydrolase [Pseudomonas sp. ]
MULTISPECIES: AtzE family amudohydrolase [Pseudo...
AtzE family amidohydrolase [Pseudomonas aeruginosa]

@ biuret hydrolase [Pseudomonas aeruginosa)

‘b—pmleuhacleﬁu and proteobacteria | 44 leaves
1 0.06 | &
|

I
‘Mu]tiple organisms | 50 leaves

Figure 24.E. Arbre phylogénétique de la protéine biuret hydrolase (atzE).

v’ atzF appartient a la super-famille des amidohydrolases et plus particulierement a la
famille des amidases catalysant I’hydrolyse des amides (Patricelli et Cravatt, 2000). Selon

les résultats obtenues, atzF est présent chez 28 organismes partagent des données

similaires (Figure 24.F).
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@ allophanate hydrolase [Methyloligella sp. GL2]
=l 5-proteobacteria and d-proteobacteria | 7 leaves

«sfll b-proteobacteria and g-proteobacteria | 9 leaves
& :
QD «sfl bacteria [ 11 leaves
@ @
«slllbacteria | 4 leaves
> ==8lll verrucomicrobia and a-proteobacteria | 3 leaves

| 0.1 I ‘Mulliple organisms | 38 leaves

"
‘Mu]liple organisms | 28 leaves

Figure 24.F. Arbre phylogénétique de la protéine allophanate hydrolase (atzF).

Comme décrit dans la partie bibliographique, la région catabolique de pADP-1 entre les
opérons tra et trb (situé entre 24.062kb a 76.280kb) contient les génes atzABC responsables a
la voie haute. La présence des séquences d’insertion (1S1071 et ISPpsl1) dans la séquence du
plasmide pADP1, flanquants les génes atzA et atzB et suggere leur implication dans la
construction de ce plasmide catabolique par le recrutement de génes par des recombinaisons
homologues. Par ailleurs, les genes atzDEF de la voie basse sont organisés sous forme d’un
pseudo-opéron placé sous la régulation transcriptionnelle d’un facteur de transcription de type
lysR codé par le géne atzR (Changey, 2011). atzA et atzB avaient été transposés du plasmide
pADP1 vers le chromosome bactérien de Variovorax sp. MD1 par une transposition

conservative relayée par 1’'1S1071 (Devers et al., 2007).

Les génes atzABC ont été aussi touvé localiser dans des plasmides de tailles différentes
dans micro-organismes phylogénétiquement divers. De plus, des variantes de Pseudomonas
sp. souche ADP ont été identifiés qu’ils contiennent atzB et atzC mais pas le géne atzA,
certaines bactéries de type sauvage ne contiennent que le géne atzA, et des bactéries
individuelles d'un consortium métabolisant I'atrazine contiennent chacun un ensemble

incomplet des genes de catabolisme d'atrazine (Martinez et al., 2001).

Pour étudier la stabilité des géne atz, une manipulation d’évolution expérimentale menée
sur Pseudomonas sp. ADP avait montré que la pression de sélection exercée par 1’atrazine
avait conduit a I’émergence d’une population nouvellement évoluée présentant une aptitude a

dégrader 1’atrazine (Devers et al. 2008).
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Devers et al. (2008) en soumettant une population de Pseudomonas sp. T34 a une pression
de sélection d’atrazine élevée (milieu minéral additionné de 100 mg L -1 d’atrazine comme
seule source d’azote) Cette souche possede le plasmide pADP1 contenant les geénes
atzABCDEF codant les enzymes responsables de la minéralisation de ’atrazine, contenant
une duplication en tandem du gene atzB sur le plasmide. A la fin de cette expérience, Devers
et al. (2008), ont obtenu comme résultat une population nouvellement évoluée. Cette
population est caractérisée par la disparition du plasmide pADPL1 et son insertion compléte sur

le chromosome bactérien.

Aprés ces résultats, Changey et al., (2011) ont fait une experiance similaire qui
consiste a soumise une population bactérienne a une pression de sélection constante de l'acide
cyanurique. Son utilisation comme seule source d'azote au cours de 1’expérimentation
d'évolution in vitro a causé une famine prolongée des premieres étapes de la voie (voie haute).
En conséquence de repiquage répété de Pseudomonas sp. ADP sur milieu acide cyanurigue,
une population nouvellement évoluée et plus compétitive en croissance sur milieu acide

cyanurique a été retenu.

Une comparaison génétique des populations initiales et nouvellement évoluées a
révélé qu'une région de 47 kb de pADP-1 contenant les génes atzABC a été supprimé dans la
population nouvellement évoluée (Figure 25), en raison de la pression de sélection de I'acide
cyanurique. L'événement de délétion a ensuite été caractérisé en amplifiant la région formée
entre les génes traC et le trbN du plasmide pADP-1. L'analyse de la séquence a révélé que
I'événement de suppression résultait d'une recombinaison homologue qui s'est produite entre
des Séquences de 110 pb trouvées dans I'lSPpsl c6té du traC et dans une séquence de type
pdhL du cété trbN (Changey et al., 2011).
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pADP1 (ADP-E)

pADP1 (ADP-0) 62.433 kb

- i 108.845 kb
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Figure 25. Carte physique circulaire du plasmide catabolique pADP-1 de la population
originale (ADP-O) et la nouvellement évoluée (ADP-E) (Changey et al., 2011).
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Notre travail a permis de réaliser une recherche de génes de biodégradation des
xénobiotiques chez les bactéries. Les génes atz de catabolisme de 1’atrazine chez
Pseudomonas sp. ADP ont été sélectionnées par la suite comme modéle d’étude des différents
mécanismes de variation génétique pouvant se dérouler lors de 1’adaptation bactérienne aux

nouvelles conditions environnementales.

Les résultats obtenus ont montré que les genes atz sont localisés au niveau du
plasmide conjugatif pADP-1. Divisés en deux parties selon les voies catabolique de 1’atrazine,
les génes atzA, atzB, atzC sont responsables a la voie haute et transforment 1’atrazine en acide
cyanurique. lls sont trouvés disperser dans le plasmide pADP-1 et entourés par des €léments
transposables (1S1071 et ISPpsl). Tandis que les génes atzD, atzE, atzF sont responsables a
la voie basse. Ils catabolisent 1’acide cyanurique en ammonium et dioxyde de carbone. Ce
sont organisés sous forme d’un pseudo-opéron régulé transcriptionnellement par atzR, un

régulateur transcriptionnel de type lysR.

De diverses bactéries sont trouvés partageant des pourcentages d’identité élevés avec
les genes de la voie haute y compris Artheobacter sp. AD1, Herbaspirillum sp. B601,
Shewanella sp. YJY4. De plus, ces génes sont trouvés localisés dans des plasmides de tailles
différentes chez des microorganismes phylogénétiquement divers. Des expériences étudiant la
stabilité¢ des génes atz, ont démonté que ces genes peuvent étre transférer et intégrer
partiellement ou intégralement sur le chromosome bactérien (Variovorax sp. MDI,

Pseudomonas sp. T34).

Ainsi, les genes le la voie basse atzDEF, présentent des pourcentages d’identité
importantes avec les bactéries Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter sp. AD25, plus des
souches de Pseudomonas non classées. Il est supposé que ces genes soient plus anciens que
ceux de la voie haute (atzABC), en raison de la présence d’acide cyanurique ou de molécules
analogues dans I’environnement. Cette hypothése est en conformité avec 1’organisation en
opéron régulé par un facteur de transcription caractéristique de fonction fixée dans le fond

génétique des souches microbiennes.

La délétion de régions génomiques peut se produire par recombinaison homologue
consécutive a une insertion d’éléments transposables. Les évenements de délétions constituent
également des facteurs importants dans 1’aspect évolutif des génomes procaryotiques

contribuant a leur rétractation. Les phénomenes de délétions expliquent pourquoi les génomes
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microbiens ne sont pas en constante expansion comme pourrait le laisser présager la seule

activité des transposons réplicatifs.

Les résultats finals ont indiqué que les genes atz codant les enzymes de dégradation de
I’atrazine ne présentent pas un polymorphisme important. L’hypothése communément admise
pour expliquer cette observation est qu’en raison de leur recrutement récent (20 ans tout au
plus) au sein de la voie catabolique atz, ces génes n’ont pas encore eu le temps de diverger.
Malgré une similarité de 99% partagée par triA et atzA, les enzymes codées présentent des

specificités de substrat tout a fait différentes.

Les populations dégradant 1’atrazine présentaient une extraordinaire plasticité
génétique. Ainsi que le transfert horizontal de genes (HGT) par conjugaison bactérienne
permet 1’échange de plasmides cataboliques pADP-1, tandis que la mobilisation des genes de
dégradation par des éléments d’insertion permet de diversifier leur localisation génomique.
L’importance écologique de ces deux processus contribue a disperser la fonction de

dégradation au sein des différentes communautés microbiennes.

Prises ensemble, ces données suggerent que les génes cataboliques de I'atrazine peuvent
étre acquis ou perdus indépendamment, et que le transfert direct de plasmide n'est peut-étre
pas le seul mécanisme par lequel les génes de dégradation de I'atrazine sont disséminés dans

I'environnement.

Les xénobiotiques restent des polluants potentiels persistants, et la bioremédiation
accompagnée avec les approches moléculaires et bio-informatiques est considérée comme la
meilleure méthode pour éliminer ces composés. Ainsi que I’élimination de 1’atrazine par
Pseudomonas sp. ADP nécessite une pression de sélection exécrée, pour garantir un bon
fonctionnement des génes atz, et par la suite une dégradation totale de la molécule

xénobiotique.
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Description
v

amidohydrolase [Profeobacteria]

The structure of the hexameric alrazing chiorohydrolase, AlzA [Pseudomenas sp. ADF]

atrazine chlorohydrolase [Arthrobacter sp. ADH]

S-adenosylhomocysteine deaminase [uncultured bacteriurm]
SmzA [Herbaspirllur 5p. B601]

atrazine chlorohydrolase [beta profecbacterium COB21]
2midohydralase [Aminobacter sp. SH3S]

amidohydrolaze [Klebsiella quasipneumoniae]

amidohydrolazse [Klebsigla]

TRA: amidohydrolass [Kebsiella pneumoniae]

Rechame: Full=Melamine deaminase [Acidovorax citrulli]
amidohydrolaze [Enterobacter hommaechei]
amidohydralage [Delfiia lacustris]

amidohydralase [Herbaspiilum $p. CAH-3]
amidohydrolaze [Melaminivora alkalimezophila]

TRA: amidohydrolase [Klebsigla pneumoniae]

atrazine chlorohydrolase [Aminobacter aminovarans]

atrazing chlorohydrolase [Aminobacter aminovorans]

atrazing chlorohydrolase [Aminobacter aminovorans]

atrazine chlorohydrolase [Aminobacler aminovorans]

atrazing chlorohydrolase [Aminobacter aminovorans]

atrazing chlorohydrolase [Aminobacter aminovorans]

00000000 000 0O 0 DD OB OB

atrazine chlorohydrolase [Aminobacler aminovorans]

Scienfific Name
¥

Proteobacteria
Pzeudomaonas sp. ADP
Arthrobacter sp. ADY
uncultured bacterium

befa profecbacterium COB2
Aminobacter sp. SR38
Klebsiella quasipneumonie
Klebsiella

Klebsiella pneumoniae

Acidovorax citrull
Enferobacter hommaechei
Delffia lacustris
Herbaspirillurn sp. CAH-3
Melaminivora alkalimesophila
Klebsiella pneumaniae
Aminobacter aminavorans
Aminobacter aminovorans
Aminobacter aminavorans
Aminobacler aminovorans
Aminobacter aminovorans
Aminobacter aminavorans

Aminobacler aminovorans

Per.
Ident
b 4
99.37%
99.37%
99.16%
99.16%
99.16%
98.95%
96.31%
97.59%
97.89%
97.88%
97.65%
97.89%
97.65%
97.59%
97.68%
97.26%
95.68%
96.46%
95.46%
95.24%
96.24%
97.80%
97.54%

Accession

WP 0111171571
IR A
AAD16227 1
ARTI0156.1
AAY9G285.2
BADG3555.1

WP 1923210453.1
WP 226543530.1
WP 063258261.1
HEY4120135.1
QBEYU01

WP 159424623 1
WP 206424569.1
WP 154133583.1
WP 0193726451
HBQ0362687.1
AEBT0956 1
AEBT0395.1
AEBT0996.1
AEBT0952 1
AEBT0994.1
AEBT0997.1
AEBT1001.1

Annexe 1-A. Séquences produisant des alignements significatifs (Atrazine Chlorohydrolase)
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Lz description
v

amidohydralase [protéobactéries]
amidohydrolase [Micrococcaceae]

amidohydralase [Arthrobacter sp. AK-YNTD]

hydrowyatrazine hydrolase [Arthrobacter sp. ONS10]

hydrowysimazine hydrolase [Herbasgirillumn sp. BEHM]

amidohydralase [Aminobacter sp. SR2E]

hydroxyafrazing hydrolase [béta protéobactérie COB21]

amidohydrolase [Paenarhrobaster ureafaciens]
amidohydralase [Leucobacter friszinivorans]

hydrowyairazine hydrolase [Arthrobacter sp. AD2H]

hydrowyatrazine hydrolase [Pseudomonas sp. AD3E]

protéing de |3 famille des amidehydrolases [Haliea sp. SAQS-184]

amidohydrolase [Qingshengfaniella alkafizal]
amidohydrolase [Granulosicocous sp.]
zmidahydrolzss [bactére Rhizobizceas]
amidohydrolase [Rhodobacter =p.]

amidohydrolase [Pleamophomaonas oryzag]

amidohydrolase [bactérie Rhodobacterasaas]

amidohydrolase [Cypionkella psychrotolerans]

amidohydrolase [Pseudorhodobacter sp. PARRP]

hydroxydéchloroatrazine étnylaminahydralzss (hydrozyatrazing hydralase] [bactérie Proteohactaria)

amidohydrolase [Pelagovum pacificum]

amidohydrolase [Rhizobium non clazzg]

amidohydralase [Rhizobium so. Feuill=341]

amidohydralase [Pleamnorphomaonas diazotrophica)

amidohydralase [Rhizobium so. 11515TR]

Nom scientifiqus
L 4

Protéabactéries
Micrococcacées
Arthrobacter sp. AK-YN10
Arthrobacter sp. ONS10
Herbaspirillum sp. 8601
Aminobacter sp. SR8
Eéta protéobactérie COB2
Paenarthrobacter ureafaciens
Leucobacter fiazinivorans
Arthrobacter sp. AD2G
Pzzudomonas sp. ADZE
Hliea sp. SADS-164
Qingshengfaniella alcalisoli
Granulosicoccus sp.
Bactérie Rhizobizceze
Rhodobacter sp.
Pleomorphomanas oryzas
Bactérie Rhodobacteracaas

Cypionkella psychrotolerans

P=zudorhodobacter sp. PARRPY

Eactérie protéobactéris

Palzgovum pacficum

Rhizabium non clasze
Rhizobium sp. Feuwil=341
Pleomorphomanas diszotrophica

Rhizobium sp. 11915TR

Par.
Ident

L

100.00%
BTG %
87,76 %
8776 %
8953 %
B3R %
8837 %
8135 %
B674%
100.00%
B8.22%
(5,38%

5835 %
5T.1%

55.48%

57.24%
60,76 %
55.80%

5601%
51,78%
53 %
56,82 %
5835 %
5835 %
60,55 %

1%

Acgessian

WE 011117180.1
WP 0117770001
ERligtast
AGUT1206.1
ARY40323.2

WP 1823218951
BADGA556.1

WP 2435430481
WE 130110725.1
ACCTRE8.1
ACIT42081

WP 1334415381
WP 1463654871
MEXZ830405.1
MBOE816842.1
NOW15101.1
WP 0267930831
MCF3433577.1
WP 054007318.1
0YU38210.1
MES1158142 1
WF 140123079.1
WP 0524727431
WP 0528940281
WP 1012871471

WP 08343538581

Annexe 1-B. Séquences produisant des alignements significatifs (hydroxyatrazine hydrolase)

(atzB)
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Le mécanisme de réaction de |a M-isopropylammeélide isoprogylaminohydrolase AtzC : apercy des études structurelies et de mutagenéss [Fae...

N-isopropylammélide isopropyl amidchydrolass [Protechactsrias]

Structure zux rayons X et éudes de mutagenése da |a N-isopropylammélide isopropylaminohydrolzse. AtzC [Pseudomonas sp. ADF]
Le mécanisme de rézction de |a N-isopropylammélide isopropylaminchydrolase AT - apercy des etudes siructuralles st de mutagenésa [Fea .

Le mécanisme de rézction de |a N-isopropylammélide isopropylaminchydrolase AT - apercy des etudes siructuralles st de mutagenésa [Fea .

SmzC [Herbaspirillum sp. BE01]

M-izopropylammelide isopropy| amidohydrolass [Micrococoales]

enzyme de dégradatien de atrazine [Arthrobacter sp. ADIZEH]

protéine de |3 famille des amidahydralzses [bactérie Actinamyzatia]

y propylaming hydrolass [Mocardioides sp. SP12]

y propyl amidohydrolass [pactérie non cultivée]
y propyl amidohydrolass [pactérie non cultivée]
y propyl amidohydrolass [pactérie non cultivée]
y propylaming hydrolass [Comamanas sp. AZ)

putstive W-izopropylammelids isgoropylaming hydrolsse [Pseudomaonas nitroreducsns]

N-isopropylammélide isopropylaminohydralase [Arthrobactar sp.]
N-isopropylammélide isopropylaminohydralase [Citicocous sp.]

N-isopropylammélide [bactérie non cultivés]

y propyl amidohydrolass [Arthrobacter sp. MCMB-434]

y propylaming hydrolass [Arthrobacter sp. SD41]
AtzC [Aminobacter aminovorans]

AtzC [Mocardisides sp. CMUS]

Mom scientifique
b

Pzzudomonas sp. AQP
Protéabactaries

P=zudomonas sp. ADP
P=zudomonas sp. ADP
P=zudomonas sp. ADP
Herbaspirillum sp. B8...

Arthrobacter sp. AD30

Par.
Ident
-
29,50 %
89,50 %
89,26 %
89,26 %
89,26 %
29,01 %
08,53 %

02,33 %

Accession

Q5 A

WP 171771
SAKQ A
Q0 A
£Qc A
ARYAD3Z42

WP 011776887 1

ACI14300 1

Arthrobacter sp. AD2E

08,06 %

ACCTE170.1

Eactériz scfinomycéte
Mocardigides sp. SP12
Shewanel'a sp. Y4
bactére non cultivés
bactére non cultivés
bactére non cultivés
Comonas sp. A2
Pzzudomonas nitrore...
Arthrobacter sp.
Citricocous sp.
bactéris non cultivéa

Arthrobacter sp. MC...

58.52%
88,52 %
88,52 %
88,04 %
88,04 %
85,00 %
88,51 %
88,50 %
08.00%
07,54 %
02,00 %

09,40 %

MBE3024533.1
AAP08E2.1
ALCTE532.1
ARKEIBE31
ARKEIBE11
ARKEIRE2.1
ACTR408.1
CEH41182.1
AXH21565.1
ABWZ0851.1
AVNETED4 1

AATOB43T 1

Arthrobacter sp. TH155

09,40 %

ALAZDOE4 1

Arthrobacter sp. S04

09,42 %

AKGE4RE31

Aginetobacter lwodi
Aminobacter aminoy...

Mocardigides sp. CM...

09,42 %
09,47 %

85,84 %

AFHBOGZ0.1
AAKRZE1E 1

ABKTE324.1

Annexe 1-C. Séquences produisant des alignements significatifs (N-isopropyle-ammelide

isopropylamino hydrolase) (atzC)




Annexes

0000000 0Q0000e00 000 OoO

La description

L 4

zmidohydrolase d'acide cyanurique [Pzeudomonzs non classs]

Hydrolaze d'scide cyanurique : innovation évolutive par concaténation structurale [Pseudomonas sp. ADF]

amidohydrolzse d'acide cyanurique [Arthrobacter so. ADEE]

amidohydrolzse d'acide cyanurique [Pssudomaonzs aeruginoss]

amidohydralzss 3 guverure de cycle [Comamanas sp. CAH-2]

amidohydralzse 3 cuverture de cycle [Acidovorax antarctious]

zmidohydralzse 3 ouverture de cycle [A orax sp. O4MT]
zridohydralzse 3 ouverure de cycle [Proteabacteris]
=midohydrolzse 3 ouvariure de cycle [Eacterigvorax sp.]
zmidohydralzse 3 ouverure de cycle [Comamanas serinivorans]
zmidohydrolzse 3 cuvariure de cycle [bactére Comamonsdzcezs]

amidohydrolzse de I'scide cyanurique [Polaremonas sp.]

zmidohydralzse 3 cuverure de cyele [Lamaoropedia puyangensiz]
zmidohydralzse 3 ouverure de cycle [Disghorobacter =p. JE3051]
zmidohydrolzse 3 ouvariure de cyele [Verticiella sadiminum]
zmidohydrolzse 3 cuvarture de cycle [Variovarax sp. BKE13]

zmidohydrolzse 3 cuverture de cyele [Variovora: so. 360]

amidohydralzse 3 ouverture de cycle [Variovorax sp. [541]

zridohydrolzse 3 cuveriure de cyele [Variovara: so. BKRNMSE]

zmidohydralzss 3 ouveriure de cycle [Variovarax sg. [541]

amidohydrolzse 3 ouverture de cycle [Variovorax paradmms]

amidohydralzse 3 ouverture de cycle [Variovorax sp. RKNMEE]

zridohydrolzse 2 cuveriure de cyele [Variovara: s, YRE34]

zmidohydralzss 3 ouverure de cycle [Paolaromanas =p.]

amidohydralzse 3 ouverture de cycle [Variovorax sp. OW0E4]

Mom scientifique
b, 4

Pseudomanas non clzssé
Pseudomonas sp. ADF
Arthrobacter sp. ADZE
Pseudomanas asruginozz
Comonas sp. CAH-2
Acidovorax antarctious
Acidovorax sp. D4NT
Protéobactérias
Bacteriovorax sp.
Comamaonzs serinivorans
Baciérie Comsmanadacese
Polaromonas sp.
Lampropedia puyzngansis
Disphorobacter sp. JS3051
Werticizlla sediminum
Warioworas sp. BHE12
‘arioworax sp. 388
Warioworaz sp. [B41
‘arioworas sp. RKNMES
ariowora: sp. [B41

Warioworas parsdose

Warioworas sp. RKMNMES
‘arioworas sp. Y REI4
Polsromonas sp.

Wariovoras sp. CW0E4

Par.
lgant
20,73 %
20,73 %
20,45 %
28,70 %
21,58 %
TEE5 %
T2 ,40%
TEA5 %
TE3TH
T8.37H
THE2%
T4,73%
56,38%
86,85 %
51,42%
51,58 %
51,58 %
51,54 %
51,82 %
80,85 %
51,25 %
51,54 %
50,87 %
80,45 %

G0,68%

Accession

WP 0111171811
AEVQ A
ABK41865.1
AIGE1547.1

WP 1541648451
WP 1758065741
WP 231042857 1
WP 0472182851
MBCTT34438.1
WP 0872231551
EYF40823.1
MBA4328005.1
WP 1388742171
WP 1858945811
WP 1420502601
WP 1848068451
WP 1261241211
MBJ2157665.1
WP 2081783101
WP 2321018841
WP 1728722311
Q522342 1

WP 1TE828770.1
MOWE1412.1

WP AT7102774.1

Annexe 1-D. Séquences produisant des alignements significatifs (amidohydrolase d’acide

cyanurique) (atzD)
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L3 description
¥

Amidahydrolase da |z famille AtzE [Feeudomenas non classé]

\n comglexs protéique résidusl inattendu révéle las origines évalutives dune enzyme catabolique s-riazine. Complexe lié 3 Minhititeur [Pseud...

Mom scientifique
v

Par.
Ident

4

Pszudomaonzs non ol... 100.00%

Pszudomanas sp. ADP

097 %

Apcession

WE 0111171821

GCEG A

\n comalexs protéique résiduel inattendu révéle les arigines Evolutives dune enzyme catabolique s-iriazine [Frzudomonas sp. ADP]

Arnidohydrolase de 12 famille Atz [Ramlibacter sp. WEE]
Amidohydrolsse de |z famille AtzE [Ramlibacter sp. GTPI]

Amidohydrolase de la famille AtzE [Caenimonas sp. HX-0-20]

Amidohydrolase de |2 famills AtzF [Acidovorax antarcticus]
Arnidohydrolase de Iz famille AtzE [Protéobactéries]

Amidohydrolase de |2 famills Atz [Comamonas sp. CAH-]

Amidohydrolase de |2 famille AtzE [Ramlibacter agri]
Amidohydrolase de |z famille AtzE [Ramlibacter montice!s]
Amidohydrolase de |2 famille Atz [Acidovarax sp. O4NT)
Amidohydrolase de |z famille AtzE [bactérie Burkholderizles]

Arnidohydrolase de 12 famille AtzE [Comamonas serinfvorans]

Amidohydrolsse de |z famills AtzE [C3snimonzs koreensis]

Amidahydrolase da |z famille AtzE [bactérie gammaprotéabactirie]

Amidohydrolase de |2 famille AtzF [Ramlibacter]
Amidohydrolsse de |2 famille AtzE [Curvibacter s
Amidahydrolase da |z famille AtzE [bactérie Burkhoiderizles]
Amidohydrolsse de |2 famille AtzE [Caenimonzs sp. SL110)]
Arnidohydrolase de Iz famille AtzE [bactérie Burkholderizles]
Amidohydrolase da |z famille AtzE [bactérie Burkholderizles]
Arnidohydrolase de la famille AtzE [bactérie Burknelderizceze]

Amidohydrolase de |2 famills AtzE [Polzromonas sp. 35-53-35]

Amidohydrolase de |z famille AtzE [bactérie Comamanadaceas]

Pzzudomanas sp. ADP

Ramlibacter sp. W

BT %

TEEZ %

GCE2 A

WE 1416085531

Eamlibacter sp. GTP1

TrA8%

WP 1870301141

Caenimonas so. HX-...

Acidovorax antarclicus

78,32%

76,75 %

WP 1458035091

WE 1755065781

Frotéobactéries

Comonas sp. CAH-2

TE0T%

TE05 %

WP 0472188011

WE 1541546431

Ramlibacter agri
Ramlibacter monticala

Acidovorax sp. D4NT

7802 %
TEOE%

78.29%

WE 1824160011
WP 2018721871

WE 231042055 1

Eactérie Burkhalder...
Comamonas serinive...
Caenimonzs koreensis
Baotérie gammaprot...
Ramlibacter
Curvibacter zg.
Eactéris Burkhaldar...
Caenimones =, SL1G
Eactériz Burkhalder...
Eactéris Burkholdar..
Eactériz Burkhalder...
Polaromonas sp. 36-...

Eactérie Comamana...

78.64%
76,07 %
73.25%
T41T%
76,00%
T2,15%
T2,20%
72.50%
73,29%
7%
7200%
71,01 %

T215%

MEIZ2500035.1
WE 0872321511
WP _153535067.1
MBUDSETTT1.1
WE 15740083581
MCA3237533 1
MEIZ202132.1
WP 043438182.1
MBI2744203.1
MBIZTESZ26 1
MEX20503332.1
OYY32420.1

RYX84527.1

Annexe 1-E. Séquences produisant des alignements significatifs (biuret hydrolase)

(atzE)
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La description
v

zlloghanate hydrolase [Peaudomenas non classe]

Structure du domaine amidase de I'sllophanate hydrolase da 12 souche ADP ds Pseudomonas sp [Pseudomonas sp. ADP]

Ellophanate hydrolase [Herbaspirillum sp. YRI22]

Ellophanate hydrolase [Escherichia coli]
putatif urés amidolyasa [Enterobaster cloacae]
zllophanate hydrolase [Enterobacterizcass]
zllophanate hydrolase [Escherichia coli]
Ellophanate hydrolase [Enterobacteriacazs]

TPA - sllophanate hydrolase [Escherichis coli]

TPA - sllophanate hydrolase [Mlebsisllz preumonize]

zllophanate hydrolase [Kiebsiells pneumonias]

Ellophanate hydrolase [Raoultslls planfizola)

Ellophanate hydrolase [Kebsiells pneumaonias]

TPA: slloghanste hydrolase [Hlebsisls preumaonizs]

zllophanate hydrolase [Fymobzcter palmas]
zllophanate hydrolase [Enterobacter hormaeche]

Ellophanate hydrolase [Bruzsllz pituitoss]

Ellophanate hydrolase [Brucsllz grignonansis]

zllophanate hydrolase [Kebsiells michiganensis]
zllophanate hydrolase [Kebsiells michiganensis]

zllophanate hydrolase [Microvirgs aeroohils]

Ellophanate hydrolase [Azospirillum sp. TSH100]

Ellophanate hydrolase [Azospirillum sp. TSH100]

Ellophanate hydrolase [Magnetospinillum gryphiswaldenss]

zllophanate hydrolase [Skermanella sp. TTE]

<< H<B<H<E<H<B<N<B< BB B<B<B<B<B<H<W<B< W< W<BH<W<N<]

gllophanate hydrolase [mugueuse de Skermanala]

Mom scientifigue
v

Pseudomanzs non classs
Pszudomonzs zp. ADP

Herbaspirllum sp. YRE2Z

Ezcherichiz coli
Enterobacter cloacas
Entérchactéries
Escherichia coli
Entérobacigries
Escherichia coli
Klebsiellz pneumaonize
Klebsiellz pneumaonize
Rzoultella planticala
klebsiellz pneumonize
klebsiellz pneumonize
Zymaobacter palme
Enterobacter hormaechei

Brucslla pituitosz

Brucslla grignonensis
Klebsiellz michiganensis
Klebsiellz michiganensis
Microvirga agrophile

Azospinllum sg. TSH100

Azospinllum sp. TSH100

Magniétospirilum gryphiswsldenzs

Skermanells sp. TTE

Mugueuse de Skermanella

Far. ldent
-

100.00%
100.00%
T4T0%
7042 %
70,25 %
70,25 %
70,25 %
7025 %
70,25 %
70,25 %
70,25 %
70,07 %
7025 %
7025 %
82,02 %
71,62%
64.63%
85.13%
88,74 %
88,74 %
58,07 %
80,86 %
80,56 %
80,84 %
61,02 %

81.11%

Agcession

WP 011117182.1
4CPE A

WP 0021120111
EFBEa13432.1
ARK11683.1

WP 1870681571
EGO7068505.1
WP 024257532.1
HELOGA5444.1
HER4823350 1
WP 2203254331
QZ5ETTE2.1
SVLTS145.1
HET852217.1
WP 0277045351
MBKA824767 .1
WP 2074285011
WP 0845287081
WP 2128732131
PPA44831.1

WP _147022351.1
QCGEe0a11.1
WP _1828055234.1
WP 0240723621
WP _201022451.1

WP 2028223081

Annexe 1-F. Séquences produisant des alignements significatifs (allophanate hydrolase)

(atzF)




