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RESUME

Le 2-éthylhexyl nitrate (2-EHN) est incorporé enantité significative au gazole afin
d'augmenter son indice de cétane. Ce composéashiipa raison de 100 000 tonnes par an,
principalement en France. Les risques liés a sdieation sont cependant mal connus car en
cas de contamination de I'environnement, on ne st s'il est biodégradable. Cette étude
avait pour but (i) d’évaluer la capacité de biodégition du 2-EHN par des bactéries
sélectionnées, (ii) d’élucider la voie de dégramigtiet (iii) d’identifier les enzymes
impliquées. Les tests de biodégradation prenacbeipte le caractéere toxique et hydrophobe
du substrat on été mis au point dans un premigpdef |'aide de ces tests qui reposent sur la
mise en ceuvre de cultures biphasiques, nous avamgrénque plusieurs souches de
Mycobacterium austroafricanurétaient capables de dégrader le 2-EHN. La sowchmuls
performante (IFP 2173), résistant & des conceotstie 2-EHN de 6 g1, a été choisie pour
étudier la voie de dégradation. Sur la base dedbitarbone et d’analyse du milieu de culture
par chromatographie gazeuse (CG), jai découved tu dégradation du 2-EHN était
incompléte et donnait lieu a I'accumulation d’'untaiblite. Ce métabolite a été identifié
comme étant |f8-méthyl«y-butyrolactone par des analyses de CG-MS et LC-MS/Ma
structure de cette lactone indiquait que le 2-EHait &@égradé selon une voie enzymatique
impliquant I'hydroxylation du groupement méthyle ke chaine carbonée principale, son
oxydation en aldéhyde et acide, et enfin un cyelp-dxydation.

Dans un deuxieme temps, les enzymes impliquéesldamée de dégradation du 2-EHN ont
été recherchées par une approche protéomique. Dedyses par électrophorése
bidimensionnelle ont mis en évidence qu’'en présetee2-EHN, la souche IFP 2173
déclenche la synthése d’'une panoplie d’enzymesa@@es dans le métabolisme des acides
gras, comme les enzymes deflaxydation, des alcool et aldéhyde déshydrogénadses.
analyse exhaustive du protéome de la souche IFB @&rmis d’identifier par LC-MS/MS
plus de 200 protéines induites sur 2-EHN, notamnuentytochrome P450 de type alcane
monooxygéenase (CYP153). En outre, jai égalemesttitié et cloné les géenes codant deux
alcanes hydroxylases transmembranaires de typeB, Ajki n'ont pas été détectées par
'approche protéomique. Ainsi, la souche IFP 217%&gede trois alcane hydroxylases
susceptibles de catalyser I'attaque initiale duHNE Pour déterminer laquelle de ces trois
monooxygenases était responsable de cette réaldiongene respectif a été cloné dans des
plasmides congus pour I'expression soit clkezcoli, soit chezM. smegmatismc?. Nos
résultats préliminaires montrent que dans certeassles protéines recombinantes sont bien
synthétisées. Ces constructions seront employéessphadier I'activité des trois hydroxylases
de IFP 2173 vis-a-vis des alcanes et du 2-EHN eircpher.

Mots clés: 2-éthylhexyl nitrate, alcandlycobacterium austroafricanunbiodégradation, 4-
ethyldihydrofuran2-(3H)one, alcane hydroxylase,epaypl53etalkB.



ABSTRACT

Compounds such as 2-ethylhexyl nitrate (2-EHN)aaléed to diesel fuel to improve ignition
and boost cetane number. The production of 2-EHidhes around 100 000 tons per year in
France, principally. Risks associated to its wiiian are however poorly known because, in
case of accidental release in the environmentjmpik known about its biodegradability.

In this study, we aimed to (i) identify bacteriatasns able to degrade 2-EHN and compare
their capabilities, (ii) elucidate the degradatipathway, and (iii) identify the enzymes
involved. Biodegradation of 2-EHN was first testediphasic cultures under conditions that
reduce the toxicity and increase the availabilityhe hydrophobic substrate. Using optimized
culture conditions, we showed that several strainslycobacterium austroafricanunvere
able to degrade 2-EHN. One of the most efficierdist(IFP 2173) which could grow at 2-
EHN concentrations up to 6 g'Lwas chosen to investigate the degradation path@aythe
basis of carbon balance determination and gas @tographic (GC) analysis on the culture
medium, | found that the degradation of 2-EHN wasomplete and gave rise to the
accumulation of a metabolite. This metabolite wiemntified ag3-methyl+y-butyrolactone by
GC-MS and LC-MS/MS analysis. The structure of thetdne indicated that 2-EHN was
degraded through a pathway involving hydroxylattbe methyl group of the main carbon
chain, its oxidation into aldehyde an acid andlzssguent cycle ¢3-oxidation.

Enzymes involved in the 2-EHN biodegradation pathweere looked for by a proteomic
approach. Analyses by two-dimensional gel electoopsis showed that, when exposed to 2-
EHN, strain IFP 2173 triggered the synthesis otiach of enzymes specialized in fatty acid
metabolism such a’-oxidation enzymes, as well as alcohol and aldeldeleydrogenases.
An exhaustive analysis of the IFP 2173 proteomaltes in the identification of more than
200 proteins induced on 2-EHN, including a cytooheoP450 predicted to function as an
alkane monooxygenase (CYP153). Moreover, | alsmedogenes encoding two trans-
membrane alkane hydroxylases, which passed unddtatithe proteomic analysis. Hence,
strain IFP 2173 syntheses three alkane hydroxylpstntially able to catalyze the initial
attack on 2-EHN. In order to determine which of theee monooxygenases was responsible
for this reaction, their structural gene was clomeglasmids designed for the expression in
eitherE. colior M. smegmatisnc2. Preliminary results indicated that the recoraibt proteins
were produced in some cases. These constructidinsenised to separately study the activity
of each enzyme with respect to alkane and 2-EHNdxydiation.

Keywords : 2-ethylhexyl nitrate, Mycobacterium austroafricanumbiodegradation, 4-
ethyldihydrofuran2-(3H)one, alkane hydroxylase nisteed alkanegypl53andalkB genes
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HMN : 2,2,4,4,6,8,8-heptamethylnonane
HPLC : High Performance liquid
Chromatography

IC : Inorganic Carbon
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ITS : Internal Transcript Region
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Extract

MS : Mass Spectrometry
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NAD" : Nicotinamide adénine
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NADH : Nicotinamide adénine
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NAPL: non-aqueous phase liquid
NOAEL: no observed adverse effect level
OCDE : Organisation de coopération et de
développement économiques

PAI : Protein Abundance Index

PCR : Polymerase Chain Reaction

PQQ : Pyrrolo Quinoline Quinone
REACH : Chemical Consulting Global
Laboratory Network

RFLP : Restriction Fragment Lengh
Polymorphism

Rf : Radiofréquence

RT-PCR : Réaction de polymerisation en
chaine par transcritpion réverse

STEP: Station d'épuration

SDS-PAGE: Polyacrylamide gel
electrophoresis with sodium dodecyl
sulphate

TBE : Tris-borate-EDTA

TE : Tris EDTA

TMCS : Trimethylchlorosilane

TC : Total Carbon

WWTP: wastewater treatment plant
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Les pays industrialisés comptent de nombreusesszapataminées. Dans ['Union
européenne, les sites pollués étaient estimés &01080 environ, en 2006 (European
Environment Agency 2007). La pollution des sols géhéralement le fait de I'activité
miniere, pétroliere ou d’autres activités indusie® encore, comme la sidérurgie, la cokerie,
la chimie ou la fabrication de peinture par exempéerecensement des sites et sols pollués et
la caractérisation des polluants révélent que &ssde contamination concernent les métaux
(cuivre, zinc, plomb, cobalt, nickel, arsenic, caam), les hydrocarbures légers (fioul,
essence, gazole) et lourds (lubrifiants, huilesdes, pétrole brut), les solvants halogénés, et
des molécules organiques complexes (hydrocarlauoesatiques polycycliques, HAP, etc.).
Les composés organiques sont impliqués dans prés #gedes sites pollués.

La gestion des sites contaminés est une préoconpgatimordiale. Du point de vue de
la santé publique, les molécules dangereuses gsceibles de se propager dans le milieu
et dans les nappes phréatiques. Leur transfertldarigine alimentaire peut avoir un impact
direct sur la santé des populations. Par ailladlts) point de vue économique, les projets de
réhabilitation peuvent conduire a des codts examks car ils exigent parfois I'excavation des
sols et le transport des terres vers les instatiaide dépollution.

Indépendamment des techniques d'excavation, lesitees de réhabilitation mises en
oeuvre sur le terrain sont le plus souvent desetrants thermiques et physico-chimiques,
tandis que les procédés de traitement biologiques souvent réservés a une catégorie
restreinte de composés comme les hydrocarburedipé&triégers ou adaptés a des conditions
particulieres. Les techniques biologiques qui saiit le pouvoir dépolluant de
microorganismes sont connues et utilisées depuigtémps. L’intérét de ces techniques
réside essentiellement dans le fait qu’elles nesstent ni excavation, ni transport, ce qui
rend leur mise en ceuvre bien moins colteuse. De galuplus, la lutte contre la pollution
s'oriente vers la prévention comme en témoigneGlieerielle de I'Environnement” qui s'est
déroulé en France en septembre 2007. Au niveawpéeano et afin d'anticiper lI'impact des
déversements accidentels, la directive REA@dd|stration,Evaluation,Authorisation and
Restriction ofChemical substances) a pour objectif de caractélésapropriétés intrinséques
des substances chimiques qui sont produites anralsoplus d'une tonne par an et qui
présentent, ou non, un danger pour I'environneteatsanté.

Le 2-éthylhexyl nitrate (2-EHN) est un additif dazgle qui entre directement dans le
cadre de la directive européenne REACH. Il s'agih domposé produit a raison de 100 000
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tonnes par an dans le monde, dont 60 000 tonnEsagige. Certains criteres de toxicité de la
molécule sont connus. Toutefois, le devenir damwifonnement de ce dernier n'a fait I'objet
d'aucune étude détaillée. Ce n'est qu'en 2005 |ajgeoupe SNPE a demandé un rapport
d'analyse complet sur ce produit. D'apres les tatsutliffusés en novembre 2006, il s'avere
gue le 2-EHN n'est pas aisément biodégradable selotest normalisé de dégradation. A
terme, ces résultats pourraient remettre en cdlusksation de cet additif procétane qui est
pourtant doté d'une tres grande efficacité.

L'étude que nous avons menée présente un doulde. eflle vise tout d'abord a
évaluer si le 2-EHN est biodégradable ou pas dsamt les criteres qui peuvent favoriser sa
biodégradabilité. D'un point de vue plus fondamientétude ambitionne d'élucider les
mécanismes physiologiques et biochimiques de dégicad d'une molécule branchée qui
possede des propriétés physico-chimiques partieslid.a stratégie développée au cours de

ce travail est présentée dans le paragraphe duiesude bibliographique



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1 Le 2-éthylhexyl nitrate
Le 2-éthylhexyl nitrate 2-EHNfigure 1.1) est un additif qui permet d'augmenter l'indice

de cétane du gazole. L'indice de cétane conditidiapéitude au démarrage des moteurs
diesels. Le 2-EHN est 'additif procétane le pltissé. Liquide a température ambiante, c’est
un composé qui se décompose au dessus de 100fGerd alors des radicaux libres qui
contribuent a réduire le délai d’auto-inflammatidm moteur. Le 2-EHN est incorporé aux
carburants & raison de 0,3 & 1 Y.ce qui explique que %Otonnes sont produites
annuellement dans le monde, dont 60 % par une wkingroupe EURENCO (EURopean

ENergetics COrporation) wivw.eurenco.com/en/2ehn/index.hjmbasée a Bergerac en

France. Le 2-EHN est formé par le mélange stcechramné d’acide nitrique et de 2-
éthylhexanol dans l'acide sulfurique. La formatie 2-EHN est presque instantanée. La
réaction est la suivante gld;7OH + HNG; = CgH;/NO3 + H,O

2-ethylhexyl nitrate

Figure 1.1 : Structure du 2-éthylhexyl nitrate

1.1 Propriétés physico-chimiques

Le 2-EHN est un ester nitraté, il peut aussi étmamé ester nitrique de 2-éthylhexanol.
Le tableau 1.1résume ses caractéristiques physico-chimiques.
Le 2-EHN est un liquide presque translucide a teatpée ambiante et il se décompose suite
a une exposition a 100°C. Cette réaction exotharenigeut étre extrémement violente et

provoguer une explosion. C'est pourquoi il est isgitale de déterminer son point d'ébullition.
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Tableau 1.1: Principales propriétés physico-chimiques du 2NEH

Caractéristique Valeur
N° CAS 27247-96-7
Formule chimique gH.17/NO3
Point de fusion > 70°C
Point de congélation <-45°C
Masse molaire 175,2 g.mbl
Masse volumique & 20°C 0,96 kg.L
27 Pa a 20°C
Pression de vapeur 40-53 Pa a 40°C
1.33 kPa a 82°C
Solubilité 12,6 mg.L*
Log Ko/w 5,24
Température de décomposition >100°C

(Source www.epa.gov/HPV/pubs/summaries/nitracd2/c14932ft)pd

1.2 Données toxicologiques et écotoxicologiques

1.2.1 Impact sur I'environnement
Suite a une demande des producteurs de 2-EHN eta@uixraintes imposées par la

directive européenne REACH, les propriétés de lgatiabilité du 2-EHN ont été étudiées
selon un protocole standard par mesure dy €4Ds I'espace de téte de la fiole de test. C'est
en octobre 2006 qu’un rapport demandé par lespiges adhérant a 'THERTG (The Health,
Environmental, and Regulatory Task Group) a reratupte des criteres de dégradation du 2-
EHN. Il s’avere que ce dernier n'est pas biodédredaelon les tests normalisés (The
American Chemistry Council Petroleum additives pha2806). En cas d’accident ou de
déversement accidentel, il existe donc un risquealeition rémanente de I'environnement
par le 2-EHN. C’est un composé de faible solubitiths I'eau qui forme une émulsion en
solution aqueuse. Il peut aussi former un film Bemu et ainsi faire barriere au transfert
d'oxygene et limiter la vie d’organismes aérobie. doefficient de répartition octanol/eau
(Komw) est élevé, on peut ainsi en déduire que le 2-EHdhe mobilité réduite en milieu
agueux et qu’il s’adsorbe modérément aux particdéeserre et de sédiments. De plus, il est
tres volatil a température ambiante et de ce fait pccessible aux microorganismes. Ces
dernieres remarques se basent sur des hypothésesldes par 'ATC. Ces hypotheses
reposent sur les propriétés de biodégradabilit¢ditdcarbures dont les propriétés physico-

chimiques sont voisines de celles du 2-EHN.
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1.2.2 Ecotoxicité
Les propriétés d’écotoxicité du 2-EHN sont connlies2-EHN est faiblement toxique

puisque les LC50 (dose létale pour 50 % de la @djou) vis-a-vis du poisson Zebr@gnio
rerio), de la daphnigDaphnia magna et des alguesSglenastrum capricornutynsont
supérieures a sa solubilité dans I'eau & 20°C {$h& mg.LY).

(www.epa.gov/HPV/pubs/summaries/nitracd2/c14932fp).pd

1.2.3 Toxicité
La toxicité orale a été testée par une injectidhr(iL/kg) de 2-EHN dans le systeme

gastrique de rats. Apres 14 jours, sur cing animaskes, deux sont morts, les autres ont
présenté des nécroses et ont été euthanasiés (RUQ.2Jne autre étude sur les effets
neurochimiques du 2-EHN chez le rat, menée par 8gaet Savolainen (Someroja &
Savolainen, 1983) a montré que le 2-EHN a les méefésts, d'un point de vue
pharmacologique, que la nitroglycérine. la vasodilatation des vaisseaux sanguins.
La toxicité dermatologique du 2-EHN a été testéedas lapins (Albinos) a la dose de 5
mL.kg®. La fourrure et I'abdomen des animaux ont étérsévent irrités. Aucun signe de
toxicité n'a cependant été observé apres 14 j@ar€(2004).
Le 2-EHN a les mémes effets que la nitroglycérime’aomme, a savoir la vasodilatation des
vaisseaux sanguins. Une simple exposition au 2-pEdN causer des céphalées graves, des
faiblesses, des étourdissements, des rougeursp@ala de I'hypotension et des palpitations.
Le 2-EHN est un contaminant pour I'environnemeatptiis il est a l'origine de trouble
pour la santé. L'étude de sa biodégradabilité iast pustifiée. Pour ce faire, il est important

de comprendre comment les micro-organismes pewamdder a ce substrat hydrophobe et

volatil.
2 Accession des microorganismes aux Composes organi qgues
hydrophobes

Certains microorganismes utilisent les hydrocarbemmme source de carbone pour leur
croissance. De ce fait, ils se sont adaptés eneterge résistance et d'équipement
enzymatique pour utiliser ce type de substrat. bgdrocarbures sont des composés
hydrophobes dont la solubilité diminue & mesure lguenasse moléculaire des composés
augmente. Pour les hydrocarbures dont la solubiéigé faible (< 0,1 gt), les

microorganismes ont développé des stratégies pour &u contact du substrat. Quatre modes
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d'accession, illustrés dans figure 1.2 ont été avancés pour expliquer I'assimilation des

hydrocarbures par les microorganismes (BouchezaNaital, 1999; Hommel, 1994).

= :Bactéries

ase
aguetise

Phase
aqueuse

—
—
Solubilisation de Transfert interfacial Transfert interfacial Transfert micellaire

I'hydrocarbure dans direct facilité (HC émulsionne) (micelles < S0 nin)
la phase aqueuse

Figure 1.2 : Les meécanismes d'accession des microorganismes hgydrocarbures
(Vandecasteele, 2005)

2.1 L’assimilation des hydrocarbures solubles
L’assimilation en phase aqueuse a surtout été rtgmpopour les hydrocarbures

aromatiques suffisamment solubles et les alcamgsdgBouchest al, 1995a; Goswami &
Singh, 1991). C'est sous forme solubilisée quelhstsat pénetre dans la cellule.

2.2 L'accession interfaciale
Les micro-organismes utilisant les alcanes peubssdupossédent fréguemment une

membrane externe hydrophobe (Miura, 1978; Rosend&&6). L'hydrophobicité élevée de
cette enveloppe permet I'adhésion du microorganasxegouttelettes de substrat présentes
dans le milieu aqueux, souvent de taille tres sepér a celle des bactéries. Le substrat
pénétre directement dans la cellule par diffusiartransport actif sans dissolution préalable
dans la phase aqueuse. L'hydrophobicité des mgainmmes concernés entraine souvent une

forte tendance a l'agrégation.

2.3 L'accession interfaciale facilitée (émulsificat  ion)
Dans ce cas, l'intervention de biosurfactants pgtechar les microorganismes accélere

le transfert des hydrocarbures en augmentant Iftieefaciale entre les phases hydrophobe et

hydrophile. On parle de transfert interfacial assi'action des biosurfactants est souvent
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complexe. lls participent a la pseudo solubilisaties alcanes nécessaires a la croissance tout
en restant associés aux cellules bactériennes mperddacroissance, puis sont libérés
massivement lorsque le microorganisme a cessé ¢onitsance (Singer & Finnerty, 1984).

2.4 Le transfert micellaire
Difféerents auteurs ont montré que la solubilité aappte desn-alcanes était tres

largement supérieure a celle mesurée dans I'easl ldarcultures de levures soHalcanes
(Roy et al, 1978) ou sur HAP (Kimet al, 2001). Cette augmentation de la solubilité
apparente est liée a la formation d'une microémulstsultant de la pseudo solubilisation des
hydrocarbures par des biosurfactants produits @amicroorganisme. Les micelles ainsi
formées, de taille tres inférieure aux bactériasiremt en contact avec la cellule. Le
mécanisme de transfert a travers I'enveloppe e@kuh'est en réalité pas connu. Une protéine
de transport membranaire AIKL a été cependant srisévidence (van Beilegt al, 1992b).
Hommel et Ratledge (Hommel, 1994) ont formulé ugpotthese sur I'existence des pores
hydrophobes au niveau de I'enveloppe bactériehfiautl noter que la surface externe d'une
micelle est majoritairement hydrophile et le tramsimicellaire apparait privilégié chez les
microorganismes dont I'hydrophobicité de I'envetppicellaire est faible (Bouchez-Naital
et al, 1999). Les interactions hydrophobes entre substieellule microbienne sont d'ailleurs
complexes car les biosurfactants produits sont epides d'affecter I'hydrophobicité
cellulaire. En effet, le role physiologique des dnuidactants est multiple. lls interviennent
dans la formation de microcolonies, ils facilit¢lassociation en surface des bactéries et de
part ce fait la formation d’agrégats, ils assuréntformation d'une structure de type

filamenteuse et jouent un roéle dans la dispersemhiofilms (Pamp & Tolker-Nielsen, 2007).

3 Biodégradation des hydrocarbures aliphatiques
Plusieurs familles d’hydrocarbures regroupent dasposés pétroliers, parmi lesquels,

des alcanes linéaires, ramifiés, cycliques et degposés mono- et poly- aromatiques. Le 2-
EHN est un ester branché a 8 atomes de carboferd&ai ici seulement ce qui concerne la
biodégradation des hydrocarbures linéaires et bémaConcernant I'étude exhaustive de la
biodégradation des hydrocarbures pétroliers, voosivgz vous référer a Il'ouvrage
« Microbiologie Pétroliere » de J.P. Vandecasté0€5).
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3.1 Les alcanes linéaires
Les n-alcanes de longueur de chaine supérieure a nemfeatole carbone sont les

composes les plus facilement biodégradables lansedéventuelle pollution (Britton, 1984).
lls contribuent a la formation de films d’hydrocarbs (Leahy & Colwell, 1990). En revanche
les alcanes de plus courte chaine sont toxiqugdust difficlement biodégradables, ils
agissent comme des solvants vis-a-vis des membi@datkinson & Morgan, 1990). La
premiere étape d’oxydation est catalysée par uggémase. La présence d’oxygene est donc
une condition nécessaire a la dégradation de cécuales. Trois voies de dégradation ont été
clairement élucidées qui mettent en ceuvre une e@lbgdroxylase qui catalyse une réaction
d’oxydation terminale ou subterminale. Le schénés@nté par lfigure 1.3 illustre les voies
de dégradation des alcanes connues chez les migaoismes.

En général, l'alcane est tout d’abord oxydé en dlcprimaire par une alcane-1-
monooxygénase, puis en aldéhyde par une alcoolydésiénase et enfin en acide
carboxylique par une aldéhyde déshydrogénase.deofexydation subterminale, I'alcane est
oxydé en alcool secondaire puis en méthyl-cétolie;negme dégradée en ester par une
réaction de type « Baeyer-Villiger », impliqguanteumonooxygénase. L’ester s’hydrolyse
ensuite en alcool, puis s'oxyde en aldéhyde, mideal’acide carboxylique ainsi formé est
soit métabolisé par l'intermédiaire de la voie d@-bxydation, soit incorporé dans la voie de

synthese des lipides cellulaires.

Sublerminal alkane

{CHa), MON C0XYgENaSE OH
HiC~  “CHy »
He., ~H
Alkame-1-monooxygenase + (CHzk  (CHly
(CHgly DM
Halz -~ c + Alcahol dehydroganase
Ha
Akcohal dehydrogenase +
He. ~H
(CHzly .0 (CHak, (CHaly

Baeyar-Yilliger monookyganase

{CHS) F.:%HI'F:G {CHE}!““H
T

Aldeshyda dahydrogenase

2n
Hi= “CO0H
o-fatty acid monooxygenase

HO {CHy Esteraza
e TUEo0H }
Ha H~., _-OH (CHa)
Alcohol dehydroganase o (CHg, HOOC H
o {CHy),
“N‘..‘-C - ~ Co0H 4’_"’,_/—/——_/
H

Aldehyde dehydrogenase 4 P-oxidation
{CHaly / T

Carbon and energy
HOOE - TGROH

Figure 1.3 : Voies de dégradation des alcanes adifiues (van Beilen et al., 2003).
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3.2 Les alcanes ramifiés
Les composés branchés sont en général plus résisdata dégradation que leurs

homologues linéaires. Les alcanes branchés coritenaou deux groupements méthyles sur
leur chaine principale sont completement métatobseCQ. Les voies de dégradation mises
en jeu sont similaires a celles intervenant lorsaddégradation des alcanes linéaires (Thijsse
& Van der Linden, 1961). En général, plus les gesupnts méthyles sont éloignés de
'extrémité de la chaine, plus la biodégradation fasile (Pirnick, 1977). Les molécules
présentant des carbones tertiaires sont dégradéasslgmtement. Les composés les plus
récalcitrants sont ceux qui comportent un carbarsegnaire. La molécule est d’autant plus
difficilement biodégradable que la chaine carbastgyrande, le carbone substitué est pres du
centre de la chaine principale, le degré de subistit est élevée (Mc Kenna, 1972). La
résistance des alcanes branchés peut avoir d’aex@gations parmi lesquelles : i) les
cellules sont incapables de transférer les moléduianchées au travers des membranes, ii) le
systeme enzymatique n'est pas capable d'oxydgpeeale molécule, iii) les alcanes branchés
ne parviennent pas a induire le systeme enzymatigugdation ou iv) le substrat est toxique

pour les cellules (Schaeffet al, 1979).

3.2.1 Substrats utilisés par la B-oxydation
La B-oxydation correspond a quatre réactions successive cours desquelles la

chaine carbonée d'un acide gras couplé au coenZymast réduite de deux atomes de
carbone. L’acyl gras-CoA dont la chaine carbonéeéshiite de deux unités, retourne alors
dans un cycle dg-oxydation et est de nouveau réduit de deux ataieesarbone. L’'acide
gras-CoA subit ainsi plusieurs cycles plexydation jusqu’'a sa dégradation compléte en
acétyl-CoA. Ce mécanisme peut étre stoppé en famale plusieurs facteurs mélant les
propriétés physico-chimiques de l'acyl-CoA, la laegr de la chaine carbonée, la présence
d'un alcaneB-substitué ou ayant un carbone quaternaire, laerdration du substrat, la
présence de CoA, d’acétyl-CoA ou le ratio NARADH. Alvarez (2003) suggére que fia
oxydation joue un r6le central chez les Actinomgséfigure 1.4). Une partie des-alcanes
est incorporée aux lipides cellulaires aprés unglation de I'une de ses extrémités sans qu'il
y ait dégradation compléte de I'acyl-CoA. Dans as, ¢a biosynthese des acides glasiovo
est probablement inhibée. Les acides gras produ#esi des intermédiaires clés chez les
Actinomycétes pour la biosynthése de plusieurs aspdipidiqgues leur permettant des
interactions environnementales avec des hydrocasbukinsi, lap-oxydation ne sert pas
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seulement a la voie catabolique des Actinomycetais mwussi a la production de lipides de

fonction et de structure diverses (Alvarez, 2003).

Mlycalic acids

Hydeiss ot oo fI Dy Phaspholipids
{Rhvodscocess, Wocardia) [cell envelope) {mh‘mm e
. “Trincylglycerols
Hexadecans
{Rkadocoveus, Nocardia, \‘ {carbon aed energy reserves)
Dierziz, Gardowia)
T [ Dt i
é\/\/‘w Hexadeeanoic acid
FPheayld=cane
{Rhodocovews opacus PTG g  Fhenyldecanoic seid e mree)
Fatty acid
Synthesis
T T T
Pristan: Prigianoic acid
{Norardia globeruta $32} »
Soualane Cyclohexyldodecansic acid )
(Mycobacieriym rarsbonenss S04 / T *  Glataneogenesis
Dupdedyleyolohexmme
{fycodacie rium convolwen)

Figurel.4: Dégradation et assimilation de nombreux hydrdcaes chez les Actinomycetes
(Alvarez, 2003).

Le fonctionnement de I8-oxydation décrit pour les chaines d'alcanes Ineéaiolere des
alcanes qui possedent des branchements méthykegtlides portant sur la dégradation du 2-
méthylhexane paP. aeruginosasont les premiers travaux réalisés sur la dégmadates
alcanes branchés (Thijsse & Van der Linden, 196&).mise en évidences d'acide 2-
meéthylhexanoique et 5-methylhexanoique confirmé&xistence de voies de dégradation
similaires a celles intervenant dans la dégradaliesn-alcanes. Pour cette raison, seule la
dégradation d'alcanes ramifiés particuliers (alsap@lyméthylésp-substitués ou ayant un

carbone quaternaire) est détaillé ci-dessous.

3.2.2 Cas du pristane et phytane : Alcanes polyméth  ylés
Le pristane (2,6,10,14-tétraméthylpentadécane) @t bomologue le phytane

(2,6,10,14-tétraméthylnexadécane) sont présents tk pétroles et dans les sédiments
anciens. Les produits isolés de l'oxydation momoiesle (Nakamiyaet al, 1985),
diterminale (McKenna & Kallio, 1971; Pirnikt al, 1974) et subterminale (Rontagi al,
1986) conduisent au schéma présenté danfglae 1.5 L'acide ou le diacide, apres
activation en acyl-CoA, peut étre dégradé panxydation. Le point important est que la

position 2 de chaque branchement méthyle par rapaox positions successives du

-10 -
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groupement carboxyl-CoA terminal ne bloque pasrtaggession de If-oxydation qui libére

tour a tour du propionyl-CoA et de l'acétyl-CoA.

A A
WWH A AL A
Wcm |

|

JI CHiCHCOSCoh

Hooe Ao A A coon " COSCoA )\/-\_/'\/-\_/k./\&ak
1—. CH,CH,COSCoA l_., CH,COSCoA Y-on
HDDG#J\f“-\.—‘Ln.r"\.d’LﬂGGSGoA Wmsmn Su inal ox iation
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H DDGf‘J‘\mSGﬂA_..mmin]ﬂ-Gnh

Diterminal oxidation

Figure 1.5 : Voie métaboliques de dégradation duspane (Vandecasteele, 2005)

3.2.3 Voie du citronellol et alcanes  B-substitués
Les antéiso-alcanes (3-substitués) sont raremsfiésxen raison de la présence d’'un

carbone quaternaire bloguant la voie classiqueadkeoxydation (croix bleue sur lagure

1.6). En effet pour les 3-alkylacyl-CoA, froxydation est bloquée apres I'étape d'hydratation.
Ce probleme se pose aussi pour les terpénoides edenciironellol, le géraniol et le nérol. |l
est ici résolu chez certains micro-organismes @abaxylation du groupement meéthyle
concerné et élimination du groupement carboxymeétfoime.

Cette voie a été initialement découverte par Seubteses collegues chd2zseudomonas
citronellolis capable de dégrader le citronellol (Seubert & FE864) et a été ensuite rapporté
chez d'autre®seudomonag-orster-Frommest al, 2008) Selon Fallet al (1979), les voies
de dégradation du citronellol et des 3-méthylalsasee rejoignent. lls proposent ainsi que la

dégradation d'un 3-méthylalcane se fasse initiatémpar la voie de dégradation des alcanes

-11 -
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(formation d'un acide carboxylique) puis ensuitelpavoie de dégradation du citronellol et se

termine paf-oxydation classique.
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Figure 1.6:Voies métaboliques de dégradation du citronellar f’'seudomonas aeruginosa

et P. citronellolis. (Adapté de Forster-Fromme dt,&2008)

Pseudomonas citronellolist plus récemmenR. aeruginosant été étudiés pour leur capacité
a dégrader les terpénes, en particulier le cittohg@eubert & Fass, 1964 ; Forster-Fromebe
al., 2008). Ces bactéries possedent une enzyme cagdabtEbloquer le cycle de &
oxydation lors de la présence d'un méthyle en mosi. C'est une géranyl CoA
décarboxylase qui permet la formation d'une foncttacétate au niveau du groupement
meéthyle qui bloque normalement faoxydation. Cette réaction permet au substrat e’étr
utilisé par d’autres enzymes spécifiques de laabgiron des terpenes comme l'isohexenyl-

glutaconyl CoA hydratase puis la 3-hydroxy-3-isadmef-glutaryl-CoA acetate lyase. Apres

-12 -
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la formation de l'intermédiaire enoyl CoA (7-métiBhoxo-6-octenoyl-CoA sur ldigure

1.6), le cycle deB-oxydation se poursuit sans encombre.

3.2.4 Alcanes polyméthylés récalcitrants a la biodé  gradation
Du fait du mécanisme particulier de dégradation désanes p-substitués, la

dégradation des alcanes polyméthylés dépend dapacité a attaquer des branchements
meéthyles en position 2. Ainsi, (Schaefédral, 1979) rapportent que la présence de structures
anteisoaux deux extrémités de I'hydrocarbure rend la oubdetotalement récalcitrante alors
que les structuresiso ralentissent l'oxydation par rapport a la molécuieéaire
correspondante. Ces observations basées sur teegeéezoissance sur des isomeres d'octane
disubstitués (diméthyloctanes) et avec des micgasusmes sélectionnés sur octane, ne sont
cependant pas généralisables aux micro-organisrogss ale la voie du citronellol. Par
exemple, des micro-organismes capables de dégrdégerisoalcanes peuvent parfois
s’attaquer a des alcanes substitués. C'est leeddyabbacterium austroafricanutikP 2173,
isolée pour sa capacité a dégrader I'iso-octan&a(BeSerenat al, 2000b) et qui dégrade
totalement de facon similaire les 2,5- et 3,4-tthglpentane (voir § 5.2.2). Cependant, les
isoalcanes possédant des atomes de carbone skdbstiansécutifs, comme le 2,3,4-
triméthylpentane, sont résistants a la biodégradd®olano-Serenet al, 1999).

3.2.5 Dégradation du di-2-éthylhexyl phtalate
La dégradation du di-(2-éthylhexyl) phtalate (DEHi#R}si nomméis (2-ethylhexyl)

phtalate a fait 'objet d’études récentes.tig(2-ethylhexyl) phtalate a une structure qui, une
fois libérée du groupement phtalate, libére dut3déexanol dont la structure est proche du
2-EHN (igure 1.7).

)

bis(2-ethylhexyl) phthalate
Figure 1.7 : Structure du bis-(2-ethylhexyl) phtaia

-13 -



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Les diesters de phtalate comme le DEHP sont lamgemslisés pour les productions
industrielles de plastiques et bien connus pouseades perturbations endocriniennes (Nalli
et al, 2006). Ce sont des composés récalcitrants quéwsiaulent dans I'environnement, en
l'occurrence dans les eaux usées. Il a été monadagdégradation des diesters de phtalate se
déroule dans I'eau des rivieres et dans les baie®es de station d’épuration. Les micro-
organismes capables d'une telle dégradation appaeit au genre de3orynebacterium
Pseudomonadfkhodococcus Micrococcus spet Gordonia Une estérase catalyse I'hydrolyse
des diesters de phtalate en monoesters correspgoAdenine enzyme d'organisme supérieur
hydrolysant le monoester n'a été identifiee. Enéggln la dégradation d'esters dtbutyl
phtalate a lieu en deux étapes : une estérase fdesienono-esters et une hydrolase forme
'acide phtalique et du 2-ethyhexanol (Nishio&hal, 2006). Récemment, une souche de
Mycobacteriumsp. capable de dégrader les DEHP en acide 1,Z2bedicarboxylique ou
acide phtalique et en 2-ethylhexanol a été isdi&kdmiyaet al, 2005). Ces études mettent
en évidence la facilité de I'hydrolyse du DEHP etdigradation de l'acide phtalique et la
récalcitrance du 2-éthylhexanol, qui s’accumulesdén milieu, dont la structure est trés
proche du 2-EHN. Il en est de méme pour la dégi@dadu bis (2-ethylhexyl) adipate
(BEHA), un autre additif des plastiques, qui aursode sa dégradation pRhodococcus
rhodochrousaccumule du 2-ethylhexanol et de 'acide 2-ethydheique. Nallet al. ont noté
gue l'acide 2-éthylhexanoique accroit la toxiciténdilieu et que ce dernier n’est pas dégradé
(Nalli et al, 2002). Cet exemple illustre le caractere réaaloitde I'entité « 2-éthylhexyl »

lors de la dégradation de ce type d’ester.

4 Systemes enzymatiques de dégradation d’alcanesra  mifiés
Les enzymes mises en ceuvre pour la dégradationodwoses polluants ont été

largement étudiées et recherchées dans les miamismes issus de sols et de sites pollués
(Kloos et al, 2006; Penekt al, 2006). Les études portent surtout sur des oxywgmna
catalysant I'étape initiale de dégradation. Les yermes de lap-oxydation sont tres
redondantes chez les bactéries des sols et preenesharge la dégradation des acides
carboxyligues. Dans le cas du 2-EHN, les enzymé&ngiellement impliquées dans la voie de
dégradation seraient des alcane hydroxylases, d&&rases, des aldéhyde et alcool
déshydrogénases et les enzymes dédaydation. Seules ces catégories d’enzymes seront

considérées ci-dessous.
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4.1 Les alcane-1 monooxygénases (E.C. 1.14.15.3).
Les alcane monooxygénases sont responsables tdgu&atinitiale de I'alcane qui est

converti en son alcool correspondant par le biaisedoxydation du carbone a I'extrémité
terminale ou subterminale. Le systeme enzymatiqdeoltylase catalysant cette réaction est
généralement couplé a un systeme transporteurctliis. En fonction de la longueur de
chaine des alcanes, différents systemes d’enzyom¢snspliqués fableau 1.9.

Les enzymes de type méthane monooxygénase oxyeerdldanes composés de 1 a 10
carbones. Deux formes de cette enzyme ont ététekcria méthane monooxygénase
particulaire (pMMO) et la méthane monooxygénasaitsdel (SMMO). La pMMO est une
enzyme membranaire synthétisée chez la plupatasries méthanotrophes qui fonctionne

avec un centre fer-cuivre ou elle oxyde les alcatee§; a G. Alors que la SMMO est une

enzyme soluble oxydant les alcanes deaGG,. (Ayala & Torres, 2004, Deeth & Dalton,

1998).

Tableau 1.2 Enzymes capables d’oxyder les alcanes (d'apesBeilen & Funhoff, 2005)

Enzyme Composition and cofactors Examples of host organisms Substrate range
Class | P450 (CYP153) P450 oxygenase: P450 herne Sphingomonas sp. HXN-200, CiCia
Ferredoxin: [2Fe—-25] Mycobacterivm sp. HXN-1500,
Ferredoxin reductase: FAD, NADH Acinefobacfer sp. EB104
Class Il P450 {CYP52) Microsomal oxygenase: P450 heme Candida maltosa, Candida frapicalis, CioCia
Reductase: FAD, FMN, NADPH Yarrowia lipolytica
Class |l P450 (CYP2E, CYP4B) Microsomal oxygenase: P450 heme Humans and rabbits CeCio
Reductase: FAD, FMN, NADPH
Integral membrane Membrane hydroxylase: dinuclear iron  Acinefobacter, Alcanivorax, Burkholderia, CgCie
alkane hydroxylase Rubredoxin: iron Mycabacterium, Pseudarnanas,
Rubredoxin reductase: FAD, NADH Rhodococcus
Soluble methane asPaye structure Methylisinus frichasporium QOB3b, Ci—Cio
moNooXygenase Hydroxylase: dinuclear iron Methylococous capsiiatus (Bath)
Reductase: [2Fe-285], FAD, NADH
Regulatory subunit
Particulate methane Putative aspove structurs All known methanotrophs Ci—Cs
MonNooXygenase
Propane monooxygenase Putative aypsys structure Gordonia sp. TY-5 Cyand CygCom
Reductase: NADH
Regulatory subunit
Butane monooxygenase asPaye structure Pseudomonas bufanavora CrCs
Hydroxylase: dinuclear iron ATCC 43655
Reductase: [2Fe-285], FAD, NADH
Regulatory subunit
Engineered P450cam P450 oxygenase: P450 heme Pseudomonas putida ATCG 29607 CxCio
Putidaradoxin: [2Fe-25]
Putidaredoxin reductase: FAD, NADH
Engineered P450BM-3 Single polypeptide: FAD, FMN, NADPH Bacillus megateriuvm ATCC 14581 CxCs
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Les alcanes contenant entre 4 et 16 atomes denearant oxydés soit par une alcane
hydroxylase trans-membranaire a fer non hémiquiymke AlkB (Shanklinet al, 1997), soit
par un cytochrome P450 soluble de type CYP153 (fflirgt al, 2006).

Les alcanes de longueur de chaine supérieurg;asd@t aussi oxydés par des mono-
oxygénases nommeées LadA (Fextal, 2007).

Les alcane hydroxylases catalysent I'hnydroxylaties alcanes linéaires et/ou branchés, des
cyclo-alcanes simples aualkylés. Dans le cadre de la dégradation du 2-Eftiis ne nous
intéresserons qu’aux alcane hydroxylases dégrddardicanes linéaires et/ou branchés de
longueurs de chaine comprises entseel0Gs chez les bactéries. Il s’agit des méthane mono-
oxygénases solubles (sMMO), des hydroxylases merabes de type AIKB et de
cytochromes P450 de la famille des CYP153.

4.1.1 Les méthane monoxygénases solubles sMMO
Les MMO catalysent la conversion du méthane en améth ce qui permet aux

bactéries methanotrophes d’utiliser le méthane cemnique source de carbone et d’énergie.
Les enzymes impliquées dans 'oxygénation du métisamt représentées parfigure 1.8.

Cette réaction est aussi catalysée par des cytoes®450.

R-OH, H.O Reaductasa rad NAD{PH + H*
Monooxygenass @ @
RH, &y Raductass ox MNAD(PY*

Overall reaction: RH + O, + NAD{P)H + H* —* ROH + H,0 + NAD(P}"
Figure 1.8 : Etapes impliquées dans la réaction d’oxydation lpaméthane monooxygénase
soluble (d’aprés Ayala & Torres, 2004).
A la différence des pMMO, la SMMO est une enzymkhilde, induite lors de carences en
cuivre et qui n’est pas présente chez tous lesanétlophes. Les méthane monooxygénases
solubles les plus étudiées sont cellesvidthylosinus trichosporiur®B3b etMethylococcus
capsulatus Ce sont des méthane monooxygénases a trois camtpescomprenant une
hydroxylase a fer binucléaire (MMOH) de 245 kDaguNADH oxidoréductase a FAD
contenant un cluster fer-soufre (MMOR) de 40 kDaie¢ petite sous unité de régulation,
indispensable au fonctionnement de I'enzyme (MM@B)16 kDa représentée en vert sur la
figure 1.9 illustrant le cycle catalytique des sMMO (Kopp &ppard, 2002) (Hamamuret
al., 1999).
L’oxygénation du méthane n’a lieu qu’'en présencdadprotéine de régulation MMOB. Le
cycle catalytique commence par la fixation et Reation de I'Q par I'enzyme réduite

MMOHq De ce fait, des intermédiaires tres reactifs sfmrmeés (MMOHperoxo €t
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MMOH peroxg, qui conduisent a I'’hydroxylation du méthane aisdant les atomes de fer de
'enzyme sous forme ferrique. La réductase MMOHs&tialors deux électrons provenant de
I'oxydation du NADH pour réduire la MMOH oxydéelsucler le cycle catalytique (Kopp &
Lippard, 2002).

La croissance sur les alcanes gazeux d& G est aussi attribuée a des bactéries appartenant
aux genresCorynebacterium-Nocardia-Mycobacterium-Rhodococfshraf et al, 1994).
Hamamuraet al. ont montré que malgré les points communs exisenite la butane
monooxygéenase dilycobacterium vaccadOB5 et celle déseudomonas butanovorkes
enzymes ne sont pas sensibles aux méme inhibiegung fonctionnent pas de la méme
maniére. Par exempld?. butanovorapeut oxyder I'éthene uniquement en présence de
peroxyde d’hydrogéne, mais son rendement est fs@smoindre que celui d’'une sMMO de
Methylosinus trichosporiun©B3b (Dubbelset al, 2007). D’autre part, certaines bactéries
sont équipées de plusieurs alcane monooxygenasest I€ cas deNocaroidessp. CF8
pouvant produire deux enzymes durant [|'oxydations dalcanes: une méthane
monooxygénase a cuivre (pMMO) et une alcane hydaseymembranaire a fer binucléaire
de type AIKB. (Hamamurat al, 2001).

H
p"o T
Felll Fell

N

CH4OH

Fell © “Fel

MMOH ey
CH, + Oy + NADH + H* —= CHOH + HoO + NAD+

Figure 1.9: Cycle catalytique de la méthane monooxygénaep{i& Lippard, 2002).
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4.1.2 Les hydroxylases de type AlkB (E.C 1.14.15.3)
4.1.2.1 Propriétés générales

L'équipe de Coon (Petersah al, 1967) a caractérisé le systeme alcane hydroxylase
de P. oleovoransrenommeé par la suite d& putida(van Beilenet al, 1992a; van Beileet
al., 1994; van Beileret al, 2001). Il est constitué de trois protéines : bhgdroxylase a fer
non hémique nommeée AlkB, une rubrédoxine contenardtome de fer et une rubrédoxine
réductase. Ces deux derniéres protéines agissd¢ahieque transporteurs d’électrons entre le
NADH et I'hydroxylase comme indiqué surfigure 1.10. L’hydroxylase est une protéine de
masse moléculaire comprise entre 44 et 50 kDa. &dfe présente dans la membrane
cytoplasmique, et son activité nécessite la présee phospholipides et de fer. La
rubrédoxine est une protéine qui contient un cemtté constitué d’'un atome de fer lié aux
atomes de soufre de quatre résidus cystéine etafdrainsi une structure tétrahédrique. La
rubrédoxine réductase est classée dans les flagapes utilisant le Flavine Adenine
Dinucléotide (FAD) comme co-facteur (van Beiletnal, 1994).

O,
R-CH,4 S Rubrédoxine Réductase-FAD NADH + H*
2+
Hydroxylase Fe I
A=Cha0 N Hubredoxme Réductase-FADH, NAD*
H,0 )

Figure 1.10: Chaine de transfert d'électrons des systemesiaiRylases a fer non hémique.

4.1.2.2 Diversité des génealkB d’origine bactérienne
Plus d’'une centaine de géenalkB de type alcane-1 monoxygénase sont répertoriés

dans les bases de données. Les séquences desal@lesmologues peuvent présenter des
divergences importantes, avec des taux d'identtédé@passant pas parfois 40 % (Heiss-
Blanquetet al, 2005). Certaines variations reflétent des difiées de spécificité vis-a-vis du
substrat, en fonction de la longueur de chaine alesnes. La présence de trois a cing
homologues divergents ddkB dans plusieurs souches B&iodococcusaccroit la gamme
d’alcanes (& C;6) dégradeés par ces souches (van Beslead, 2002Db).

Les genes d’alcane hydroxylases de micro-organigpn@sents sur un site pollué par des
hydrocarbures ont été recherchés et partiellen@niencées. Un arbre phylogénétique a pu
étre ainsi réalisé sur la base des séquencesllgartites génealkB codant pour l'alcane
hydroxylase figure 1.11). Cet arbre montre que la divergence des séquelesegenealkB
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n’'est pas corrélée a celle qui a été établie mespeces bactériennes en se basant sur les

séquences des ARNr 16S. van Beitgral. (2003) ont souligné que cette observation résulte

probablement de transferts horizontaux des gexleB parmi les souches bactériennes

appartenant au méme genre bactérien.

B. cepacia ATCC25416
B. cepacia RR10

P. fluorescens CHAQ
P. fluorescens DSM50106

P. aeruginosa PAO-1 alkB 2

Pseudomonas sp . A4

P. aeruginosa PAO-1 alkB 1

Pseudomonas sp . Al

P. aeruginosa PG201

groupe
Pseudomonas 2

R. erythropolis 35-O
R. erythropolis .
B16531 alkB 1 R. erythropolis 23-D/3

groupe
Prauserella rugosa B2295 Rhodococcus 1
Nocardioides sp . CF8

R. erythropolis  23-D/1

Rhodococcus sp.
1BN R. erythropolis B16531 alkB 2

R. erythropolis  42-O

Unid. bact:

HXN1000 .
R. erythropolis  50-V

M. tuberculosis Rv3252c

Unidentified bact. HXN600
O. messinensis ME102

Thalassolituus oleivorans MIL-1

A. borkumensis AP1

P. putida GPol

groupe
Pseudomonas 1

Pseudomonas sp. 7/156

P. putida P1 P. aureofaciens RWTH529

Figure 1.11: Arbre phylogénétique des séquences partiellescahe hydroxylases (AlkB)
connues et obtenues a partir d’'un sol contaminé ges hydrocarbures. Adapté de Heiss et

al. (2005).

4.1.2.3 Organisation génétique des geneskB

Dans la plupart des bactéries étudiées, les geaeedédradation des alcanes sont

dispersés dans I'ensemble du génome. Les alcarmexyases de type AIkB sont présentes

aussi bien chez des bactéries a Gram négatif dre gseudomonasu Acinetobacterque

chez les bactéries a gram positif du gérinedoccocusu Mycobacteriumll en existe parfois

plusieurs copies comme le montrditure 1.12
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500 1000 1&'100 . 2t‘.|00 2500 SqOD 35]00 4900 . 45|.DD ECIF.'IO 5500 6000

R. erythropolis NRRL B-16531

akBi rubA1 rubA2 alklt sec

cationic transporter {ing.}, alkB2 bA hA4_alkt2 (ipc.)
[ i o S
sacfinnf alkB3

akB4 glutarmyl IRNA synthotase

— S ba

Rhodococcus sp. strain Q15

alkU1 2.9kb

cationic transporter (inc.)

M. tuberculosis HITRv
cationic ransporter alkB2 rubA3rubAd  alkU2
| i S

P. putida GPo1

alkF  alkG

Acinetobacter sp. strain ADP-1

Acinetobacter sp. strain M-1
alkRa L

ff
g ol

alkRb

Mycobacterium vabaalenii PYR-1

transcription factor WhiR

Figure 1.12 : Exemples d’organisation de gene alkez des bactéries dégradant les

alcanes. Adapté de (Whyte et al., 2002).

En noir sont représentés les génes alkB, en ges s rubrédoxines, en gris foncé les
rubrédoxine réductases, en rayures horizontalesleshydrogénases et en rayeé les génes de
régulation.

Dans un certain nombre de cas, les génes de laduakine et de I'hydroxylase sont séparés,
sauf pour le systeme d’oxydation des alcaneB.deutidaGPol découvert par van Beileh
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al. (2001). Dans cette configuration, toutes les [megenécessaires a I'oxydation de I'alcane
jusqu'aux dérivés acyl-CoA correspondant sont cedeésr I'opéronalkBFGHJKL (figure
1.13.

I T T T T 1T T T 1T T 1T 1T 11 I I | | [Outer
HEEEEEEEEEEE |[’°‘""-]| | | | [membrane
Transport ? ﬁ Periplasm
AI/_\ ? I( Cytoplasmic
i I — membrane

AlKB
% NN s>
" OH 0= Chemotactism ?

@ Metabolic @
pathway

g

0 Cytoplasm
VWYSCOA
/ o
B-oxidation @
+ Regulation +
akBpakB F G H J K L  akN alkT alkS alkSp

Figure 1.13: Voie de dégradation des alcanes chez P. putigalG rdle et localisation
cellulaire des protéines impliquées. Adapté deBaiten et al. (2001).

L’opéron contient outre le géne codant pour un@rachydroxylase membranaire (AlkB),
deux génes codant pour des rubrédoxines (AlIkF keGAl(Petersoret al, 1967; Peterson &
Coon, 1968; van Beilest al, 2002a), une aldéhyde déshydrogénase (AlkH) etpuotgine
impliquée dans le transport des substrats (Alkles géneslkS et alkT, situés sur un locus
séparé sur le plasmide OCT de cette souche coegmtctivement une protéine de régulation
nécessaire a l'activation de l'expression de lompétk (van Beilenet al, 1994) et une
rubrédoxine réductase (Eggimk al, 1990; Ueda & Coon, 1972). L'ensemble des gafies
est flanqué de deux séquences d’insertion caratitgre d’un transposon de classe 1 (van
Beilenet al, 1994; van Beilert al, 2001).

4.1.2.4 Spécificité
Bien que la structure tridimentionnelle de la piréne soit pas connue, il est

probable que I'alcane hydroxylase de type AlkBsait hélices transmembranaires. Celles-ci
sont arrangeées par paires reliées entre ellesdm/geés courtes boucles du coté périplasmique

(figure 1.14). L'enzyme possede une poche hydrophobe danslladaesubstrat accede au
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site catalytique. Ce dernier a deux atomes deiderd des résidus histidine localisés dans
guatre séquences trés conservées. Les motifs ihéstgk situent au sein des domaines
hydrophiles cytoplasmiques de I'enzyme (van Bei¢ral, 2005b). Les séquences sont les
suivantes : A . HizgEXXHK43. B EigHXXGHH173; C: NogoYXEHYGy75 et D :
L30dQRHXDHHA317. Elles sont visibles sur lagure 1.14. Les motifs A, B et C ont été
trouvés dans les séquences partielles des alcamroxylases de Mycobacterium
austroafricanumlFP 2012, IFP 2015 et IFP 2173, Blgcobacteriumsp. IFP 2009 et di!.
vaccae JOB5 (Lopes Ferreir@t al, 2007), deAcinetobactersp. ADP-1 et M-1, deM.
tuberculosisH37Rv, deRhodoccocusp. Q15 eR. erythropolisNRRL B-16531 (Whyteet

al., 2002)et dd’>seudomonas putidapol (van Beilen & Funhoff, 2005).

Alcane hydroxylase se liant aux Alcane hydroxylase W55S se
alcanes de £a G liant aux alcanes des@ G

Figure 1.14 : Modele montrant le substrat dans ligescatalytique de l'alcane hydroxylase

de P. putida Gpol w.t. (W55-AIkB) ou du mutant W5&5-AlkB). Selon (Rojo, 2005)et
adapté de (van Beilen & Funhoff, 2005).

Les hélices transmembranaires de l'alcane hydr@eylsont représentées par des cylindres,
les histidines 1) se liant aux atomes de fefd). Les lettres A, B, C et D représentent les
motifs histidine conserveés.

Les tentatives pour déterminer la structure spatlal I'alcane hydroxylase membranaire étant
pour l'instant encore infructueuses, la spécifidié alcane hydroxylases pour des alcanes de
différentes longueurs (van Beilet al, 2005b) a été étudiée en paralléle chez des ¥sutikn

P. putidaGpol et déA. borkumensi®\P1 obtenus par mutagénese dirigée. L'étude anéont
gue le changement d'un seul acide aminé dans leeség peptidique de I'alcane hydroxylase,
W55 ou W58, respectivement, par un acide aminécdfabrement moindre, la sérine ou la

cystéine, rendrait I'enzyme capable d’oxyder desaras plus longs non oxydés par les
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enzymes sauvages. Sur cette base, ces auteurs@nbpo modéle moléculaire d’insertion de
l'alcane dans le site actif de I'alcane hydroxytiese. putidaGpol {igure 1.14).

Si les données expérimentales sur l'alcane hydaseylde type AIkB a fer non
hémique sont tres nombreuses, ce n'est pas leecéaahne-1 monooxygénase a fer hémique
de type CYP153 dont la fonction n’a été décriteacuartir de 2005.

4.1.3 Les monooxygénases de type cytochromes P450
Les monooxygénases a P450 sont des enzymes tth€estulu fait de leur présence

ubiquitaire dans les organismes et de leur fréguémplication dans la dégradation des
composés xénobiotiques. La nature hémique deshoyimes P450 a été établie en 1964 par
Omura et Sato. La fonction enzymatique du cytocler&®#a50 et son role dans le métabolisme
des composés xénobiotiques et dans I'hydroxylates stéroides a ensuite été montre
(Denison & Whitlock, 1995).

4.1.3.1 Classification des cytochromes P450 :
Les cytochromes P450 sont présents chez les etesrsiopérieurs mais aussi chez les

levures et les bactéries. Une nomenclature des B4&@ établie (Nelson, 2003). Il existe
plusieurs familles de P450, nommées CYP ou Cyp tzheauris uniquement. En fonction du
regne animal, les numérotations des familles deOPetiangent. Chez les bactéries, la
nomenclature a nommé les cytochromes P450 de CYRIDYP281 (Nelson, 2003). Pour
classer des P450 dans une méme famille protéibiaeitique les protéines aient au minimum
40 % d’identité de séquence (Nebert & Nelson, 1991)

Ces enzymes sont divisées en trois classes selomtele d’action catalytique :

a) Les cytochromes P450 de classecarrespondent aux enzymes mitochondriales et

bactériennes, qui sont solubles. Ce sont des compleomposés de trois protéines : une
ferrédoxine réductase contenant un coenzyme flgnan(FAD), une petite protéine contenant
un centre fer-soufre (la ferrédoxine) et le cytoche P450. La chaine de transfert des
électrons du NAD(P)H au P450 est décrite darfigglae 1.15 Dans de nombreux systemes
bactériens, les génes codant pour le cytochrom®,Rd3errédoxine et la protéine réductase
sont regroupés en opeéron, généralement inductitdee(sonet al, 1990; Petersort al,
1992); (Chauvauwet al, 2001; Nagyet al, 1995). Ce type de cytochrome est peu spécifique
et peut catalyser I'oxydation de nombreux composés.

b) Les cytochromes de classedui incluent les enzymes microsomiales et menairas. lls

comprennent seulement deux protéines, une réductagenant deux coenzymes (FAD et
FMN) et le cytochrome P450. Le transfert des ébetrest décrit par feggure 1.15
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O,
R—CH Ferrédoxine Classe |
= Réductase-FAD NADH + H*
8 T (red) "
Cytochrome P450
R-CH,0H <= Ferrédoxine Réductase-FADH, NAD™
(0x)
H50
O,
Classe I

R-CHj o Flavoréductase NADH + H*
Cytochrome P450 (red) x
sl 2 N Flavoréductase NAD*
(0x)
H-0
Figure 1.15 : Les monooxygénases a cytochrome PA&8 chaines de transfert d’électron.
Classification selon Munro & Lindsay (1996).
c) Un cytochrome P450 de classe MYP102, a été isolé ch&acillus megateriunfP450

BM-3). Cette enzyme soluble de 119 kDa interviemmsile métabolisme des acides gras a

longue chaine et est intermédiaire entre les dalsstll. Ce cytochrome ne nécessite que la
présence de NADPH pour oxyder les acides gras (Naffulco, 1987). Il est composé de
deux domaines : un polypeptide de 66 kDa contdearteux coenzymes flaviniques (FAD et
FMN) et un polypeptide de 55 kDa correspondant woaohrome P450 (Narhi & Fulco,
1987). Ces deux domaines présentent plus de sidabt avec la réductase et le cytochrome

P450 a deux composantes (type Il) qu’avec les systdactériens (type I).

4.1.3.2 Réactions catalysées
Les cytochromes P450 sont des protéines possédamnire « héme-thiolate ». C’est

une classe de protéine a fer hémique dont le aéngeiiligand est un groupement thiol
(généralement celui d’'un résidu cystéine).
La réaction catalysée par les P450 mono-oxygérsdénsertion d’'un atome d’oxygéne dans
le substrat alors que I'autre atome d’oxygéne éditiit en eau.

RH+Q+2H +2¢6—-=ROH+HO

La plupart des réactions catalysées suivent leeaatalytique présenté parfigure 1.16.
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Figure 1.16: Le cycle catalytique par le systéme cytochrord&OP D’aprés Munro et
Lindsay (1996).

Un mécanisme général de l'activité catalytigue dgschromes P450 a été proposé
par (Guengerich & MacDonald, 1990). Le cytochron#@am dePseudomonas putida
largement servi de modeéle pour ces études. Au arice mécanisme catalytique, I'oxygéne
moléculaire est clivé et le substrat est oxyfdgifel.16). La premiére étape de ce mécanisme
réactionnel est la fixation du substrat. Lors diéecétape, qui est supposée rapide, le spin de
'atome de fer est souvent modifié. L'atome deifiialement sous la forme ferriqup dans
un état bas spin hexacoordonné est converti ematatspin pentacoordonné représenté par le
complexe [[) . Lors de la fixation du substrat le changementat’ée spin s’accompagne
d’'une modification du spectre d’absorption. Dan® weconde étape, le fer est réduit par
l'arrivée d’'un électron de la protéine réductasedeula ferrédoxine. Le fer ferreux passe a
I'état haut spin, représenté par le compldi& (Au cours de la troisieme étape, un complexe

(IV), instable [FEO,], est formé par la fixation de I'oxygéne moléctdasur I'ion ferreux.
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Lors des derniéres étapes, un second électromaesiféré au complexe cytochrome P450-
[Fe'O,] ce qui régénére les intermédiair®$)(peroxo [Fe@ " et (VIl) oxyferrique [F&'=0].

La liaison de I'oxygeéne moléculaire est ensuite pam libérant une molécule d’eau et un
intermédiaire réactif. Le substrat est alors oxygé@t libéré. Le cytochrome P450 est
disponible pour un nouveau cycle.

Les cytochromes P450 sont capables de catalydératifes réactions d’oxydation sur
un grand nombre de substrats gu'il serait trop ldeglétailler dans cette étude. Pour illustrer
certaines de ces réactions un exemple des difEsegaactions catalysées chtizodoccocus,
une bactérie capable de dégrader un grand nombecerdposés organiques, est présenté ci

dessousfigure 1.17) :
Hydloxylations

Epoxydat|on >D
J
Dloxygenat|on I \ J/

Sulfoxidation o
fé e é\ —_— g
R E R0 F R” 0

Figure 1.17: Réactions catalysées par les cytochromes P45Rhdelococcus facilitant sa
croissance et la dégradation d’un large spectrgpduants. (Larkin et al., 2005).

A : Réaction d’époxydation d’'oléfines et de cyclesnaatiques. Les époxydes des composés
aromatiques peuvent subir un réarrangement pooneioun phénol ou un trans-diol.

B : Réaction decis-dihydroxylation. Au cours de cette réaction, 2nas d’oxygene sont
incorporés au substrat. La réduction de I'oxygéméénulaire nécessite 4 électrons dont deux
sont fournis par le substrat et les deux autredgoBFADH. C’est une réaction qui est aussi
catalysée par les dioxygénases, comme la naphtdiemggénase. Cette derniere est une
enzyme a 3 composantes comprenant une NADH oxydotase a cofacteur flavinique, une
ferrédoxine a cluster [2Fe-2S] et une composanygénase terminale avec un cluster [2Fe-
2S] de Rieske et un centre a fer mononucléaires@ueet al, 2004).

C : Réaction d’hydroxylation subterminale, c’est ugaation aussi catalysée par la propane
monooxygenase deordoniasp. TY-5 et dd’seudonocardiap. TY-7 (Kotaniet al, 2006).

D : Réaction hydroxylation terminale. La plupart désames hydroxylases catalysent cette
réaction. C’est en 2001 gu’'a été mis en évidenceMzder et al une nouvelle famille de
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cytochrome P450 catalysant uniqguement I'hydroxgtatd’alcane linéaire. Il s’agit d’un
cytochrome P450 de la famille des CYP153dmetobactesp. EB104 (Maieet al, 2001).

E et F : Réaction de sulfoxidation de thiol en sulfoxidedes sulfoxides en sulfones.

Parmi ces réactions, nous nous intéresserons aoxhcgmes P450 qui sont capables de

dégrader des alcanes linéaires ou branchés dedonda chaine comprise entrgef Gg.

4.1.3.3 Les cytochromes P450 de la famille des CYP153
Les cytochromes P450 catalysent I'oxygénation djtand nombre de composés aussi

bien naturels que procarcinogenes, mutagenes @biatigques. A la différence des P450
eucaryotes, les P450 procaryotes sont solublastkk montré par Aspergetral.en 1981 que
Acinetobacterétait capable d'utiliser I'hexadécane comme unigogrce de carbone grace a
un cytochrome P450 fonctionnant comme une alcamgolylase (Aspergeet al, 1981).
Chez les eucaroytes, les cytochromes P450 ayanfomeéon d’alcane-1 mono-oxygénase
sont appelés CYP4A. Dans les bases de donnéeasivedent procaryote est nommeé AIkB, or
il s’agit de l'alcane hydroxylase membranaire arfen hémique (8 4.1.2). Les cytochromes
P450 catalysant une réaction d’hydroxylation d’'akdinéaire chez les bactéries ont été
nommés CYP153 (Maiest al, 2001). Il s’agit peut étre d’une allusion a lanmenclature de
l'enzyme : E.C.1.14.15.3.

4.1.3.3.1Fonction des CYP153
Les cytochromes P450 de la famille des CYP153 desitcytochromes de classe | car

ils utilisent une ferrédoxine et une ferrédoxindugase pour fonctionner (van Beilehal,
2006). De plus, ce type de cytochrome P450 estkolies cytochromes P450 CYP153
hydroxylent préférentiellement les alcanes linaides chaine moyenne avec une forte
sélectivité sur les régionsterminales. Les CYP153 peuvent aussi hydroxylerrdakcanes
de longue chaine et les alcanes cycliques. L’hydabion est uniquement termindlevivo. Il

a été montré quia vitro, le CYP153A6 peut former du 2-alcanol en faiblegartion (< 5 %)
(Funhoffet al, 2006).

L’hydroxylation d’'un alcane de chaine moyenne sem@ire la fonction principale des
CYP153. Funhofkt al. (2006) ont testé l'activité de onze CYP153. list’avéré que certains
cytochromes P450 (5/11) sont aussi capables dedab réactions d’époxydation, en plus des
réactions d’hydroxylation. Les réactions sont pnéSes par léigure 1.18
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Figure 1.18: Réactions catalysées par des CYP153 d’aprés Beillen & Funhoff, 2007)

Le CYP153A6 deMycobacteriumsp. XHN1500 utilise préférentiellement I'octantgra que

le CYP153A7 deSphingomonasp. préfere oxyder I'octéne. Le CYP153A6 est séilpour
convertir des alcanes en alcanols ou bien encdimdémene en alcool périllylique, un agent
anticancéreux (van Beilept al, 2005a). Le CYP153A7 est utilisé pour hydroxylesd
pyrrolidines, pyrrolidones, pipéridine et azétidingubstituées qui sont des intermédiaires

d’intérét pour l'industrie pharmaceutique.

4.1.3.3.2Présence et redondance dans les génomes bactériens
Une analyse des homologies de séquence peptidigueivaau du site actif du

CYP153 est représentée suffipure 1.19. La région comparée est comprise entre le site de
fixation du substrat proche de I'hélice | et lasénce terminale de fixation de I’'héme par la
cystéine en position axiale. (Voir § suivant paustructure).

La plupart des séquences analysées correspondens@us-famille des CYP153A. Cing
autres CYP153 appartiennent aux sous-familles GulE. La séquence la plus éloignée est
celle deNovosphingobium aromaticivora®YP153C1 qui a entre 38 et 43% d’identité avec
les autres séquences de CYP153.

4.1.3.3.3Structure
Puisque les tentatives de cristallisation du CYPIB® été infructueuses, une

modélisation de la structure a été realisée pahéifiet al. (2006) tigure 1.20). Le modéle
obtenu révele que le site actif du CYP153 a uneradtydrophobe, ce qui est le cas d’autres
CYPs. C’est aussi ce gu’avait supposé Maier en 200@bservant la nature hydrophobe des
acides aminés composant la premiere hélicgu cytochrome P450 dacinetobactersp.
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EB104. Dans ce cas, la réaction catalysée prerm glans une poche catalytique de nature

hydrophobe. Ce qui facilite le passage du substrat.

01 Acinetobacter sp. EB104 - CYP153A1 (+)
_ —— A. borkumensis AP1 - CYPI33A12(-)
‘|1' A. borkumensis AP1 - CYP153A13 (+)

A. borkumensis SK2 - CYP153A13a
A borkumensis 8K2 - CYP153A13b
R. opacus T89 - AJ843243
Gordonia sp. TE1C - AJ833999
M. paraffinicum ATCC 12670 - AJ§34000
M. marinum M - CYP153A14 (+)
R.erythropolis NRRL B-16531 1 - AJ833997
R.erythropolis NRRL B-16531 2 - AJ833998
R. erythropolis HXN2000 - AJ833996
H. neprunium ATCC15444 - CYP133A15
C.crescemus CB15 - CYP153A2
Sphingomonas sp. HXN200 - CYPI53A7 (+)
B. japonicum USDA110 - CYPL53A3 I
B. japonicum USDA110 - CYP153A4
R. palustris CGAQQ9 - CYP153A5 (-)
| — Mvyecobacterium sp. HXN1500 - CYP153A6 (+)
M. rhodesiae HXN100 - AJ833089
M. peregrinum HXNG60D - AJR3399]
M. septicem HXINS00 - AJB33990
M. abscessus HXN1200 - AJ833993
M. septicum HXNI1900 - AJE33995
— M. abscessus HKN1000 - AJ833992
Oleomonas sp. HXN 1400 - AJ833904
— _|: Sphingomonas sp. HXN200 - CYP153A8 (-)
L Sphingomonas sp. HXN200 - CYP153A11 (+)
— B fungorum LB400 - CYP153A10
B japonicum USDA110 - CYP153A9 _ |
E._chrysanthemi 3937 - CYP153E1 ]
_|: Sphingomonas sp. HXN200 - CYP133D2 (+)
Sphingomonas sp. HXN200 - CYP153D3 (-) II
N. aromaticiverans Saro_178 - CYP153D1
N.aromaticivorans Saro_178 - CYP153C1
C. crescentus CB15 - CYPI91A]
Pseudomonas sp. CYP10BA1 P450terp
P. putida PpG777 - CYP111A1 P450lin 111
8. solfataricus ATCC35091 - CYP119
P.putida ATCC17453 - CYP101 P450cam |

Figure 1.19: Arbre phylogénique des P450 de type CYP153 asél'alignement de
séquences partielles (région de fixation de I’herfugn Beilen et al., 2006)
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Mint |

Figure 1.20: Modele de la structure du CYP153A6 selon Funéiodfi. 2006.
A gauche, la structure du CYP153A6 modéliséededide en rouge le undécane coordonné a
’héme (en vert).

Pour le CYP153A6 de la souche Mgcobacteriumsp. XHN1500 (illustré par lagure 1.20)

les résidus composant le site actif sont les stsvailet101, 1le103 et Met106. Ces résidus
sont localisés, en partie, a proximité d’autresleeiaminés hydrophobes : Leu252, Val255,
Gly256, Gly257 et Thr260 dans I'hélice centraletlide Leu303, Phe407, Val408. Des
analyses in silico d’amarrage d’alcanes gra@ ont montré que dans plus de 90 % des cas,
les molécules se présentaient de la méme maniésigeaactif. Le carbone terminal est proche
de l'ion ferreux de I'héme (4,5 A) et I'alcane aeuconformation coudée le long de I'hélice |,
ceci, en raison de la présence de la Phe407. Silceses de longueur de chaine supérieure a
10 carbones ou inférieure & 5 carbones sont pé&sent site catalytique, seule une partie

(jusqu’a 50%) peut s’y fixer.

4.1.4 CYP153 ou AlkB ? : L'’exemple de Alcanivorax borkumensis SK2
Il existe deux types d’alcane hydroxylases implegiédans I'étape initiale de

dégradation d’alcanes de chaine moyenne, I'AlkBeeCYP153. Certaines bactéries sont
équipées des deux catégories d’enzymes, coRimeococcus erythropolui a quatre AlkB

et trois CYP153 (Whytet al, 2002)ouAlcanivorax borkumensiSK2 qui a deux AlkB et
deux CYP153.A. borkumensisest une bactérie marine qui utilise exclusivemesg |
hydrocarbures comme sources de carbone. Son gémeémeséquence recemment et il s'avere
gue ce dernier a plusieurs systemes enzymatiqudgégtadation des-alcanesfigure 1.21)
(Schneikeret al, 2006).
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L’'opéron alkSB1GHJde A. borkumensiSK2 a prés de 80 % de similitude de séquences
protéigues avec l'opéroalkBFGHJKL de P. putidaGPol (Koket al, 1989a) (Vahaojat
al., 2005; van Beileret al, 2001; van Beileret al, 2002b; van Beileret al, 2003) a
I'exception de lalkS codant pour un activateur de transcription de typeR et de la sous
famille des MalT qui n’a que 48 % d’identité de sénce. L’AIkB1 deA. borkumensiSK2
oxyde les alcanes des@ Gg. L'alkBl est induit en présence d’alcanes lors de la ptase
croissance exponentielle de la bactérie et nonderta phase stationnaire (Sabirataal,
2006b; van Beileret al, 2004). Les autres genes reliés a la dégradageraltanes comme
alkK (une rubrédoxine)alkL (une protéine de transport membranairedllelN (une protéine
potentiellement impliquée dans le chimiotactismelt onoins de similitudes avec les
orthologues d®. putidaGpol. En outre, il n'y a pas d’équivalent powlkF codant pour la
rubrédoxine 1 deP.putida Gpol. Cependant, deux genesA et rubB codant pour la
rubrédoxine et la rubrédoxine réductase ne sont dzass |'opéronalkSB1GHJde A.

borkumensi$SK2 mais dans une autre région du génome de laract

moef moaB-1 P450 {E.:I

T——]
I!SS P4E0 (b
v é FAD-dlpendent

arsC fix P450 (o) aicje | omidoreductase

] - el —

alkcs akB1  akG  alkH alky  A0MP ek

< ) =) Em—pT——— > .
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e

iy B ruebA
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Figure 1.21 : Déterminants génétiques impliqués daia dégradation des alcanes chez A.
borkumensis SK2 (Schneiker et al., 2006)

Un second systéme enzymatique fonctionnant avealgaee hydroxylase a été découvert, il
s’agit de lalkB2 sous le contréle d’'un répresseur de transcripBotR. L’AlkB2 oxyde des
alcanes de chaine moyenne, d&a@s (Smitset al, 2002; van Beileret al, 2004). LalkB2,

tout comme lAIkB1, est induit en présence d’alcanes dedGCg (van Beilenet al, 2004). I

est intéressant de noter que les systéemes de demeadcanes hydroxylases sont proches de
I'origine de réplication du chromosome AeborkumensiSK2 ce qui permet a cette derniere
de croitre rapidement sur alcanes.

A. borkumensisSK2 pousse aussi en présence d’isoterpénoides.nibéa le temps de
génération de la bactérie est deux fois plus lamgpsistane (0.106 + 0.016h que sur
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hexadécane (0.11% 0.03 h') utilisé comme seule source de carbone et d’éadNjartins
dos Santoset al, 2008).

Les génes dlkB1 et dalkB2 ne sont pas exprimés en présence de terpénoiéss.u@ autre
systeme de dégradation des alcanes qui entre ercgéui des monooxygénases de type
cytochromes P450. Les cytochromes P450 (b) etdu) des paraloguediqure 1.21), le
cytochrome P450 (a) est en opéron avec une ferideldidx), une alcool déshydrogénase
(alkJ?2), une oxydoréductase FAD dépendante et un régulade transcription AraC
(Schneikeret al, 2006). Des analyses protéomiques ont montré&ajtes ces enzymes qui
sont sous le contréle de ce cluster de génes swex@imées lors de la croissance Ale
borkumensisSK2 sur octadecane (Sabirogtal, 2006a). Des analyses de PCR quantitative
ont montré que les P450 (b et c) sont expriméssait en présence d’alcanes, ce qui n'est
pas le cas du P450 (a) dont 'expression est d¢atigd (Martins dos Santat al, 2008). Une
analyse de séquence des P450 paralogues et toutndiets en présence d’alcane a montré
gu’ils sont tres proches du cytochrome P450 de étolmacter sp. Eb104 qui catalyse
I'oxydation terminale des alcanes (Magtral, 2001). Il s’agit donc de CYP153.

D’aprés ces éléments de génomes, une reconstitttigmatique de dégradation des alcanes

est représentée parflgure 1.22

Alkana
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Figure 1.22 : Reconstitution des voies de dégradatputatives des alcanes chez A.
borkumensis SK2. (Schneiker et al., 2006)

Afin de dégrader les alcanes, les bactéries utiliseit une alcane hydroxylase de type
AlkB soit un cytochrome P450 de type CYP153 sait deux. A I'exception de I'étude du
génome deéA. borkumensisles cibles spécifiques de ces enzymes ne sordgiaslées dans

la littérature. Cette étude réalisée par I'équipeGblyshin P.N. est la premiere a montrer
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'existence de deux types d’alcane mono-oxygénase,a fer hémique et 'autre non chez
une bactérie. Parmi les génomes de bactéries réepms&quencées, comme celui de
Mycobacterium vanbaalenPYR-1, M. gilvum PYR-GCK, les deux systemes ne sont pas
présents. Ces bactéries sont en général équipgesydies de type AIKB.

Ces enzymes, catalysant |'étape initiale de détoedales alcanes, sont généralement
présentes chez les bactéries capables d'utiliséypee se substrat comme unique source de
carbone et d’énergie. C’est la raison pour laquedie bactéries sont aussi bien équipées en
oxydoréductases qui prennent ensuite le relaisédgadation des alcools pour s’en servir

pour leur croissance ou pour participer a la sysgtdes lipides cellulaires.

4.2 Les oxidoréductases (E.C. 1).
Les oxydoréductases, ou enzymes redox, sont uneriampe classe d'enzymes

naturelles, représentant pres du quart des enzgomeaies. Elles catalysent des réductions et
oxydations chimiques et interviennent dans la dfgifan ou la synthése de nombreuses
substances biochimiques.

Le nom commun est « déshydrogénase ». Comme diternaéductase accepteur” peut étre
employé. Le nom "oxydase" est employé seulemeliDsiest I'accepteur d’électrons. La
classification est difficile dans certains cas, rmson du manque de spécificité envers
I'accepteur.

4.2.1 Les alcool déshydrogénases (E.C. 1.1.)
Les alcool déshydrogénases (ADHs) appartiennerd aolis-classe E.C. 1.1 des

oxydoréductases oxydant des alcools primaires nsled@s et des hémi-acétals en aldéhyles
ou en cétones. Les ADHs sont impliqguées dans des wiétaboliques nombreuses et peuvent
oxyder des alcools primaires ou secondaires, anehaiéaire ou branchée, aliphatiques ou
aromatiques (MacKintosh & Fewson, 1987). Les mioggaaismes possédent généralement
plusieurs ADHs et leurs réles physiologiques resfgesont alors difficiles a connaitre
précisément.
Les ADHs utilisent différents accepteurs d’élece@omme le NAD(P) la pyrrolo quinoline
quinone (PQQ), un groupement hémique en associatiea la PQQ, le cofacteuigou le
FAD.
Les ADHSs peuvent étre divisées en trois categon@gures (Reid & Fewson, 1994) :

1. Les alcool déshydrogénases NAD- ou NADP- dépendante

2. Les alcool déshydrogénases NAD(P)- indépendantes

3. Les oxydases
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4.2.1.1 Les ADH utilisant le NAD(P)" comme accepteur d'électrons (E.C. 1.1.1.).
Les alcool déshydrogénases NAD(P)-dépendantesspomdent a la classe d’ADH la

plus étudiée. Ces enzymes catalysent la réactivarge :

R-CHOH + NAD(P} ~ . R-CHO + NAD(P)H + H
Trois groupes composent cette superfamille (Rekedvson, 1994):
Groupe |: les ADHs zinc-dépendantes a longue chaine (env@&h acides aminés). I
représente le groupe le plus étudié (Yokoyaghal, 1990) et 'ADH de foie de cheval
(HLADH) en est l'archétype. Les ADHs de ce grougmpatiennent aux eucaryotes, aux
champignons, aux levures ou aux bactéries. Il y am exemple la benzyl alcool
déshydrogénase deseudomonas putidghaw & Harayama, 1990). C’est aussi le cas de 4
alcool déshydrogénases RbodococcugPenget al, 2006) et d’'une alcool déshydrogénase,
Adh, deCorynebacterium glutamicurfArndt & Eikmanns, 2007) qui présentent les résidu
conserves GXGXXG correspondant au site de fixatiorcoenzyme et un second ligand du
site catalytique & Zit GHEXXGXXXXXGXXV.
Groupe Il : les ADHs zinc-indépendantes a courte chaine (@ma50 acides aminés). Ce
groupe n’'est pas bien caractérisé. |l comprendwimgtaine d’ADHs. Ces enzymes ont un
large spectre d’action et ont été isolées prineip@nt de drosophiles et de Procaryotes. La
ribitol déshydrogénase delebsiella aerogenes été caractérisée comme appartenant a ce
groupe (Lovinyet al, 1985).
Groupe 1l : les ADH a fer. Ce groupe correspond aux ADH adient la taille des sous-
unités est autour de 385 acides aminés. La pliparnzymes de ce groupe ont été isolées
chez des bactéries. L'alcool déshydrogénase Il Zggnomonas mobiliset ['alcool
déshydrogénase IV d8accharomyces cerevisiappartiennent a ce groupe. Cependant,
certaines enzymes peuvent avoir presque 900 regithss le cas de I'alcool déshydrogénase
multifonctionnelle descherichia coliet de Clostridium acetobutylicumZ. mobilisa deux
ADH, une ADH | zinc dépendante et une ADH Il a f&ette derniere est sensible a
I'oxydation, car en présence d’oxygene l'activie lkenzyme est perdue car il n’y a plus de
métal dans son site actif (Tamaettal, 1997).

4.2.1.2 Les alcool déshydrogénases NAD(P)-indépendantesCE1.1.[2-3-4-5-99]).
Les alcool déshydrogénases NAD (P)-indépendantak/sant la réaction suivante :

R-CH,OH + 2X(0x) & R-CHO + 2X(réd) + 2H
ou 2X(ox) et 2X(réd) sont, respectivement, les fsnoxydée et réduite de l'accepteur

d’électrons qui peut étre soit un cytochrome (dadenzyme E.C. 1.1.2), soit une molécule
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d'oxygene (E.C. 1.1.3), soit un disulfide (E.C..4)1soit un co-facteur dérivé de la quinone
(E.C. 1.1.5). Parmi ces enzymes, la famille desdahlcdéshydrogénases pyrrolo quinoline
qguinone (PQQ) —dépendante a été particulieremantiést (Toyamaet al, 2004). Ces
enzymes sont trouvées chezde$ ety- protéobacteries et sont localisées dans le asomue.
Cette classe d’enzymes inclue les quinoprotéinetegtquinohémoprotéines. Elles sont
divisées en 3 catégories :

- Type |: ce sont les ADH trouvées en petit nombre chezniéthanotrophes comme
par exemple la méthanol déshydrogénasatacoccus denitrifiangde Vrieset al,
1988).Ce sont des quinoprotéines avec une PQQ cognoupement prosthétique.
Elles sont différenciées en fonction de la spétéfidu substrat.

- Type ll et lll: ce sont des quinohemoprotéines ou des ADH cantame sous-unité
guinohemoprotéine et un cytochrome c. Les enzyradgpe |l sont solubles alors que
celles de type lll sont liées a la membrane. Lihadéshydrogénase NAD(P)
indépendante dé\cetobacter(Takemuraet al, 1993) et deGluconobacterspp.
(Matsushitaet al, 1991) fonctionnent avec une sous unité compremarmytochrome

c et sont liées a la membrane, ce sont des ADH-B€@ndantes de type IlI.

4.2.1.3 Une famille particuliere, les flavoprotéines
Une famille particuliere et correspondant a des KAB : flavine oxydorédutases a

été créée apres la découverte de caractéristignasgnes a certaines oxydoréductases issues
de ces différentes sous-classes. Cette familldigste elle-méme en deux classes, la classe |
correspond aux enzymes dans lesquelles la flaviest pas liée dans un groupement
prosthétique alors que la classe Il correspondesazymes dans lesquelles la flavine est liée
dans un groupement prosthétique. La famille des Gi§gloréductases appartient a la classe
| car la flavine, le cofacteur, n’est pas liée dedn covalente.

Cavener (1992) a proposé de définir cette famillela base des résultats obtenus avec un
groupe de flavoenzymes qui incluaient alors, lacgbe déshydrogénase (GLD ; EC
1.1.99.10) deDrosophila melanogasterla méthanol oxydase (MOX ; EC 1.1.3.13) des
levuresHansenula polymorphat Pichia pastoris la glucose oxydase (GOX ; EC 1.1.3.4) de
Aspergillus nigetet la choline déshydrogénase (CHD ; EC 1.1.9%1Edcherichia coliCes
enzymes présentaient des séquences primaires igdsiilae qui en faisaient des protéines
homologues malgré I'écart phylogénétique considéraimtre ces différentes especes. Les

identités de séquences entre ces différentes eszgensituent entre 23 et 32 %. Ce sont les
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enzymes comme la glucose déshydrogénase et lanehlddshydrogénase qui ont le plus fort
degré de similarité.
Les réactions catalysées sont les suivantes :

- Choline déshydrogénase (CHD) : Choline + accepteuietat oxydé=>» bétaine

aldéhyde + accepteur réduit
- Glucose déshydrogénase (GLD) : Glucose + accepdedrétat oxydé = o-
gluconolactone + accepteur réduit

- Glucose oxydase (GOX) : Glucose ¥ 9 5-gluconolactone + b0,

- Méthanol oxydase (MOX) : Méthanol +@& Formaldéhyde + pD,
Les sites catalytiques de ces enzymes ne sontopasi€ et dans deux cas, CHD et GLD, les
accepteurs ne sont pas identifiés. Depuis cetdeétliautres enzymes ont été rattachées a
cette famille, I'aryl-alcool oxydase (AAQO) deleurotus eryngiiet Pleurotus pulmoniarus
(Varela et al, 2000) ainsi qu'une polyéthylene glycol déshydrage (PEG-DH) de
Sphingomonas terragugimotoet al, 2001).
Ces enzymes ont en commun trois séguences consesgyrsatures » ainsi qu’une séguence
conservéee impliquée dans la liaison du FAD domhtdif GXGxxG est caractéristique. Il se
trouve dans la partie N-terminale de cette proté@mesein d'une zone de repliement dont la
structure est de tygea-p (Varelaet al, 2000).
AlkJ, impliqué dans la voie de dégradation desradsachez”. putida Gpol (Figure 1.13,
1.21) et codée par l'opéralkJKL, est une alcool déshydrogénase appartenant enibefales
flavine oxydoréductases. Un alignement a d'ailléiésréalisé avec les 4 premiéres enzymes

composant au départ cette famille (van Beééeal, 1992a).
4.2.2 Les aldéhyde déshydrogénases (E.C. 1.2).

4.2.2.1 Fonction
Les aldéhyde déshydrogénases (ALDHS) constitueahtga elles une vaste famille

d’enzymes tres diversifiées. Elles premettent déabadiser une grande variété d'aldéhydes
exogenes et endogénes (Sophes al, 2001). Cette famille est classée dans les
déshydrogénases oxydant les aldéhydes ou les graayzedes donneurs qui peuvent étre
oxydés aussi bien avec addition d'eau puis clivdgda liaison C-C que, dans le cas des
composeés cycliques, par addition de molécules @eaaudéshydrogénation. Avec le nombre

grandissant de séquences de génomes, cette fastilkn constante expansion. La présence
de génes codant pour des ALDHs dans une granderitdajie génomes de Archea,

d'Eubactéries et d’'Eucaryotes vient renforcerd'igée 'intervention de ces enzymes dans les
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processus meétaboliques a des origines tres ansienaequi a été montré par une analyse
phylogénique (Sophos & Vasiliou, 2003).

Ces enzymes catalysent notamment la conversiométigtes en acides correspondants
(activés ou non), et ce de facon irréversible. Eb&istent sous plusieurs formes avec des
localisations tissulaires et subcellulaires variéesirs substrats sont en général des aldéhydes
aliphatiques et aromatiques. La littérature présdmaucoup d'études sur les aldéhyde
déshydrogénases eucaryotes (Gonzalez-Duarte & ak)li2005; Sophost al, 2001; Sophos

& Vasiliou, 2003). Associées aux alcool déshydrag&s (ADHS), ces enzymes sont des
acteurs majeurs des voies de dégradation bactéressimilant les alcanes, les alcools et les
aldéhydes, elles remplissent d'ailleurs d'impoesribnctions de détoxification cellulaire et
sont aussi impliquées dans des systemes de dé&fense des xénobiotiques (Hemptlal,
1993) (Jornvall, 1994; Vasiliou & Pappa, 2000). lawymes les plus étudiées de cette
famille sont les aldéhyde déshydrogénases de clagf¥H1 (cytosolique) et ALDH2
(mitochondriale) de foie humain en raison de leomplication dans la conversion de
l'acétaldéhyde dérivé de I'éthanol. Les sous-udigeBLDH comprennent environ 500 résidus
d'acides aminés et sont le plus souvent tétranesiqla premiere structure de
déshydrogénase de classe | a été établie par Hetngle(Hempelet al, 1984). Ces enzymes
ont une conformation générale assez similaire. G fa présence de trois domaines, un
domaine impligué dans la liaison au co-enzyme, amaine catalytique et un domaine

d'oligomérisation.

4.2.2.2 Classification
La super famille des ALDH est subdivisée en fonttie I'accepteur d'électrons qui peut-

étre le NAD(P) (E.C. 1.2.1), un cytochrome (E.C. 1.2.2), l'oxygéB.C. 1.2.3), un disulfide
(E.C. 1.2.4.), un protéine fer-souffre (E.C. 1.2W@)un autre accepteur (E.C. 1.2.99). Ainsi les
ALDH sont classées sur la base de leur spécifagté&ubstrat et peuvent étre regroupées en
plusieurs familles (Sophos & Vasiliou, 2003):

- Semialdéhyde déshydrogénase (E.C. 1.2.1.[16-241232341])

- ALDHs non-spécifiques (E.C. 1.2.1.3)

- Bétaine aldéhyde déshydrogénases (E.C.1.2.1.8)

- Glyceraldéhyde 3-phosphate déshydrogénases nopipdrgtante (E.C. 1.2.1.9)

- Phénylacetaldéhyde déshydrogénase (E.C. 1.2.1.39)

- Lactaldéhyde deshydrogénase (E.C. 1.2.1.22)
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- ALDHe-like protéines incluant des protéines contdnaarfois des séquences partielles
d'ALDHs.
L’intégralité de la nomenclature de cette catégdiemzyme figure sur le siteww.aldh.org
Il est intéressant de noter que dans la famillebé¢sine aldéhyde déshydrogénases on trouve
I'enzyme AlkH, impliqguée dans la voie de dégradaties alcanes chd2 putidaGPol et
codée par le géradkH appartenant a I'opré@kBFGHJIKL (figure 1.13; (Kok et al, 1989a;
Kok et al, 1989b; van Beileet al, 1992a)

4.3 Les estérases (E.C.3.1.1.x)
Les estérases appartiennent au groupe des hydrolase3.1.1 qui catalysent la

formation ou la coupure des liaisons esters de osé®psolubles dans I'eau. Ces enzymes
sont largement distribuées chez les animaux, l@stgd et les microorganismes. La réaction
peut étre réversible, cela en fonction des conastibermodynamiques. Il faut différencier les

lipases (E.C.3.1.1.1) dont les substrats sont dglydeérides et des acides gras a longue
chaine, des estérases (E.C.31.1.13) qui agisselassesters carboxyliques.

4.3.1 Mécanisme d’hydrolyse de I'ester
Beaucoup d'estérases ont une large gamme de tdéaarx substrats ce qui montre

gu'elles ont évolué pour faciliter leur accés atverses sources de carbone lors des voies
cataboliques. De plus, les estérases ont une riégie- et stéréo- spécificité, ce qui les rend
intéressantes pour la biocatalyse et la productid® composés optiquement purs
(Bornscheuer, 2002). L'intérét de ces enzymesedads le fait qu'elles ne nécessitent pas la
présence de cofacteurs et sont habituellementestadti méme actives dans les solvants
organiques. Deux classes majeures d'hydrolasesagsbssocier :

Les lipases (EC 3.1.1.1, triacylglycerol hydrotse

Les vraies estérases (EC 3.1.1.3, carboxyl egtholases).
La structure tridimensionnelle des deux enzymedig@t al, 1992) met en évidence un
repliement caractéristiqu@p de I'hnydrolase. En effet, un ordre précis deschéli et des
feuillets B qui est aussi retrouvé dans les halopéroxydaséss etpoxides hydrolases. La
triade catalytique est composée de la séquencaeSedcide Aspartique - Histidine (la Glu
remplace I'Asp pour quelques lipases), d'une s@gueonsensus Gly-X-Ser-X-Gly et du site
actif a sérine. Petersen et al (2001) ont montee lgs estérases ont un motif Gly-X-X-Leu
tout comme les enzymes montrant de fortes homaadgeséquence avec la classe C des L-
lactamases (Petersenal, 2001).
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Le mécanisme d'hydrolyse de l'ester est a peul@m@@me pour les estérases et les lipases et
est composé de quatre étapes:

La premiére est la formation d'un intermédiaireaté¢drique issu de liaison avec la sérine et
stabilisé par les résidus hisidine et acide agpagtdu site catalytique. Puis, I'alcool est formé
suite a I'hydrolyse et un complexe acyl est forrménaveau de I'enzyme. Apreés une attaque
nucléophile, par de I'eau dans le cas d'une hyskolgu sur un alcool ou un ester en (trans-)
estérification reforme alors un intermédiaire téédrique, qui est libéré sous forme d'acide et

d'ester.

Figure 1.23: Représentation schématique du replieméfide I'hydrolase.
Les feuilletsp sont représentés en bleu et les hélieesn rouge. La position des acides
aminés de la triade catalytique est représentémage. (Bornscheuer, 2002)

Les lipases agissent lors d'un phénomene d'activatierfaciale ce qui n'est pas le cas des
estérases. En effet, les lipases agissent dansodégions particulierement hydrophobes en
raison d'un domaine hydrophobe au niveau du stié @& la molécule. Seule la présence
d'une concentration minimum de substrat et lagm@&s d'une phase non aqueuse permet au
substrat d'accéder au site actif. En outre, lesséip préferent des substrats insolubles dans
'eau comme les triglycérides composés d'acides dgea longues chaines alors que les
estérases hydrolysent préférentiellement des estepdes comme l'acétate d'éthyle. Les deux
enzymes sont stables et actives dans les solvayaniques (Fojaet al, 2000).

Afin de rechercher une activité estérase, il estranat d'utiliser des substrats chromophores
(i.e. p-nitrophenyl esters) (Paloned al, 2004; Soroet al, 2007).

4.3.2 Classification des estérases
La classification des enzymes peut étre faite fuitla spécificité de leurs substrats,

soit a partir d'alignements de séquences. La Gilzdsin selon la spécificité du substrat
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nécessite de comparer toutes les enzymes avecne nype de substrats et de préférence
dans les mémes conditions. Ceci obligerait done gue les biochimistes qui caractérisent
ces enzymes utilisent les mémes protocoles, ca'gsli pas une stratégie d'analyse habituelle.
La seconde option de classification est plus fat#eces grace a l'information croissante de
séquences dans les bases de données. La compataiséguences en acides aminés permet
de donner une image claire de I'évolution et degioas entre les différentes enzymes. C'est
ainsi qu' (Auriliaet al, 2008) ont classé ces enzymes et ont montré guestérases forment
une superfamille comprenant 90 sous-familles. Paihas, 156 protéines différentes ont été
cristallisées. Il a été établi que la séquenceamsiss des lipases et des carboxyles - estérases
avait le motif Gly-X-Ser-X-Gly, avec un site actif proximité de la sérine. Auriliat al.
(2008) ont analysé toutes les séquences d’'estéehsme confirmé la présence de ce motif
chez la plupart des estérases classiques. Cependaniest pas parce que deux enzymes ont
une similitude de séquence qu'elles ont les mémmgwiptes comme : la spécificité vis a vis
des substrats, la stéréospécificité, le pH, la @atpre optimale de fonctionnement et la
stabilité dans les solvants. Par exemple, la bremydase d&treptomyces aureofacieas
55% d'identité de séquences avec une estéraBsalglomonas fluorescenmis ces deux
enzymes n'‘ont pas tout a fait la méme spécificiséawis de leurs substrats (Pelletier &
Altenbuchner, 1995). Méme si l'on considere aujbwidque toutes les lipases et les
carboxyl-estérases ont la méme séquence consergusSer-X-Gly ou le site actif est
représenté par une sérine. En 1999, une analyséqdence a montré que ce n'était pas le cas
de toutes les enzymes (Arpigny & Jaeger, 1999). dXample, la séquence consensus de
Streptomyces scabiesontient une séquence Gly-Asp-Ser-Leu avec un gitlytique
contenant le duo Ser-His au lieu de la triade wassSer-Asp-His (Weet al, 1995). C'est
aussi le cas pour d'autres estérases comme cebsealglomonas aeruginogAF005091),
Salmonella typhimuriunfAF047014) et deé’hotorhabdus luminescen(¥66379). D'autres
informations concernant les propriétés biochimigeedes substrats préférés de certaines
estérases figurent danstébleau 1.3
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Tableau 1.3: Comparaison de diverses carboxyl estérases hantges (Bornscheuer, 2002).

Origln® Biochemical propertics

Specific subsrares®

Remarks

B, gladiold ATCCI0Z4E (EB) 392 aa, 42 kDm

B giadiolé ATCCI24% (EaC) 208 an, 2 kDha

P Muorercons DeSM 0106 36 kDs, T 43°C
P. fuorercens STKWI 27 kDva. homodimer
Perndomone patids MEX6E 0 kDa, homosdimer, T.,'l
HC
Bacilur acldocakdartus 34 kD, Tom. TO°C
B, subiile MRR L REQRTD 4B9 aa, 54 KDk, Tdh'l- SPC penpitrobensy] ster of Loracarbel
(565 C for best mutant)
Bacillur 2eearothermaophihe - piP-esters, moderaie enanboselectivity
B. subtilis (Thail-g) = 32 kDa, Ty, 35-55°C High enanlioselectivity lowards 2arylpropionic acids

Thermmoanaerobaciorium 5, 320 aa, 3 kDm
JWISL Y5485

Actmetobacter gp. ADF1 37 kDa

Clogeridiven ther mocellaen 31 kDa

Pyrococeis furivas DEMI63E  Tope 100°C, rae 50 min a0 MU-Ace®

1267 C

pHP-ssters, trighyeerides (up 1o Cgh, deacylates,
phP-esters (up 1o Oyl oot waghoerides

Lacionaz, ethyl caprylute, maulerate snin Boslaetivity
piP-esters, high enantiosclectivity for o-phenyll ethan.ol,
moderste £ vahaes for other aleohols and carboxylie acid
Allcyl-dicarboxyhic acid masthylesters, high sereosslactivity

piP-gsters (best: henamoate), moderale s tercoselectivity

Xylose tetra acetak, cophabosporin C, MU-Acc?

plF-esters (besr: hexsmoate), benayl esters

piP-gsters (best: hexamoate), tribwiyrin, ‘Cy-phospholipids

Lacweoceus facris® 258 m, X kDm

Fhodococcus ruber DEM £3338 Two esterass with opposite Linalool-acetate (£ = 1)
Ecun o prefirenos

Rhodwoceus sp, HI 34 kDwa, tetramer

Rbodococeus gp, MBI 574 an, 65 kDwa, momomer

Srreptonneoes chrysomolie 42 kDa

Streptoveces diaamchrome- 326 ga, 31 kD

meRey

Crpinomyces sp. PC-2 313 aa, 35 kDm, T 30PC Xylose lefra acetale
Asperptiies awamori IFOMRT 373 pa, 31 kDw

Sacchoramyces gerevivios 2B kDa, homodimer, Tee

TFOZHMT 5

plP=esters (besC: bulyrate)

pHP-esters, moderaie enantboselectiviy

Wheat bean, o-naphthsol acsate

Tsoamyl acetate, isobulyl acetils

S-5-x-K motif, f-actamaselike

G-x-5-x-G o, homology 1o plant hydroxynitrdle |yases
G-n-5.5-0 mdil, homology 1o 5 haBoperoxidizs

Low haloperoxidase activity, aliered substrate specifici o
and Improved snantos lectivicy by directed evolution

Hom ology te hor mone-sensitive lipass

Evalved by directed evolution for incressed stability in
D'MF and thermostabiliy

Thermostalsle mutants

Structure known, more stable mutamis by SOME
G-p-5-x-G mdil

G-x-5-x-G motif, involved in cateche] branch of
Peketoadipate pathway
Ester ase activity within cellulssome

G-5-5-x-G motil, function unclear
Two esterases with opposite emantboprefersms:

GepeBex-0 motil, conserved Hisy

G-5-5-Y-x-45 motif, homology to M-prolyl-dipepaidy]
aminopepthdases

Gex-5ex-0 modif, high homalogy to ederase from

A, glabifarmiz

High homodogy 1o other acety] xylam eslerass
Homology to lipsces from Gearrichion covdiden and
Condida cplindrarea

verexpressad in E colf, if notl stated oiberwise

bpMP, pnitrophienyl; MU-Ace, 4-methylambelliferyl-acetate ; SDM, site-directed mutagencsis

N on-recombinant pucified enzymes
A0verenpresad in L factis
*Ohrerexpresad in B subiils

4.4 Les enzymes de la B-oxydation
La B-oxydation correspond a quatre réactions successivecours desquelles la chaine

carbonée d'un acide gras lié au coenzyme A esiteeda deux atomes de carbone. Cing

enzymes sont impliquées dans ces étapes. Les eszien@p-oxydation ont été largement

décrites chez les eucaryotes (Hiltunen & Qin, 20&0) revanche, peu d'études biochimiques

concernent les enzymes d'origine procaryotique.obit@let al. ont étudié les enzymes de la

B-oxydation chezZCaulobacter crescensy®'Connellet al, 1990). Les réactions catalysées

par ces enzymes sont illustrées par une partia dei¢ dégradation du citronelldl.g4).
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Q 0
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CoA == S CoA=—§ 5 Citronellyl-CoA
Isohexenyl- .
glutaconyl-CoA [sohexenyl- cis-Geranyl-CoA

glutaconyi-
CoA hydratase

o

3-Hydroxy-3-isohex-
enylglutaryl-CoA:

acetate-lyase
S—CoA ——
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CH,
COO - 3-Hydroxy- 7-Methyl-3-0x0-8-octenoyl-CoA
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glutaryl-CoA 0
Acyl-CoA
H,C S=—CoA thiolase
Acetyl-CoA
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)\/\/szshydmgenase i 0o
.‘7
X N — CoA X — COA
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Figure 1.24: Enzymes de la béta-oxydation, chez Pseudomaragiaosa, impliquées dans
la dégradation du citronellol (Adapté de Seuberftass 1964 et de Forster-Fromme et al.

2008).

L’'acetyl CoA acétyltransféraseatalyse I'étape d’activation de l'acide gras pacyl

CoA. Cette enzyme condense l'acide gras et I'aG&plen une molécule d’acétoacétyl-

CoA.
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e L’acyl CoA déshydrogénaseatalyse la formation d’'une double liaison engreléuxieme

et le troisieme carbone. Deux acyl-CoA déshydrogémaont été trouvées chez
Pseudomonas aeruginasiune d'elles, AtuD a une spécificité vis-a-vissderpénoides
comme le citronellol figure 1.24) l'autre, PA135, est aussi bien active vis-a-vis d
I'octanoyl CoA que des dérivés enoyl CoA des teeggifrorster-Frommet al, 2008).

* La 2-énoyl CoA hydrataseatalyse I'adsorption d'une molécule d'eau a lldoliaison

précédemment formée. La liaison est généralemérdastpécifique pour former I'isomere
L. Cette enzyme présente une tres large spécifigtéubstrat (de longueur de chaine de
Cs & Go).

» La 3 hydroxyacyl CoA déshydrogénasmvertie le groupement hydroxyle en cétone.

» Et une_acyl CoA thiolasknalise le cycle d@-oxydation en clivant le 3-cétoacyl CoA par

le groupement thiol d’'une autre molécule de CoAeeld G et le G.

5 Dégradation de xénobiotiques récalcitrants par Mycobacterium
5.1 Taxonomie et description du genre Mycobacterium

5.1.1 Taxonomie et phylogénie
Les mycobactéries (genrglycobacteriumh sont des bactéries a Gram faiblement

positif (Hartmanet al, 2006) appartenant a I'ordre des Actinomycétesreglioupe aussi les
genresNocardiag Corynebacteriunet Rhodococcud.es bactéries appartenant a ces différents
genres ont en commun un certain nombre de carstiq@es : le métabolisme est de type
aérobie, le pourcentage de bases G+C dans I'ADNéles (66 & 71 mol % pour les
mycobactéries), leur paroi cellulaire contient @éegles mycoliques. Ces derniers peuvent,
chez les mycobactéries, comporter 60 a 90 atomesb®ne et conferent aux cellules un
caractére hydrophobe.

Les mycobactéries sont non mobiles, ne sporulest giase présentent, a I'observation
microscopique, sous forme de bacilles droits ownvés plus ou moins branchés, ou de
coccobacilles. Les colonies sont lisses ou rugseys@fois colorées en jaune ou en orange
(présence de caroténoides).

Les mycobactéries sont largement présentes dams dles sols. C'est I'un des 14 genres
bactériens les plus abondants des sols, puisquepsésentent 2,6 % des communautés
microbiennes totales (Floyet al, 2005). Le genrélycobacteriunest le seul représentant de
la famille des Mycobacteriaceae Les espéces incluent des bactéries pathogénes ou

saprophytes et sont généralement réparties en slews-divisions : les mycobactéries « a
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croissance rapide » et les mycobactéries « a aruss lente », le temps de génération
pouvant varier, selon I'espéce, de deux a plusingt heures. Mais, il est aussi possible de
classer ces bactéries en trois groupes : cellessopi pathogénes pour 'nomme et les
animaux, celles qui dégradent les hydrocarburesatiques polycycliques et celles qui sont
associées a aucune des catégories precédemmees ¢Hartmanet al, 2006). Les
Mycobactéries suscitent un intérét particulier pleur aptitude a dégrader certains polluants
et ainsi pour leur implication dans l'atténuati@tumelle et la bioremédiation des sites pollués.
L’identification des mycobactéries est réalisée laupase de séquences des ARNr 16S pour
une identification du genre. Comme les séquences ARNr sont trés proches voire
identiques, on a recours aux séquences des gapéSet rpoB pour une identification plus
fine de l'espéce. Le gémsp65(Ringuetet al, 1999) code pour la protéine chaperone Hsp 65
présente chez toutes les bactéries et essentigle pa résistance a des stress
environnementaux. Le geresp 65possede deux régions hyper-variables dans lesguill
semble moins conservé que I'ARNr 16S. Le gguoB3 code pour la sous unifede 'ARN
polymérase ; il est aussi moins conservé que I'ARDS et les différences de séquence sont
utiles pour classer les especes (Adekastbal, 2003). La méthode la plus commune de
caractérisation est lI'analyse RFLP (Restrictiorgfr@nt Length Polymorphism) discriminant
différentes souches ou clones grace aux différaatiss d'amplification PCR obtenues sur la
région intergénique 16S-23S. Cette méthode est lls ptilisée actuellement pour
l'identification des mycobactéries. Elle permetddmtification des mycobactéries «a
croissance rapide » grace a la combinaison dességs des genes de 'ARNr 16S et des
geneshsp 65etrpoB (Wanget al, 2006).

Une étude a permis d'isoler des souchedMgeobacteriumissues de sols contaminés par
divers hydrocarbures et PCB. Pour récupérer leshesude mycobactéries, une culture des
microflores en présence d'amibes a permis d’isldsrbactéries. Les amibes servent de
réservoir protecteur pour protéger les souches ymbactéries du stress environnemental et
de la toxicité du milieu (Wangt al, 2006). Plusieurs souches de mycobactéries ont été
isolées de ces sols et elles ont été identifieetadnase de ARNr 16S et des gehsp 65et
rpoB. Les bactéries isolées sont proches des souchesM.devabaalenij de M.
austroafricanum de M. chlorephenolicunet deM. frederickbengenséceci est montré par

une annotatiof sur lafigure 1.25).
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Figure 1.25: Arbre phylogénétique des especes du genre Myteidam a croissance rapide
et dégradant les HAP d’apres les séquences desatts hsp65 (d’apres Wang et al., 2006).
L'arbre phylogénique, basé sur les séquences dessdgasp 65, permet d'identifier I'espece
des mycobactéries isolées. Cet arbre regroupe detehes a croissance rapide dégradant
les hydrocarbures et les bactéries isolées suoleantaminé.
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Grace aux progres de la génomique a partir deseart#0 de nombreux génomes bactériens
ont été complétement séquencés et notamment ceagrtdénes mycobactéries pathogénes.
Les génomes des principaux pathogermds,tuberculosisH37Rv (1998),Mycobacterium
avium k10 (2004),M. bovis AF2122/97 (2003)M. tuberculosisCDC1551 (2002) eiM.
leprae TN (2001) furent les premiers a étre séquencés. lBcemment, le génome d'un autre
pathogene animall. marinumM (2008) a aussi été séquencé. Les génomes debantéoies

de l'environnement et qui sont impliquées dans édgrabtlation d'hydrocarbures ont été
séquences et annotés. Ce sont ceuMdemegmatisnc2155 (2006)M. gilvum PYR-GCK
(2007), Mycobacteriumsp. JLS (2006), KMS (2007) ou bien MCS (200d), vanbaalenii
PYR-1 (2006). La taille de ces génomes est compmigee 3,3 x 1Det 6,9 x 16 pb. La
fraction codante de ces génomes varie entre 90%NMhsmegmatis mc215& 99 % che.

vanbaalenii PYR-1

5.1.2 Description de I'enveloppe des mycobactéries
Le modele actuel d’architecture de I'enveloppe degobactéries découle, entre

autres, d'observations obtenues par microscopietréf@que (Paul & Beveridge, 1992)
soulignant la présence d’'une épaisse barriére liydiojue a I'extérieur de la celluldigure
1.26).

Légende:

(A): membrane.

(B): peptidoglycanes.

(C): couche
d’arabinogalactane.

(D): lipoarabinomannane
enrobé de mannose.

(E): protéines associées.

(F): acides mycoliques.

(G): glycolipides en surface
associés aux acides
mycoliques.

Figure 1.26: Représentation schématique de la paroi des nagtéhes selon (Karakousis et
al., 2004).

L'ultrastructure externe, également mise en évielgrar des études biochimiques (Petit &
Lederer, 1984) est composée de structures lipidigamifiées ou l'on distingue la présence
de gros complexes d'acides gras, les acides myesliJormant une structure assez dense et
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la présence de lipides libres plus courts, telsleumycocérosate, les glycolipides phénoliques
et différents phospholipides. Les acides mycoliqdesla paroi sont reliés de maniére
covalente aux peptidoglycanes par I'intermédiaieel’drabinogalactane. La paroi présente
donc une structure unique de type mycolyl-arabitaajanepeptidoglycane (mAGP). Le
lipoarabinomannane (LAM), qui peut étre considésénme le « lipopolysaccharide (LPS)
mycobactérien », s’intercale de maniere non covalelans cet enchevétrement complexe
(Baulardet al, 1999). La structure de la paroi des mycobactéltiestrée par Idigure 1.26

est donc l'une des plus complexes qui existent ldsekactéries. Récemment, des analyses en
microscopie a cryo-éléctron ont permis de visualike structure de la membrane des
mycobactéries. Les images des Zudteal. et de Hoffmanret al. (2008)sont trés similaires et
tendent a dire que I'enveloppe des mycobactérieadaine bicouche lipidique semblable a

celles des bactéries a Gram négatif.

5.2 Mycobactéries dégradant des polluants
Grace a leur paroi complexe, a la présence d’aciesliques de longue chaine et a un

eéquipement enzymatique approprié, les mycobactéoas bien équipées pour dégrader les
polluants de type HAP, alcanes et alcanes branch&s. nombreuses souches de
Mycobacteriumont été décrites pour leur capacité a dégraderHAaP (hydrocarbures
aromatiques polycycliques)Mycobacterium sp. 6PY1 (Krivobok et al, 2003), M.
austroafricanumGTI-23 (Boganet al, 2003),M. vanbaaleniiPYR-1 (Kim et al, 2006),M.
frederiksbergensd.B501T (Wick et al, 2003). D'autres sont connues pour dégrader des
composés oxygénés comme le MTBE (métieyt-butyl ether) : il s'agit des souches e
austroafricanumlFP 2012 et IFP 2015 (Francaes al, 2002; Lopes Ferreirat al, 2006).
Une alcane hydroxylase membranaire serait impligdées la dégradation de cet éther
carburant, alors que cheézhodococcus rubetFP 2001, il s'agit d'un cytochrome P450
(Chauvauxet al, 2001). La plupart de ces souches possedent aime,deux (c'est le cas chez
M. vanbaalenii PYR-1 et M. gilvum PYR-GCK uniquement), alcane hydroxylases

membranaires de type AlkB ce qui leur donne aassapacité de dégrader certaialcanes.

5.2.1 Dégradation des n-alcanes par Mycobacterium
Plusieurs souches de mycobactéries utilisermdgsanes comme sources de carbone.

La gamme de substrats utilisés varie en fonctios deuches tébleau 1.4. M.
austroafricanumFP 2012 et IFP 2015 &. vaccaeJOB5 dégradent les alcanes deaCCe.
Les souches IFP 2173 et IFP 2009 ne dégradentepaadanes a courtes chainesa@;e

alors queM. smegmatianc2155 ne dégrade que le dodécane. Le spectrdotiade ces
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souches vis-a-vis des alcanes est probablemeidt g spécificité de I'alcane hydroxylase
membranaire. Les souches de mycobactéries ont amsmpe alcane hydroxylase, dont les
séquences partielles ont été publiées récemmepegeerreirat al, 2007).

Tableau 1.4: Spectre de dégradation des alcanes par des ssudd Mycobacterium (Adapté
de Lopes Ferreira et al 2007)

Souches Croissance et rendement de minéralisation (%) sun-alcanes
Methane Ethane Propane Butane Hexane Octane Dodecane Hexadecane
M. austroafricanumFP 2012(a) - ++ o+ + + ++
(b) 0 57.§ 24.9 39;8 51.*2 61.9 57.1 45.9
M. austroafricanumFP 2015(a - ++ + + ++ ++ + ++
(b) 0 583 476 393 53.7 528 42.6 85.9
M. vaccaeJOB5 (@) - ++ + +" ++ + + ++
(b) 0 48.1 38.3 315 62.7 529 28.4 69.5
M. austroafricanumFP 2173(a; - - - - ++ ++ - + (flocs)
(b) 0 0 43.1 446 56.3 58.8 36.6 76.6
Mycobacteriunsp. IFP 2009 (a - - - - + ++ ++ t (flocs)
(b) 0 0 0 0 355 774 61.0 66.4
M. smegmatisnc? 155 (e - - - - - - + (flocs) -
(b) 0 0 0 0 0 0 33.7 43.1

Toutes les cultures ont été ensemencées initialenBr0.600 de 0,1 et la croissance a été mesurée
apres 15 jours d'incubation sauf exception. Chaspuigstrat a été ajouté & une concentration de 200
mg.L™.

(a) La D.Ogpoa été mesurée et reportée dans le tableau selonddication : -, pas de croissance; +

2 fois la D.O. initiale; +, 3 fois la D.O. initiatet+, <4 fois la D.O. initiale.

(b) Rendement de minéralisation = 100 x (moles de aragbde CQ produit / moles de
carbone de substrat introduit)
* Mesure de la croissance apres 3 jours d'incubatio

5.2.2 Dégradation d'un alcane branché par M. austroafricanum IFP 2173
M. austroafricanumlFP 2173 a été isolée a partir d'un échantill@aw'souterraine

polluée par de I'essence pour sa capacité a dédliadectane. Cette bactérie est capable de
dégrader des hydrocarbures variées comme-bisanes (de £a Gg), lesisc-alcanes, les
aromatiques et les composés oxygéneés présentd'esence ou le gazole (Solano-Serena
al., 2000a), a I'exception du MTBE (Lopes Ferratal, 2007).

La dégradation des alcanes ramifiés portant unattecarbone quaternaire a été peu étudiée
car cette structure est habituellement résistataebéodégradation (Mc Kenna, 1972; Solano-
Sereneet al, 1999). L'étude de la dégradation du 2,2-dimégptiane paAchromobactesp.

a mis en évidence l'accumulation d'acide 2,2-diglgtbpanoique, une décomposition

partielle et un tour dg-oxydation mais l'atome de carbone quaternaire tancholécule
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résistante a la biodégradation (Catelahial, 1977). M. austroafricanumiFP 2173 a été
isolée pour sa capacité a utiliser le 2,2,4-tripigibntane (isooctane) comme unique source
de carbone (Solano-Sereetal, 2004). La voie de dégradation de l'isooctaneegmsentée

a lafigure 1.27. Quatre intermédiaires de dégradation de l'isoectant été identifiés: I'acide
2,4,4-trimethylpentanoique résultant de I'oxydatgubterminale, lI'acide pivalique issu de
'oxydation terminale de [lisooctane. Ce derniert dermé aprés lacide 2,4,4-
trimethylpentanoique et est accumulé de maniérssitre dans le milieu puis son dérivé
CoA est dégradé completement apres un cyclg-abeydation. La 2,2-dimethyl-3-pentanone
puis la 3,3-dimethyl-2-butanone sont formées aipde l'acide 2,4,4-trimethylpentanoique.
Dans ce cas, c'est une voie mineure de décarbmtyldti -ketoacide car le produit de cette
voie de dégradation est récalcitrant. D'autre matte voie fourni peu d'énergie a la bactérie

pour sa croissance.
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Fig. 4 Proposed pathway for the degradation
of isooctane by Mycobacterinum austroafricanum
IFP 2173, The products isolated in cultures
on isooctane are in solid lines hoxes and
proposed intermediates mineralized by isooc-
tane-grown cells in dotted lines boxes. The
free acid form is indicated for acids but is
meant to include CoA derivatives. 1: ispoctane
(2,2, ~mimethylpentane); 2: 2.4 4-trimethyl-
l-pentanol; 3: 2,4 4-trimethylpentanoic acid;
4+ 2.4 d-trimethyl-3-oxopentanoic acid; 5s

2, 2-dimerhyl-3-pentanone (pinacalone); 6:

4. 4-dimethyl-3-oxopenmnoic acd; 7: 3,3-di-
methyl-2-butanone; §: pivalic acid {dimcthyl-
propanoic acd); 2 dimethylmalonic
semialdehyde (2,2-dimethylb-3-oxopropanoic
acid); 10k dimethylmalonic acid (dime-
thylpropanedibic acid), 11: sobatyraldehyde
(methylpropionaldehyde); 12: ischutyric acid
(methylpropanoic acid); 13: methylmalonic
acid {methylpropanedivic acid); 14: succinic
acid (butanedioic acid)

Figure 1.27: Biodégradation de l'isooctane par Mustroafricanum IFP 2173 (Solano-

Serena et al. 2004)

La souche IFP 2173 a donc la capacité de dégradealdanes branchés de type antéiso qui

ne sont habituellement pas utilisés par la voissitpie impliquant I§-oxydation. En outre,

cette souche possede une alcane hydroxylase meairerah un cytochrome P450 induit sur

isooctane (Solano-Serepaal, 2004).
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L’objectif du travail est d’étudier la biodégraditiéi du 2-EHN, c’est a dire d'isoler
une ou des bactéries capables de dégrader cetécutel puis d’établir la cinétique de
biodégradation et la voie catabolique de ce composé

La figure 2.1 représente la stratégie mise en oeuvre pour @utadvoie catabolique
du 2-EHN.

Biodégradabhilité Voie de dégradation Recherche des De I'enzyme au
du 2-EHN du 2-EHN enzymes impliquées géne

Test dg dégradation Recherche et
- Microflores

Identification de & oy
- Souches pures Hetabolites Analyse protéomi ueE
CPG- intermédiaires - I ADN

catharométrique . ’
Desing d'amorces
CPG-FID Gl L récupération du géne
CPG-Ms Foeit . AR par PCR

Analyse génomique

H Tyl /
Identification ARN
des protéines -

dégradation
" par une souche pure par LC-MS-MS Etude de I'expression des

transcrits par RT-PCR

Cinétique de

sélectionnée
Respiromeétre
Sapromat

Validation de I'activité de I'enzyme lors de tests Clonage du géne et expression de la protéine
de degradation sur le 2-EHN dans divers systémes d'expression bactériens

Figure 2.1 : Stratégie suivie pour caractériser la voie de détatéon du 2-EHN

L'étude comporte quatre volets principaux :
1. Sélection de microflores et de souches bactériecmmpétentes ;
2. Elucidation globale des voies de dégradation duHRE
3. Identification des enzymes induites lors de lassance sur 2-EHN ;
4

Recherche et clonage des genes d'intérét.

1 Sélection de microflores et souches bactériennes compétentes
Dans un premier temps, nous avons cherché a neettéyidence la biodégradabilité

du 2-EHN a l'aide d'un test de biodégradation premaé compte les propriétés physico-
chimiques particuliéres de la molécule. En effet2dEHN est légerement soluble dans I'eau
(12,5 mg.L* & 20 °C) ; cependant, le 2-EHN présente une Ipyaroicité trés marquée (log

Kow=5,24). Lorsqu'on introduit dans une fiole d'essa guantité de 2-EHN dépassant celle
autorisée par la pression de vapeur saturantes fosne une phase liquide distincte. La

solubilité maximale du 2-EHN dans la phase acquessalors atteinte. Dans une fiole d'essai
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de 120 mL contenant 10 mL de milieu a 20 °C, lasgimn de vapeur saturante de 2-EHN est
égquivalente a 0,21 mg. Elle est en équilibre avé2 éng dissous dans la phase liquide. Il se
forme donc une phase liquide distincte de 2-EHNr 83 mg de 2-EHN introduit dans une
fiole d'essai. Dans nos essais standards, la ¢@ia®isubstrat mise en oeuvre dans le test de
biodégradation utilisé (5 pL) est tres sensiblensumérieure a la saturation de l'espace de
téte. De par I'effet déstructurant qu'il exercelssirstructures membranaires lipidiques, l'excés
de 2-EHN est alors susceptible d'empécher la @woiss bactérienne. Pour s'affranchir de
l'inhibition, nous avons ajouté au milieu de cutwne phase non aqueuse liquide (non
agueous phase liquid ou NAPL selon la terminolagiglosaxonne), telle que le HMN. La
phase NAPL piége la majeure partie du 2-EHN et dertéserve de substrat. Au fur et a
mesure de la consommation du substrat dissousElN contenu dans la phase NAPL est
progressivement transféré vers la phase aqueuse.

L'utilisation du 2-EHN en tant que substrat de £sance impose aussi de disposer de
micro-organismes dotés de propriétés pariétaleticpbgres et capables de résister a la
toxicité du substrat. L'aptitude a dégrader destsats branchés est également requise pour
ces micro-organismes. La sélection de micro-orgaesscompétents est effectuée selon deux
types d'approche :

- Des microflores, issues de boues de station d'8pnrarbaines et de raffineries ou
de sols contaminés par les hydrocarbures, soretestfin d'isoler des microflores
compétentes. Ensuite, des isolements sont teq@giade ces microflores.

- Des souches de collection sont testées directef@emaison de la difficulté d'isoler
des micro-organismes a partir des microflores cdemiés). Ces souches
appartiennent principalement au groupe des "CMNOufpCorynebacterium-
Mycobacterium-Nocardia lequel est connu pour sa capacité de résistanze
hydrocarbures. De nombreuses souches de ce group@ar ailleurs capables de
dégrader les hydrocarbures branchés.

L'ensemble de ces travaux ont été effectués daboohtion avec Floriane Solano-

Serena, Maitre de Conférences a I'ENSIL (Ecoleddate Supérieure des Ingénieurs de

Limoges).

2 Elucidation globale des voies de dégradationdu 2  -EHN
Le 2-EHN est potentiellement récalcitrant a ladiéigradation. En effet, la molécule de

2-EHN est de petite taille et possede une structaneifice du fait de la présence d'un

substituant éthyle en position 2 de la chaine fpaie.
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L’étude des voies de dégradation du 2-EHN est pnse avec la bactérie M(
austroafricanunmFP 2173) présentant la meilleure cinétique de dgoadation. Un bilan final
en carbone est établi avec cette souche. Ce bikinem évidence I'accumulation d’un
métabolite qui est identifié par CPG-SM. Il nousnpet de proposer une voie de dégradation
probable pour le 2-EHN.

L'identification et la synthese chimique de l'imé&diaire métabolique, non disponible
commercialement, ont été effectués dans I'Unit@®ligopharmacie et Médiateurs Chimique

de I'INRA de Versallles par Lucien Kerhoas et MaatLettere.

3 Identification des enzymes induites lors de lacr  oissance sur 2-
EHN

Les enzymes impliquées dans la voie de dégradgtitative sont recherchées par deux

approches classiques :

- L'analyse protéomique de la bactérie aprés craiesanr 2-EHN comme unique
source de carbone est effectuée. Des gels d'ébhirese 1D et 2D sont réalisés. Des
polypeptides sélectionnés font I'objet d’analysesdguences en LC-MS/MS, et les
informations sont confrontées aux banques de denpear obtenir une identification
provisoire des polypeptides induits. Ces analysdasété effectuées au Laboratoire
d’Etude Dynamique des Protéomes dirigé par Jéroamm@u CEA de Grenoble.

- L'analyse des génomes de bactéries récemment sEuerésente une source
d’'information & ne pas négliger pour retrouver ggnes d'intéréts difficilement

repérables par I'approche protéomique.

4 Recherche et expression des genes d’intéréts
Des sondes nucléiques spécifiques sont eélaborégsclomer les génes correspondant

aux polypeptides. L'analyse de la séquence dessgéimérét et des régions flanquantes
nous renseigne sur la nature des genes impliquési que sur la fonction des enzymes
codées.

Afin de valider l'activité des enzymes trouvées fgproche protéomique, certains
genes d'intérét sont surexprimés dans des bactmspriées. La surproduction d'enzymes
sous forme recombinante devrait faciliter leur ésoént et I'étude de leurs propriétés

catalytiques et biochimiques.

-B53 -



-54 -

PRESENTATION DU TRAVAIL
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M ATERIELS ET METHODES

1 Méthodes microbiologiques
1.1 Milieu de culture
1.1.1 Milieu minimum salin extrait de levure (MMSYE )

Le milieu de culture utilisé pour la croissance deaches est le milieu minéral salin
additionné d'extrait de levure (MMSYE) et d'un dwdiiscarboné qui constitue la source de
carbone et d'énergie. Ce milieu a la compositioaritké par (Bouchezt al, 1995b) a
I'exception de I'ajout de vitamines qui est remplaar 100 mg.t d’extrait de levure.

Le détail de la composition est le suivant :

- NaHPQ,, 12H,0 4,5g.I*

- NH4NO3 1g.L*

- KH,PO, 680 mg.L*
- MgSQ,, 7 H,0 100 mg.C*
- FeSQ 1 mg.L?

- Extrait de levure 100 mgL

- Solution d'oligo-éléments 1 mi'L

Composition de la solution d'oligo-éléments (conéera 4°C):

- MnSQ, H,0 100 mg.C*
- (NH4)6M07024, H,O 25 mg.I;l
- NaRO7, 10 HO 25 mg.L*
- Co(NQy), 6 H,O 25 mg.L*
- CuCh 25 mg.L*
- ZnCh 25 mg.L*
- NH,VO3 25 mg.L*

La source de carbone est introduite soit avantokdavage (succinate de sodium a 47g.L
acétate de sodium a 4 d,Lglycérol & 2.5 g.'. Tween80 a 2,5 g:t), soit au moment de
I'ensemencement (2-EHN;octane, iso-octane, éthanol & 1§du glucose a 2 gb).

Pour les cultures en phase vapeur de 2-EHN sueumgélosé en boites de Petri, le MMSYE
est additionné de 20 g'id'agar bactériologique et de 0,5 §d'extrait de levure.

Les solutions sont stérilisées par autoclavagelad pendant 20 mn.

1.1.2 Milieu complet
Il s'agit du milieu Luria-Bertani modifié qui esttiisé aussi bien pour certaines

cultures en milieu liquide ou en milieu solide, boites de Petri.

Il a la composition suivante :
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- Biotrycase 10 gt

- Extrait de levure 59t

- NaCl 59.I"

- Glucose 1g.

- Agar-agar 20 g.E (ajouté pour préparer les milieux gélosés)
1.1.3 Milieu Middlebrook 7H9 et 7H10, pour la culture des mycobactéries
(Middlebrooket al, 1954; Middlebrook & Cohn, 1958)

7H9 7H10 + Agar

- (NHa)2(SQ); 059.L 05g.L

- KH,PO, 1,0 g.Ll* 1,5¢g.L*

- NaHPO, 25¢.Lt 1,5 g.L*

- Citrate-Na 0,1g.L* 0,4 g.L*

- MgSQ, (7H:0) 50 mg.L* 25 mg.L*

- CaC} (2H,0) 0,5 mg.L* 0,5 mg.L*

- ZnSQ (7TH,0) 1,0 mg.L* 1,0 mg.L*

- CuSQ (5H,0) 1,0 mg.L* 1,0 mg.L*

- Acide L-glutamique 0,59t 0,5¢g.L*

- Fe(II)(NHj)citrate 40 mg.lt 40 mg.L*

- Pyridoxine 1,0 mg.t 1,0 mg.L*

- Biotine 0,5 mg.r* 0,5 mg.L*

- Glycérol 0,2% (p/v) 0,5% (p/v)

- Malachite Green - 0,25 mg'L

- Bacto Agar - 15 gt

- pH (a vérifier) 6,6 +/- 0,2 6,6 +/- 0,2

Apres autoclavage, le supplément d’enrichissemdd€ Astérilisé par filtration est ajouté a

raison de 10% du volume total. La composition @slivante :

- BSA, Fractio, V 50 g.I
- D-Glucose 20 gt
- Catalase 0,03 gL

0,05% de Tween 80 peut étre additionné dans certaia dans le milieu (Goldstoee al,
2008)

1.1.4 Milieu PTYG : Peptone-Tryptone-Yeast extract- Glucose medium
(Shenet al, 1998)

- D-Glucose 10 g.t
- Extrait de levure Difco® 10 gt
- Bacto Peptone 591
- Tryptone Biokar® 59.t

- CaC} (2H,0) 70 mg.I*
- MgSQ, (7H:0) 0,3g.*

Le milieu PTYG est dilué au demi avec de I'eau. Le milieu PLy6&st dilué au 1/28° avec

de I'eau et 15 g.t: d’agar y sont ajoutés.

-56 -



MATERIELS ET METHODES

1.2 Souches et plasmides

1.2.1 Microorganismes
Les microflores proviennent de boues de statioput@ion urbaines ou de raffinerie.

Elles sont inoculées & raison de 100 rifgdans le milieu de culture.

Les souches utilisées appartiennent a la familles dactéries dites CMN
(Corynebacterium Mycobacterium Nocardia) Elles ont été sélectionnées pour leurs
capacités a dégrader les hydrocarbures, en patitesn-alcanes. La plupart de ces souches
possédent une mono-oxygénase.tdlgleau 3.1 présente les souches utilisées ainsi que les
hydrocarbures qu'elles sont capables de dégradetalleau 3.2 représente les souches
utilisés pour le clonage et I'expression de génes.

Tableau 3.1 Souches utilisées lors des tests de biodégraalatio2-EHN

Souche Substrats de croissance usuels  Références

Mycobacteriunsp. IFP 2009 C6, C8,C12,C14 (Bégatral, 2003)

M. austroafricanumFP 2012 MTBE (Francoist al, 2002)

M. austroafricanumFP 2015 MTBE (Lopes-Ferreigt al, 2006)

M. austroafricanumFP 2173 Isooctane (Solano-Sereal, 2004)

M. austroafricanumATCC 29678 Hexane, 2-Méthylpentane (Johnsbal, 2004)

M. smegmatisncz155 C12,C14 (Poupsgt al, 1999)

M. austroafricanunC6 Pyréne (Jouanneatial, 2005)

M. austroafricanunBpyr_Ge_1 Pyréne (Willison J., communication
personnelle)

M. austroafricanunBHF 004 Pyrene (Willison J., communication
personnelle)

M. vanbaaleniPYR-1 Pyréne (Moodyet al, 2005)

Mycobacteriunsp. 6PY1 Pyrene (Krivobo#t al, 2003)

R. ruberlFP 2006 Ethanol (Chauvaet al, 2001)

R. ruberlFP 2007 Ethanol (Chauvaet al, 2001)

P. citronellolisATCC13674 Citronellol, terpénes (Fallal, 1979)

P. putidaGpol C6, C8, C12,C14 (Smith & Hyman, 2004)

Les souches sont conservées a -80°C gopde 12 dans du MMSYE avec 40 % de
glycérol dans des tubes cryogéniques (NalgenegsEdint été au préalable cultivées sur
MMSYE avec 2.5 g.L* de Tween 80. Ces tubes servent systématiqueniemsa@mencement
des précultures pour effectuer des tests de biadéagon du 2-EHN.

Tableau 3.2:Souches utilisées pour le clonage et I'expressiogeahes

Souche Références
Escherichia colDH5a (Sambrooket al, 1989)
Escherichia colRosetta Invitrogen

Escherichia colBL21 DE3 Novagen, Invitrogen
Mycobacterium smegmatis mc2155 (Snappeket al, 1990)
Mycobacterium smegmatis mc24517 (Goldstoneet al, 2008)
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1.2.2 Plasmides utilisés
Deux types de vecteurs ont été utilisés, des vestda clonage et des vecteurs

d’expression. La liste et la description de cesiges figurent dans lableau 3.3

Tableau 3.3 a Plasmides utilisés

Promoteur / Origine

de réplication (Ori) Réferences

Plasmide Description Résistance *

Ampicilline®® T7-SP6

pDrive Vecteur de clonage anamycinl%zK Ori puC Qiagen
Ampicilline T7-SP6 .
TOPO Vecteur de clonage anamycin®  Ori f1 et pUC Invitrogen
- Pas de promoteur
puUC18 Vecteur de clonage Ampicillit8 Ori rep pUC Fermentas
- Pas de promoteur
puUC19 Vecteur de clonage Ampicillitf8 Ori rep pUC Fermentas
pET9a Vecteur d’expression chEzcoli Kanamycing® T7 Novagen
Vecteur d’expression chéz coli
pET15b  avec un marquage His Tag en N-Ampicilline’® T7 Novagen
terminal
. Pas de promoteur
pHLD69 Vecteur naveEttt/Ig”cobactenum Kanamyciné®  Ori E coliet (Pagnoutkt al, 2007)
' Mycobacterium
. T7
Vecteur navette d’expression . 50 . . (Goldstonest al,
pUYB1062 MycobacteriumE. coli Hygromycin€® Ori E coli et 2008)
Mycobacterium
pGEc4AB pAIkB (Egginket al,

Vecteur contenant leyp153isolé Tetracycling®®
par Van Beilen Gentamycin&?

(van Beilen &

— pComa- 1987) Funhoff, 2005)

PFR1500 OriT et MCS

* Les concentrations en antibiotiques sont exprsreeexposant en pg.mL

Tableau 3.3 b Plasmides utilisés issus de cette étude

Nom du Plasmide Geénes introduits dans le Tallje des - .
. Lo . génes Résistance
plasmide d’origine plasmide . ;
introduits

pENO1 pDrive alkB1 1272 pb Kanamycirf& ou Ampicilline*®

pENO2 pDrive alkB1-rubAl 1446 pb Kanamycirf& ou Ampicilline*®

pENO3 pDrive alkB1-rubAl-rubA2 1629 pb Kanamycirf& ou Ampicilline*®

pEN04 pET9a alkB1 1272 pb Kanamycirfé

pENO05 pET15b alkB1 1272 pb Ampicillind®

pENO06 pET9a alkB1-rubA1-rubA2 1629 pb Kanamycirf&

pENO7 pET15b alkB1-rubA1-rubA2 1629 pb Ampicillind®

pENOS8 pET9a alkB1-rubAl 1446 pb Kanamycirf&

pEN09 pET15b alkB1-rubAl 1446 pb Ampicilliné®

PEN10 pUC1S8 alkB1-rubAl-rubA2- 2448 pb Ampicillin®
séquence promotrice

PEN11 pucig ~ AKBLTUDAL-TUDAZ-tetR 5500 ) Ampicillind®
séquence promotrice

PEN12  pHLD69 alkB1-rubAl-rubA2- 2448 pb Kanamycir
séquence promotrice

PEN13 pHLD69 ~ AIKBLTUDALTUDAZteR 550, Kanamycirf
séquence promotrice

pEN14 pDrive alkB2 1185 pb Kanamycirf& ou Ampicilline*®
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Nom du Plasmide Geénes introduits dans le TaH\Ie des - N
. yo . genes Résistance
plasmide d’origine plasmide . .
introduits

pEN15 pET15b alkB2 1185 pb Ampicillind®

pEN16 pET9a alkB2 1185 pb Kanamycirfé

pEN17 pDrive  alkB2+ séquence promotrice 1667 pb Kanamycirf& ou Ampicilline'®

pEN18 pDrive alkB2-sca+ sequence 2600 pb Kanamycirf& ou Ampicilline*®
promotrice

pEN19 pHLD69  alkB2+ séquence promotrice 1667 pb Kanamycirf&

pEN20 pHLD69 alkB2-sca+ sequence 2600 pb Kanamycirfé
promotrice

pEN21 pDrive cyp153-1 1261 pb Kanamycirf& ou Ampicilling'®

pEN22 pET15b cyp153-1 1261 pb Ampicilliné®

pEN23 pET9a cyp153-1 1261 pb Kanamycirf&

pEN26 pUYB1062 cyp153-1 1261 pb Hygromycirm@

* Les concentrations en antibiotiques sont exprsreeexposant en pg.mML

1.3 Tests de biodégradation aérobie

1.3.1 Mise en ceuvre du test
Les essais sont réalisés dans des fioles de pémicle 120 mL. Pour chaque souche,

guatre essais contenant 10 mL de milieu de cu(MMSYE), 0,5 mL de HMN et 5 pL de 2-
EHN (soit 487 mg.L) sont mis en ceuvre. Deux témoins abiotiques, iaddiés de chlorure
mercurique a 0,2 mg-tet deux témoins endogénes (absence de 2-EHN stnue de HMN
dans le milieu de culture), sont réalisés. Deulefial'essais et de témoins endogénes sont
aussi mises en ceuvre dans les mémes conditionsl@fiérifier si la souche est capable de
croissance en l'absence de HMN. Une fois ensemeneé®.Oz00 = 0,2 les fioles sont
incubées a 30°C, sous agitation. Au cours de Katian, le CQ est régulierement dosé dans
le ciel gazeux de I'une des fioles d'essai ainsidgil'une des fioles témoin sans substrat, avec
ou sans HMN. A lissue de 28 jours d'incubatiomfie de dégradation préconisé dans les
normes I1ISO 14593), les milieux de culture sontiiéslavec 1 mL d'HCI 17,5%. Les fioles
sont agitées pendant une nuit, puis le; €8 dosé afin d'en déterminer la quantité finake. L
2-EHN résiduel est alors extrait pendant 30 mn samitation, (volume a volume) par du
MTBE contenant de décahydronaphtalene 5% (v/visatdomme standard interne. Les fioles
sont alors refroidies au minimum 1h a 4°C puis 2 della phase organique sont prélevés et
dosés par CPG/FID. Pour tous les calculs relatifstasts de biodégradation, la respiration
endogene mesurée dans les fioles sans 2-EHN éshatijuement déduite de celle mesurée
dans les essais. Chaque test est réalisé endtgplices résultats sont exprimés en faisant la

moyenne et I'écart type des trois essais.
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1.3.2 Expression des résultats
1.3.2.1 Taux de recouvrement abiotique

Le taux de recouvrement abiotique correspond aidatifé de substrat dosé par CPG-
FID dans les témoins abiotiques en fin de cultaergpport a la quantité de substrat introduit
déterminé par le calcul (masse volumique du substudtipliée par le volume introduit).
Ce calcul permet de vérifier I'étanchéité des fialélisées ainsi que de valider les calculs du
taux de dégradation et du rendement de minéralisgtii prennent en compte les valeurs des

concentrations en substrat résiduel.

1.3.2.2 Taux de dégradation
Le taux de dégradation est déterminé grace auyses®lCPG/FID par le rapport entre

la quantité de substrat consommeé dans les essadieeprésente dans les témoins abiotiques

a la fin de la période d'incubation.

1.3.2.3 Rendement de minéralisation
Le rendement de minéralisation est le rapport elstneombre de moles de carbone

dégagées sous forme de J@osé par CPG a détection catharométrique apidification en
tenant compte du CQdissous) et le nombre de moles de carbone duraultginsommeé
(déterminé par la différence entre le substratodit initialement et le substrat résiduel
présent dans les essais et dosé par CPG/FID),nantteompte du rendement d'extraction
(taux de recouvrement). Le nombre de mole de G&yagé dans les fioles témoins sans

substrat (respiration endogéne) est déduit dedatgg de CQdéterminée dans les essais.

1.3.3 Suivi cinétique de la consommation d'oxygene par respirométrie
Le Sapromat est un appareil de respirométrie qusuneede maniere indirecte la

consommation d’oxygene (Sapromat D12-S, Voith, lgne). Il est composé de 12 postes
dont le principe de fonctionnement est le suiv&igyre 3.1) :

Une fiole d’essai de 500 mL en communication deegvec un générateur d’oxygene, est
séparée d’'un compartiment de référence par un meimeni’ensemble, placé dans un bain
marie a 30°C sous agitation magnétique, est indEpendes variations de pression
atmosphérique et de température extérieure. Lié&tides microorganismes crée une
consommation d’oxygene et une production de.A® CG est piégé par de la chaux sodée
en exces. Toute activité métabolique génére domc dépression. Cette derniére crée un
contact entre les deux électrodes du manometresrgraine alors une production d’oxygéne

par voie électrolytique. Lorsque I'équilibre de gs®n est rétabli, le contact manométrique
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ainsi que la production d’'oxygéene cessent. La needarconsommation d’oxygene est fournie
par celle de la quantité d’électricité consomméelpayénérateur électrolytique. L'unité de
stimulation du générateur (86 mA pendant 36 s)ésmrte 0,25 mg d’oxygene produit. Les
données sont analysées par le logiciel informatiqumi par le constructeur (Sapromat).
Aprés croissance en MSMYE sur Tween 80 (2,51.les cellules sont centrifugées & 10 000
g pendant 10 mn puis lavées une fois en MMSYE sabstrat carboné. Le culot cellulaire est
repris dans 250 mL de milieu de culture (MMSYE)@w& non 5% de HMN (Sigma) ou 5%
d'huile de silicone (47V20, Prolabo, France) defag obtenir une D.gy initiale proche de

0,1. Les fioles sont alors introduites dans 'agda&®apromat.

Piege a CQ

— , u Manometre
:;'W =r—

|-_"_'m-.I - m .
Interface

d’acquisition

des données

Fiole Générateur
d’essai d’oxygéne

Ordinateur
Logiciel Sapromat

Figure 3.1 : Détail des connections de I'appareify@omat

2 Meéthodes d'analyses physicochimiques
2.1 Méthodes chromatographiques

2.1.1 CO,
La teneur en C@Odu ciel gazeux des fioles de pénicilline est mésysar CPG a

détection catharométrique (Varian 3800). L'échlmibazeux (250 pL) est injecté a l'aide
d'une seringue a gaz de 250 pL de capacité et muarum systéme de vanne
ouverture/fermeture étanche (Hamilton) sur unercmoinox de 2 m de longueur et de 2 mm
de diametre interne, remplie de phase Porapak Q@80nesh) (Chrompack). Le gaz vecteur
est I'hélium. La pression en téte de colonne eg4q@ psi, qui correspond a un débit de 30
mL.mn? en sortie de colonne. La température du four est@°C. L'analyse s'effectue en
isotherme. La température de l'injecteur est dé@30Da température du détecteur (TCD) est
de 130 °C. La température de filament du pont deatdione est de 180 °C, ce qui se traduit
par un courant de filament de 180 mA. La polar#téréglée en conséquence pour obtenir une
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réponse sous la forme d'un signal positif. SurR&Cla "polarité” est positionnée sur positif
pour l'analyse de CO L'acquisition des données se fait par le logi@ekwin (JMBS

développement).

2.1.2 2-EHN
Le dosage du 2-EHN est réalisé par CPG avec urctdatea ionisation de flamme

(FID). Les différentes étapes de la méthode stustikes par l&igure 3.2:

2-EHN partiellement dégradé en phase aqueuse (pH 7)

l A : acidification par HCI

2-EHN en phase aqueuse (pH 2)

l B . Extraction au MTBE (vol/vol)

2-EHN dans le MTBE

C : Chromatographie en phase gazeuse,
Détecteur FID

IChromatogramme

Figure 3.2 : Principe de la méthode de dosage dEIZN

Les conditions chromatographiques sont détaillées tetableau 3.4
L'acquisition est realisée par le logiciel Browinaconcentration dans le MTBE est calculée
en tenant compte du standard interne, la décalins $ormecis- et trans- Le rapport
d'intégration de I'échantillon ainsi réalisé etdig® sur 3 pics (deux pour la décaline, Tr =
14,2 et 15,7 mn et un pour le 2-EHN, Tr = 16,7 mst)transféré dans un fichier Excel pour

calculer la concentration selon la méthode du stahihterne.
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Tableau 3.4 Conditions chromatographiques pour l'analyse dEN résiduel par

CPG/FID.
Parameétres du chromatographe  Valeurs
Colonne Pona (équivalent DB1)
Longueur 50 m
Diamétre intérieur 0.2 mm
Phase Crosslinked methyl siloxane
Epaisseur de la phase 0.5 um
Méthode colonne : ipalier
Température initiale 100 °C
Température finale 150 °C
Pente 4 °C.mh
2*™ palier
Température initiale 150 °C
Température finale 259 °C
Pente 20 °C.nih
Détecteur Température 280 °C
Injecteur (Non programmé) Température initiale 260
Split 30 mL.mft
Méthode d'injection Volume 1puL
Vitesse 5uL3
Temps de séjour de l'aiguille O0s
Débit de fuite 0 pL.mh
Gaz Vecteur (Hélium) Pression d'entrée 26.5 psi
Débit 0.8 mL.mft
Autres gaz Make Up (3) 23 mL.mn'
Air 290 mL.mn"
Hydrogéne 35 mL.nih
2.1.3 GC-MS

L'identification des intermédiaires de dégradatsh réalisée par chromatographie en
phase gazeuse couplée a un spectrometre de masssorhposeés entrent directement dans le
spectrometre de masse a leur sortie de colonne g@sser par un autre détecteur. Les
conditions chromatographiques sont les mémes dles agilisées lors du dosage du 2-EHN
(8 2.1.2). Un autre mode d'injection a été tesagit de I'espace de téte statique a partir d'un
échantillon aqueux. Les composés vaporisés et &eparla sortie de la colonne de
chromatographie entrent dans la chambre d’ionisatio spectrometre de masse, enceinte
dans laquelle les molécules sont ionisées. L'idinisade la molécule est obtenue par le
bombardement de celle-ci par un faisceau d’élestémnis a partir d’'un filament parcouru par
un courant électrique. Les ions positifs sont agédl par une série de champs

électrostatiques, séparés et analysés en fonatiteud rapport masse/charge (m/z).
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Le spectre de masse est I'enregistrement de I'dolsedes fragments (ions) caractéristiques
d’'une molécule. Ces fragments sont caractérisésparaleur particuliere du rapport de leur
masse sur leur charge (m/z), et par leur intercsit@parée a l'intensité du fragment le plus
abondant de la molécule auquel on donne la valg@rlla référence a une banque de spectres

de masse permet d’identifier les composés analysés.

2.1.4 HPLC couplée a un détecteur MS/MS
Les analyses d'ionisation chimique et les sped#88MS ont été réalisés par Mr

Lucien KERHOAS a I'INRA de Versalilles. Les conditsochromatographiques en HPLC sont
les suivantes :

Le couplage (Quattro LC, Waters) comprend une eh&iRLC intégrée avec un détecteur
UV-visible Waters 2487 a deux longueurs d’ondeaBlgls et un spectrometre de masse triple
guadripolaire. Les injections sont réalisées adé€ad’un injecteur a boucle. Les colonnes
utilisées ont en général un diameétre interne den2 ehles débits sont compris entre 100 et
250 pL.mnt.

Le spectromeétre de masse est un tandem MS-MS dedyadripolaire. Il est doté d'une
source d'ionisation « Z-spray » fonctionnant en metkctrospray.

Les réglages standards des parameétres de la sdect@spray sont les suivants :

- capillaire (Vcap) : - 3 kV (mode négatif) et £8,kV (mode positif),

- cone de prélévement : de 10 a 100 volts seloadeet les objectifs de fragmentation viseés,

- cOne d’extraction : 1 a 2 volts,

- tension RF de I'hexapdle de transfert (Rf lemympris entre 0,1 et 0,5V,

- gaz de désolvatation : 450 [*.d’azote (valeur moyenne),

- gaz de nébulisation : fixé par le constructed@®#0 L/h d’azote.

- gaz de cone : 50 Ld’'azote,

- températures : bloc source 120 °C, gaz de désdtiona 400 °C.

Les études CID (décomposition d’'ions activeés pdlistan) sont réalisées avec l'argon a la
pression moyenne de 3.5 6orr. L'énergie de collision est réglable entret@200 eV (les
valeurs usuelles dépassent rarement 75-100 eV).

Le pilotage de I'instrument (HPLC et MS), I'acquish et I'analyse des données sont assurés

par le logiciel MassLynx (version 4.0).

2.2 Dosage du carbone organique dissous
L'analyse globale du carbone organique total/dsssi réalisée a I'aide d’'un appareil

SHIMADZU TOC-5050Aelon une méethode adaptée de la norme NF EN 1484,
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La méthode consiste a doser le carbone organigaé (t0OT) en soustrayant le carbone
inorganique (IC) du carbone total (TC).

La teneur en carbone organique dissous (COD) dshob apres filtration de I'échantillon
agueux sur un filtre PTFE présentant un seuil deation a 0.22 um. La gamme de
concentration de I'analyse du COT/COD par cettehaui varie de 0 a 3000 md-LLa
gamme de mesure du carbone inorganique est comgnise 3 et 50 mg:L La limite de
quantification du COT/COD est de 3 + 0.6 mg.L

2.3 Méthodes de dérivation

2.3.1 Préparation de I'échantillon
L'échantillon a dériver est dans une phase aque\fgse.d'étre dérive, il doit étre

anhydre. C'est la raison pour laquelle I'échamtibst au préalable soit extrait par un solvant
(cyclohexane ou MTBE) puis évaporé sous azote, Igophilisé. Afin d'hydrolyser un
éventuel ester une saponification sans chauffagemiieu aqueux est réalisée, puis

I'échantillon est lyophilisé.

2.3.2 Estérification
2.3.2.1 En milieu acide

Dans un tube a vis de 10 mL, 2 mL de méthanol camiel% de K5O, et 1 mL de
toluéne sont ajoutés a I'échantillon. Ce derniersed sous forme de dépét dans le fond du
tube suite a I'évaporation du solvant, soit sousnéo de poudre séchée suite a la
lyophilisation. Apres 1h30 a 100°C dans un bain@ecne étuve, 3 mL d3@ contenant 50
g.L™* de NaCl sont ajoutés et I'échantillon est vigaseenent vortexé. 5 mL de cyclohexane

sont alors ajoutés afin d'extraire I'échantillotégfié et de I'analyser par CPG/FID.

2.3.2.2 En milieu alcalin
Dans un tube a vis de 20 mL, 1 mL de méthoxydeoditus dans le méthanol est

ajouté a l'échantillon a estérifier qui se trouamsl le cyclohexane. Le mélange est incubé
pendant 1h a 4°C sous agitation. Afin de déshyddaehantillon, 5 pL d'acide acétique
anhydre et 1 g de Caldont ajoutés a I'échantillon. Apres 1h a tempésgatnbiante, le tube
est centrifugé 5000 g pendant 2 mn et le surnagestiatiors analysé par CPG/FID.

2.3.3 Silylation
La silylation est réalisée a partir de 3 mL d'éthian lyophilisé repris dans du

cyclohexane, ou 3 mL d'échantillon extrait dansde/ant ou de I'échantillon préalablement
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estérifié dans le solvant. A ces 3 mL de produitsda solvant est ajouté 1 mL de mélange de
HMDS (1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane) — TMCSngethylchlorosilane) —pyridine (3:1:9)
(Supelco). Aprés 30 mn d'incubation a 30°C, 1 mlHg® est ajouté pour éliminer I'excés de

pyridine. La phase organique est alors analysé€p&i/FID.

3 Méthodes de biologie moléculaire

3.1 Extraction d'ADN génomique de Mycobacterium
L’ADN génomique deMycobacteriuna été extrait selon le protocole décrit par Hetss

al. (Heiss-Blanquett al, 2005).

3.2 Dosage des acides nucléiques
Les acides nucléiques sont dosés a l'aide d’'un NespND-1000 Spectrophotometrer

(Nanodrop Thermo Fischer Scientific). 1 uL de prapan d’ADN ou d’ARN est déposé sur
la lampe. Il n’est pas nécessaire de faire deidilude I'échantillon 'absorbance lue & 260 nm
peut étre comprise entre 0,04 et 74. La conceoiran acides nucléiques est calculée selon
les formules suivantes : Concentration d’ADN = Re&X 50 ou d’ARN = D.Ose0 X 40.

3.3 Reéactions d'amplification par PCR
Les réactions d’amplification par PCR (Polymera$ai@ Reaction) sont réalisées par

la polymérase GoTaq® (Promega) en présence d’amospecifiques ou universelles

(tableau 3.5 dans le milieu réactionnel suivant:

-Tampon PCR 5x : 10 pL

-DNA Tag polymerase 0,2 pL

-MgCl, (25mM) 2 ML (concentration finale 1 mM)
-Oligonucléotides (100 uM) 0.5 pL (pour chacure dmorces : 1uM final)
-dNTPs (10 mM) 1 pL (ATP, TTP, GTP et CTP: O0.Rirfinal)
-ADNg 0.5 ug

-Eau déminéraliség.s.p. 50 pL

La polymérase « Platinium® High fidelity » (Invogen) a aussi été utilisée, selon les
recommandations du kit. A la différence de la Ga&®agjle amplifie TADN avec une fidélité
accrue et forme des produits PCR avec des boutissfrda température d’élongation est de
68°C au lieu de 72°C pour la GoTaqg. Le programraeplification PCR est présenté sur la

figure 3.3.
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Tableau 3.5:Amorces utilisées pour la recherche et le clonaggéhes d’intérét

Gene cible et Tm Nombre

tailles du Nom de I'amorce Séquence 5= 3’ o
i C demers
produit PCR
ADNr 16S amorces universelles
- 1600 ob 8-F AGAGTTTGATYMIGGCTCAG 53 20
N P 1492-R CGGTTACCTTGTTACGACCT 53 20
ADNIr16S partiel de M. austroafricanumIFP 2173
501 ob P16S-F GGTCTAATACCGAATACACCCTTCT 60 25
P P16S-R CCAGGAATTCCAGTCTCCC 59 19
alkB1 de M. austroafricanumIFP 2173
Al kKB1F CGTGATCATGGGTGCCTAC 62 19
301 pb Al KBIR CCAGAACGTCTCACCGAAG 62 19
alkB1-rubAl-rubA2-tetR: clonage dans pHLD69
*al kB1C-F CCGAGCATTGCTGAAGGT 59 18
2418 pb *al kB1C1-R CGCTTGTCGT TGGAGAGG 60 18
3063 pb *al kB1C2- R GCGACCTTGTAGTCCAGACC 59 20
alkB1-rubAl-rubA2: clonage dans pET9a et pET15b
*Ndel _al kB1C-F CGCATATGTCCAAGCCCGACGTCG 55 24
1272 pb *BanH_al kB1CG-R GGCCTAGGTCACGCCTTGCCTCCTTGC 55 27
1446 pb *BanH_r ubA1C-R  GGCCTAGGTCACCTCTTAACTCCCATCTC 52 29
1629 pb *BanH_r ubA2C- R GGCCTAGGTCACGGCCGGGCGACTTC 57 26
alkB2 de M. austroafricanumIFP 2173
~ 208 pb Al kB2-F CCTGATGTTCCTCGTGATCC 62 20
~ P Al kB2-R CTTGTCGACGTCGCTCATC 62 19
alkB2-ssh: clonage dans pHLD69
Al kB2C-F ATGGACGTCATCGAATCCAC 60 20
1667 pb Al kB2C-R TGGTATCTGGAACGGCTCTC 60 20
2592 pb Al kB2CBI S-R  CTGATTCCGACTCTGGITCC 60 20
alkB2: clonage dans pET19a et pET15b
Ndel _al kB2-F  CCCATATGCCGATTCAGCAGCGCTC 56 25
1667 pb Bgl Spe_al kB2-R  CTCTAGACTAGT CAGCCGTACCGCCGCAATA 56 31
Estérase putative deM. austroafricanumIFP 2173
~975 ob Este-F CATATGATGAGACTTCTTGACAGGATTCG 29
) P Este-R AGATCTTCAGAGAAGGTGCGCCTG 24
cypl53de M. austroafricanumIFP 2173
1961 ob CYP153vB-F GCATATGACCGAAATGACGGTG 50 21
P CYP153vB- R1 CGGATCCTCAGGCGT TGATGCGCAC 53 25
182 bb CYP153d- F ATHATGGCNGTNGARACNAAYCC 55 23
P CYP153d- R TCCATNGTNGCNARRTTYTCNGG 55 23
cypl53amorces universellegvVan Beilenet al, 2005)
339 pb PA50f wl GTSGGCGGCAACGACACSAC 58 20
P PA50r v3 GCASCGGT GGATGCCGAAGCCRAA 58 24

Les sites de restrictions intégrés aux oligonuadést sont soulignés. La Iégende figure ci-
dessous, dans le sens¥b3’ :
Ndel: CATATG BamHI: GGATCC Bglll: AGATCT Spel : ACTAGT
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25 a 35 cycles

Dénaturatin Elongation
95°C,3mn | 94°C, 30 s

— 72°C,1a2mn 72°C,8 mn
/ \_/ ‘ \ 4°C ;o0

Tm °C, 30 s

Hybridation
Figure 3.3 : Programme PCR d'amplification de I'ADi

Pour analyser le produit de I'amplification, 10 dé chacune des réactions de PCR
sont déposés sur gel d'agarose préparé dans du (TBE-Borate-EDTA) 0.5X. La
concentration d’'agarose varie de 0,5 % pour les fragments (> a 3000 pb) a 2 % pour les
trées petits fragments=(200 pb). Les marqueurs d'ADN GeneRuler™ 100 pblokb
(Fermentas) sont aussi déposés pour calibrer leAgebs migration, le gel est coloré au
bromure d'éthidium et les bandes d’ADN révéléessdampe U.V. a 254 nm. Le gel est
photographié & l'aide d’'une caméra (SYNGENE) releéein ordinateur avec un logiciel
d’acquisition Gel SnafsynGene, Cambridge, UK).

3.4 Clonage de fragments d’ADN

3.4.1 Purification de fragments d’ADN
L’insert est issu soit d’'un produit PCR (8 3.3)jtste la digestion d'un vecteur par des

enzymes de restriction (Eurogentec, Fermentas oméya) dans le tampon adéquat pendant
1 a3 ha37°C. La réaction enzymatique de digestsd interrompue par 3 pL pour 20 pL de
volume réactionnel d’une solution « stop » compas®d0 % de sucrose, d'EDTA 50 mM et
de bleu de bromophénol. Le produit PCR ou de digestst déposé sur gel d’agarose tel que
décrit dans le 83.3. Aprés migration, le gel edoréoau bromure d'éthidium et révélé aux
U.V. a 254 nm sur un transilluminateur. L'insert découpé a l'aide d’'un scalpel et purifié
avec le kit QIAEX 1l (Qiagen).

3.4.2 Préparation du vecteur de clonage
Pour l'utilisation du vecteur digéré, il est préfble de ne pas le déposer sur gel comme lors

de la purification de fragments d’ADN (8 3.4.1), imae le purifier de ses sels et de ses

enzymes directement avec le kit de purification XAl (Qiagen).
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3.4.3 Utilisation du kit de clonage pDrive
Lorsque la PCR a été réalisée avec une taq polgeéai coupe les genes avec des bouts

francs (ce n'est pas le cas pour la GoTaq® (Projnagajoritairement utilisée), il est
nécessaire de faire une addition d’adénosine atréraités des fragments de géene avant de
l'insérer dans le plasmide pDrive. Le cas échélenkit Qiagen A-Addition est utilisé. La

ligation est réalisée avec le kit de clonage pD{@m@mgen) et la T4 ligase (Promega).

3.4.4 Ligation et clonage
3.4.4.1 Ligation

Les ligations vecteur-insert ont été réaliséesndptgature ambiante a l'aide du kit
« Rapid DNA ligation » (Fermentas) selon les recandations du kit avec la T4 ligase

(Promega). Un ratio molaire vecteur / insert var@dan1:1 a 1:5 a été utilisé.

3.4.4.2 Préparation des cellules compétentes
Les cellules d&. coli DH5a, BL21 DE3 ou Rosetta sont mises en culture dans un

milieu Phi B, puis elles subissent un traitemerdcades tampons riches en sels afin de rendre
les membranes plus permeéables. Le milieu de cuttagecellules Phi B est composé de 20
g.L* de Bactotryptone, 5 gl de Bacto yeast extract avec un pH ajusté a 7,% @6
MgSQO,, 7H,O stérile sont ajouté juste avant l'utilisation whilieu. Aprés une préculture et
une culture de 100 mL atteigant une Rg®.comprise entre 0,4 et 0,8, la culture est
centrifugée a 5000 g a 4°C, et le culot repris ddmsampon RF1 composé de 30 mM
d’acétate de potassium, 100 mM de KCI, 10 mM delg&@D mM de MnCJ et de 15% (v/v)

de glycérol. Le pH est ajusté a 6,8 et le miliet &®rilisé par filtration. Aprés une
centrifugation a 5000 g a 4°C le culot est alors mm suspension dans du tampon RF2
composé de 10 mM MOPS, 10 mM KCI, 75 mM Caéll 15% glycérol. Le pH est ajusté a
6,8 et le milieu est stérilisé par filtration. Lesgllules sont alors réparties par fractions
aliquotes de 50 pL dans des tubes Eppendorf dml,8n veillant a bien laisser les tubes et

les cellules dans la glace. Ces dernieres sontoodess a -80°C.

3.4.4.3 Transformation des cellules compétentes
5 uL de mélange de ligation sont ajoutés a 50 plcelkiles chimiocompétentes

d’Escherichia colDH50 ou BL21 DE3 ou Rosetta. Le mélange est incubé 3@um la glace.
Un choc thermique de 1 mn a 37 °C est réalisé $bsp L de milieu LB sont ajoutés. Les
cellules sont incubées 1 h a 37°C, puis 50 pL dpension sont étalés sur milieu gélosé LB
contenant I'antibiotique approprié. Les boites @&isont incubées une nuit a 37°C.
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3.4.4.4 Sélection des clones positifs par PCR sur colonie
Les clones sont repris dans 15 puL dg@Hlans des tubes de 0,5 mL. Puis 2 pL de

suspension sont transférés dans un tube PCR aesfuajouté 10 puL de mix PCR (comme
décrit dans le § 3.3). Afin de faire éclater leubes d’E. coli puis de dénaturer 'ADN, le
programme PCR commence avec 5 mn d’incubation & @& lieu de 3 mn classiquement.
Apres analyse sur d’agarose des produits PCR, sgnchimes ayant donné une réponse
positive (fragment de PCR de la taille attendué)@s en culture sur milieu LB, en présence
de I'antibiotique de sélection la nuit a 37°C.

3.4.4.5 Extraction de plasmides
Apres une culture de 30 a 200 mL sur milieu LB efspnce d'antibiotique incubée a

37 °C sur la nuit, une partie des cellules conteteaplasmide et son insert sont centrifugées

puis les plasmides sont extraits par le kit NucleadBPC-100 (Macherey-Nagel).

3.4.4.6 Vérification de la présence de l'insert dans les pmides par digestion
Une digestion (d’au minimum 100 ng de plasmide)cales enzymes de restriction

appropriées est realisée pour vérifier la présatedinsert dans le plasmide. Le produit
digéré 1 h est alors déposé sur gel d’agarose3(ga8ec un marqueur d'ADN GeneRuler™
100 pb ou 1 kb (Fermentas). Apres migration etredion la taille des produits digérés est
visualisée sur la photo du gel réalisée sur lamye |a taille du produit digéré est bonne, la

souche ayant servi a la préparation du plasmidsteskée a — 80°C dans 40% de glycérol.

3.5 Transformation de Mycobacterium smegmatis

3.5.1 Préparation de cellules compétentes
Une culture deMycobacterium smegmatmsc2155 ou mc24517 est préparée dans 200

mL de milieu 7H9 pendant environ 48 h a 30°C juaqubtenir une Do comprise entre 3 et

4. Les cellules bactériennes sont refroidies dargldce pendant 50 mn en agitant toutes les
10 mn. La culture est répartie dans quatre tubkpfae 50 mL préalablement refroidis dans
la glace. Les cellules sont alors centrifugées aeniil0 mn a 4°C a 5000 g. Le surnageant est
eliminé et deux lavages successifs a I'eau distibéerile sont effectués en réduisant le
volume de moitié & chaque lavage. Un dernier laesgeffectué avec 5 mL de glycérol 10%.
Apres une nouvelle centrifugation, le culot estriepans le volume minimum nécessaire a
I'électroporation (Les cellules sont concentrée@ 4®00 fois par rapport au volume initial de
la culture). Les cellules électrocompétentes peugr réparties en tubes Eppendorf stériles
de 1,5 mL araison de 100 pL/tube, puis stocké89eC.
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3.5.2 Transformation par électroporation et sélecti  on des transformants
A 100 pL de suspension cellulaire, sont ajoutésbiub de plasmide (lig) dilué dans

du tampon TE. Le mélange est vigoureusement vonpen® laisse au repos 10 mn dans la
glace. La solution est transférée dans une cuvikeatféporation préalablement refroidie
(Eurogentec® 200ul ; @ = 2 mm). Cette derniére est placée dans lamtine de
I'électroporateur (Eppendorf™ Electroporator 2510h pulse de 2500 V est appliqué puis
les cellules sont immédiatement placées dans wnRalton 50 ml contenant 5 mL de milieu
PTYG, pour M. smegmatisnc2155 ou 5 mL de milieu 7H9 poit. smegmatisnc?4517 et
incubées pendant 4 h a 30°C sous agitation (150 giim de permettre I'expression des
genes de résistance a l'antibiotique porté patdsnpide. 10Qul de suspension cellulaire sont
étalés en triplicata sur boite de Petri Py @ourM. smegmatisnc?155 ou sur boite de Petri
7H10 pourM. smegmatisnc24517 avec I'antibiotique sélectif du plasmides boites de Petri

sont incubées a 30°C environ 1 semaine.

3.6 PCR couplée a la transcription inversée

3.6.1 Méthode d’extraction des ARN totaux de souche s de
Mycobacterium

Pour les expériences d’extraction d’ARN, le matétes solutions et la vaisselle ont
été préparés de maniére a éviter la contaminatandps RNases selon les procédures
standards (Sambroak al, 1989).

L’ARN total de Mycobacteriumest extrait a partir de 50 mL d’une culture a 6 de 0,7.
Apres incubation 30 mn sur glace, les cellules semtrifugées (8000 g pendant 10 mn a
4°C) et conservées sur glace. Par la suite, | egkorepris dans un volume total de 200 pL
dans du tampon Tris-HCI 20 mM — EDTA 5 mM pH 8 ades mg.mL* de lysozyme et 25
ng.mL* de lysostaphine (Sigma). Le mélange est incub&°& 2urant 30 mn. 700 pL de
RNAwiz™ (Ambion) sont ajoutés par la suite et le mélangevertexé pendant 15 s. Le
mélange est ensuite fractionné dans des tubesdall (450 pL/tube) contenant 250 mg de
billes de zirconium-silica (0,1 mm de diamétre)sltebes sont placés dans un adapteur pour
vortex (Ambion) et vortexés pendant 10 mn. Le prote du kit RiboPuré'-Bacteria
(Ambion) est suivi pour la fin de I'extraction. Lguantité d’ARN est dosée sur 1 pL au
Nanodrop (Nanodrop Technologies). L'ARN est aloasté a la TurboDNase (Ambion) selon
le protocole du kit. LARN est précipité avec 1/1®volume d'acétate de sodium 3 M &
pH=5.2 et 2 volumes d’éthanol & 95% a -80°C.
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3.6.2 PCR couplée a la transcription inversée (RT-P CR)
Les expériences de RT-PCR ont été mises en ceuare Iseprotocole du kit « One

step RT-PCR » de PROMEGA (Madison, WI, USA) telilgest décrit par le fabricant. 1 ng
d’ARN a été utilisé a chaque tentative de RT-PCRcawa chaque fois en paralléle, une
amplification PCR contréle positive (et négative)e@a (ou sans) 1 ng d’ADNg dil.
austroafricanunFP 2173.

Les coqditions de RT-PCR sont les suivantes :
1 Etape de reverse transcriptiod5 mn a 45 °C
2 Cycle PCR 25 a 35 cycles (variable en fonction de l'inighgu signal) :

+ 95°C30s

* 55-62°C 30 s almn (enfonction du Tm des amaetds la taille de
I'amplicon)

e 72°C1lmn

3 Extension finale 72 °C 10 mn
4 Conservation des échantillon® a 4 °C

4 Méthodes biochimiques
4.1 Préparation des extraits protéiques

4.1.1 Extraits bruts
Des cultures déV. austroafricanumFP 2173 sont réalisées sur le milieu MMSYE

supplémenté avec I'une des sources de carbonensesva2-EHN (500 mg:t), acétate (4
g.L™"), glucose (2 g.1Y), succinate (4 gt), éthanol (1 g.!) ou tween 80 (2,5 g:t). Aprés
croissance jusqu’a une Ddgy ~0,8, les cellules sont récoltées par centrifegaé 12 000 g
pendant 15 mn a 4°C. L'extraction des protéinefaéstautant que possible a 0-4°C.

Les culots cellulaires sont lavés deux fois partatapon Tris 50 mM pH 8 additionné de
EDTA 5 mM. Comme les cellules dd. austroafricanumFP 2173 sont tres hydrophobes,
afin de perdre le moins de cellules possible, ldsts sont congelés a -20°C puis décollés
congelés a l'aide d'une spatule pour étre placés de tube a fond conique en verre. Du
tampon Tris-HCI 50 mM pH 8 additionné de 5 mM d’E®Est alors ajouté dans le tube a
raison de deux fois le volume du culot de celluless cellules sont lysées par traitement 10
mn aux ultrasons avec la microsonde conique d’'yaiegd Vibra Cell (Bioblock Scientific)
réglé a une amplitude de 20%, avec une alternaaceéduences « on/off » de 5 s. Afin
d’éviter I'échauffement, le tube est placé danslalglace pendant toute la durée de la
sonication. Un extrait brut de protéines est ersuiitenu par centrifugation (13 000 g, 10 mn

a 4°C) pour éliminer les débris cellulaires.
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4.1.2 Fractions soluble et membranaire
L’extrait brut est centrifugé pendant 1 h a 240 0pGa 4° C a l'aide d'une

ultracentrifugeuse Optima TLX (Beckman). Le surraadeconstitue alors la fraction soluble.
Le culot de centrifugation est repris par du tampttPES 25 mM pH 7.5 contenant 10 %
d’éthyléne glycol, la solubilisation est effectupar aspiration et refoulement successifs a

I'aide d’'une pipette.

4.1.3 Dosage des protéines
Le dosage des protéines a été réalisé selon laodettle (Bradford, 1976). Une

gamme d’étalonnage de 0 a 12.5 pg de BSA (bovimsatbumin) est réalisée. Un millilitre
de colorant est ajouté. Aprés une homogénéisatmmagtournement et une incubation de 5
mn, la lecture de I'absorbance est effectuée anB®5Les échantillons protéiques sont dosés

de la méme facon sur 1 a 10 pL d’extrait protéique.

4.1.4 Isolement rapide de protéines par chromatogra  phie d’affinité de
type IMAC

Grace a l'extrémité polyHistidine (His-Tag) intratuen N-ter par construction, les
protéines recombinantes surproduites avec le veq&I15b peuvent étre purifiées par
chromatographie d’affinité sur résine polymériquelaquelle sont fixés des métaux divalents
comme le cobalt, le nickel, le zinc. Le protocoke glrification utilisé emploie une résine
d'affinité de type TALON (BD Biosciences Clontecsyr laquelle est fixée du cobalt. La
résine est conservée dans de I'EtOH 20%. La r§§ibemg essorée) est placée sur un
miniflitre SpinX de 0,45 pum (Costar), adaptable sube de centrifugation Eppendorf.
L'équilibration de la résine est effectuée avec gd@e tampon A (Tris-HCI 25 mM pH 7,5
+ NaCl 0,5 M + glycérol 5%). La résine est essqgréeune centrifugation de 0,5 s a 10 000
rpm. L’extrait protéique § 50 a 200 uL), dialysé le cas échéant pour élimiiedTA
(chélateur des métaux incompatible avec la résiest),déposé dans le réservoir du filtre.
Apres 5 mn d’agitation a température ambianteuteageant est éliminé par centrifugation.
Deux lavages sont alors effectués avec 500 uLmpda A et un troisieme avec 500 puL de
tampon A contenant 10 mM d'imidazole. La faible aamtration d'imidazole permet
d'éliminer les protéines faiblement retenues swwolanne. L'élution est réalisée avec 30 pL
de tampon C, composé de Tris-HCI 25 mM pH 7,5, @lgk 5% et 0,15 M d'imidazole.
L’éluat protéique est dénaturé aveclO puL de SDS4¥Xiet analysé par SDS-PAGE sur 10

ML.
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4.2 Analyse des protéines par électrophorese
4.2.1 Gels SDS PAGE
4.2.1.1 Gels Glycine-SDS-PAGE

Les protéines présentes dans les extraits brutsasmlysées par électrophorése en
conditions dénaturantes sur gels de polyacrylamigatenant 12.5% d'acrylamide /
bisacrylamide (37,5:1) et realisés selon (Laemi8I¥,0).
Les protéines solubles sont dénaturées pendanta 100°C en présence de 1 % de SDS, 10
% de glycérol, 2,5 % dp-mercaptoéthanol 0,001 % de bleu de Bromophénad danTris-
HCI 12,5 mM pH 6,8. Une fraction aliquote de pro&& contenant de 5 a 50 g de protéines
est déposée dans chaque puits ainsi qu’'un margeguoids moléculaire (Protein Ladder, 10-
200 kDa, Fermentas). La séparation des différermielpeptides est effectuée par
électrophorése a ampérage constant (A = 30 mAjaigpon de migration est composé de 25
mM de Tris, 200 mM de Glycine et de 0,1 % de SDS.

4.2.1.2 Gel Tricine-SDS-PAGE
Ces gels ont servi a analyser des protéines memibgancar ils offrent une meilleure

résolution des protéines hydrophobes. Les protéimeabranaires sont dénaturées pendant 15
mn a 1 h & 37°C dans un mélange de SDS (4%)ercaptoéthanol (10 %) glycérol (40%)
Bleu de Bromophénol (0,004%) et Tris-HCI 0,5 M p#8 @ilué dans 3 volumes de mélange
protéique. Les gels ont été réalisés selon le poteadécrit par Schagger (2006).

4.2.2 Electrophorése bidimensionnelle
4.2.2.1 Préparation des échantillons pour la premiére dimesion

4.2.2.1.1Dialyse des extraits solubles de protéines
Les boudins de dialyse, contenant les fractiongslbée$ de protéines additionnées de

benzonase (Merck) (1 puL pour 100 pL), sont trenthés5 h dans du tampon phosphate 5
mM pH 7,5 et MgGl 1 mM a 4 °C, puis toute la nuit dans de I'eauiikk 4 °C. Le boudin

de dialyse a un seuil de coupure de 3500 Da (SpPo®). Les extraits dialysés sont
concentrés par lyophilisation si la teneur en pnet® est jugée trop faible pour I'analyse sur

gel.

4.2.2.1.2Hydratation des bandelettes avec I'extrait protéegu
La quantité de protéines a déposer sur la bandealett étre de 200 a 250 pug pour une

coloration a I'argent ou de 400 pg pour une coloraau bleu de Coomassie.
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Les protéines sont mélangées dans une solutiorercamit de l'urée (9M), du CHAPS (2%),
du DTT (0,15 %) du bleu de Bromophénol (0,02 %jlet Pharmalites (pH 3-10, Sigma) (2
%). Le volume total de mélange doit étre de 450Afln de bien homogénéiser le mélange et
dissoudre l'urée, les échantillons sont agités denisain sec a 30°C. Puis ils sont centrifugés
5 mn & 14 000 g pour éliminer la fraction insoluliles bandelettes ReadyStrilg(18 cm -

pH 4-7, Biorad) sont réhydratées pendant 5 a Gdm@érature ambiante avec la préparation
protéigue, au préalable centrifugée, dans le cotinpemt de la cuve de réhydratation en la
répartissant sur toute la longueur. La bandeldeitejiessée dans le compartiment c6té gel en
dessous en veillant a ne pas faire de bulles.liRél¢' de paraffine recouvre le tout pour éviter

la déshydratation au cours du gonflement de ladlatid.

4.2.2.2 Isoelectrofocalisation (IEF)
Les bandelettes sont placées dans la cuve de teippal’isofocalisation (LKB

Multiphore II, Pharmacia) en respectant la polar&es ponts de papier imbibés d'eau

assurent la continuité électrique entre les batidslet les électrodes placées sur les ponts.
L’ensemble est recouvert d’huile de paraffine eintemu a température constante par un
circuit d’eau de refroidissement. L'électrophorésdait dans les conditions suivantes :

150V 3h 0.2mA 10W
300 V 2h 0.2mA 10W
700 V 1h 0.2mA 10W
1500V 1h 0.2mA 10W
3500V 20h 0.2mA 10W
L’isofocalisation compléte des protéines requiertatal de 70 000 V.h. A la fin de I'lEF, les

bandelettes sont stockées a -20°C dans des tuhesrerbouchés.

4.2.2.3 Equilibration des bandelettes pour la deuxieme dimesion
La solution d’équilibration est composée d'uréeMpde Tris (50 mM), de glycérol (30

%), de SDS (1 %) et de bleu de bromophénol (0,01L&pH est ajusté a 8,8.
2,5 g.L* de DTT sont ajoutés extemporanément a la solatiéquilibration. Les bandelettes
sont incubées avec 5 mL de solution d’équilibrat8th mn a température ambiante avec

agitation.

4.2.2.4 Deuxieme dimension
De grands gels (200 x 200 x 1 mm) contenant 12,8 &eérylamide sont réalisés en

tampon Tris-glycine-SDS. Le mélange d’acrylamidé ssumis a un dégazage sous vide
pendant 10 mn pour favoriser la polymérisation aVajout de persulfate. Il n'y a pas de gel

de concentration, la bandelette est directemermeplaur le gel de résolution et recouverte
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d'agarose a 1 % (dans le tampon de migration). p@mage est réglé a 15 mA en début

d’électrophorése pendant 20 mn. puis a 40 mA pgugegu’a la fin (soit environ 4-5 h).

4.2.3 Coloration au bleu colloidal
Apres démoulage du gel, les protéines sont fixéesrpmpage dans un mélange de 30

% d’éthanol, 2 % d’acide orthophosphorique 85 % @ fois 30 mn ou pendant la nuit). Le
gel est alors rincé par 2% d’acide orthophospherig5 % (3 fois 15 mn). Enfin, le gel est
coloré dans une solution qui contient (dans I'ordr2% d’acide orthophosphorique 85%,
12,5% de sulfate d’ammonium, 20 % d'éthanol et 5lritlde Bleu G-250 & 2% (préparé dans
'eau chaude). Le gel est conservé dans de I'eatenant 2% de glycérol, photographié, et
parfois séché au four (Easy Breeze gel Dryer, Ho8@entific Instrument) entre deux

feuilles de papier cellophane.

4.2.4 Découpage des gels d’électrophorese
Les spots ou bandes colorées correspondant auxginest d’'intérét séparées par

électrophorése 1D ou 2D sont découpées du gelde IHun scalpel ou d’un emporte piece
sur une plague de verre préalablement nettoyéawen®t a I'eau chaude puis a I'alcool pour
éliminer toute trace de kératine. Les spots ou éamsnt placées dans des tubes « Biopur »
(Eppendorf) de 0,5 mL avec 5% d’éthanol.

4.3 Analyse LC-MS-MS des spots
Ces analyses ont été effectuées par Mathilde Lowway Laurianne Kuhn du

laboratoire d’Etude et de Dynamique des ProtéomeSEA de Grenoble.

4.4 Activité sur gel d’électrophorese
Afin de visualiser une activité estérase ou perasgd sur gel, les échantillons

protéigues a analyser sont séparés par électragghereconditions non dénaturantes. Pour ce
faire, I'extrait protéique est mélangé a quelqueas da sucrose et de bleu de bromophénol
avant le dépot sur un gel d’acrylamide a 12,5%gékest préparé en tampon Tris-Borate 0,1
M, pH 9.

4.4.1 Activité estérase
L’activité estérase est mise en évidence par ulmatmn spécifique au Fast Blue RR

(Sigma) en présence adhaphtyl acétate (Sigma) Apres migration & ampéagestant 30
mA, le gel est coloré dans un tampon phosphate (V6.2 contenant 2% danaphtyl
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acétate et 5 % de Fast Blue RR. La lecture estcteffe aprés 15 mn d’incubation.

L’apparition d’'une coloration noire est révélatribe I'activité.

4.4.2 Activité peroxydase
La présence d'un cytochrome P450 peut étre misévatence par une coloration au

TMBZ (3,3',5,5' tétraméthyl benzydine, Sigma). Aprééparation électrophorétique, le gel
est immergé a I'abri de la lumiére dans une saiutie TMBZ (450 mg.L*) dans une solution
d'acétate de sodium 25 mM, pH 5 contenant du méth&B0%). Apres une heure
d’incubation, du peroxyde d’hydrogene est ajoutéaidon de 0,1 % final. Aprés 15 mn

d’incubation avec une agitation, une coloratiorubléémoigne de I'activité peroxydase.

4.5 Western Blot
Cette méthode a pour objectif de vérifier la présene protéines recombinantes

obtenues avec le vecteur pET15b ayant une étiquetty-histidine par détection
immunoenzymatique dite de Western Blot.

2 ug de protéine purifiee ou 20 a 100 pg d’expestéique total sont séparés sur un gel SDS-
PAGE. Apres migration, les protéines sont transferéur membrane de nitrocellulose
(Optitran BAS83) sous I'effet d’'un champ électriqi@ast-Blot B33, Biometra. 150V pendant
20mn). Une coloration rapide de la membrane augdmnceau-S (1% dans I'acide acétique
5% (v/v)) permet de vérifier le transfert de progs et de découper la bande du marqueur.
Apres rincage dans du PBS-Tween (NaCl 0,14 M ; KCIM ; KH,PO, 1,5 mM ; NaHPQ,

8,1 mM et Tween 20 0,5% (v/v)), la membrane estliée avec de la BSA (3% p/v) dans du
PBS-Tween pendant 30 mn a 1 h. La membrane esitemnstubée avec des anticorps anti-
His-Tag couplés a la peroxydase Sigma (d = 1/3@a0% du PBS-Tween pendant 1 h. Apres
5 lavages de 2 mn dans du PBS-Tween, la membramsssée Iégérement avec un papier
absorbant puis recouverte de réactifs E€(Amersham) pendant 1 mn. La membrane est
égouttée et placée dans une cassette contre upliitnographique ECI™. Aprés une durée
d’exposition de 10 s a quelques mn selon l'inténdil signal, le film est révelé selon un

procédé photographique classique.

5 Outils bioinformatiques
Les séquences de nucléotidiques ou peptidiquestérdlignées par le logiciel ClustalX. Les

arbres phylogéniques ont été réalisés selon laodétldu Neighbour Jointing et visualisés
avec le logiciel TreeView. Ces logiciels sont télégeables gratuitement sur le site suivant :

http://mybiopack.ifrance.com/mybiopack en.html
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RESULTATS

1 Sélection de souches dégradant le 2-EHN
Au début de ce projet de théese, la question déoldégradabilité du 2-EHN était en suspens car

aucune étude n’avait été menée pour déterminers qumlvaient étre les criteres importants
présidant a biodégradation de ce composé. Noussatio lieu de craindre que la biodégradabilité
du 2-EHN serait difficile pour les raisons suivante
 la rareté dans I'environnement des microorganisrdeses de I'équipement
enzymatique pour dégrader les composés branchés;
» la difficulté d’accession des microorganismes a sustrat quelque peu volatil
(tension de vapeur de 27 Pa a 20°C),
« et la toxicité d'un substrat, Iégérement solubleasdées milieux de culture mais
cependant largement hydrophobe (logwiks 5,24).
L'ensemble de ces éléments devait étre pris enteopgur définir les conditions de sélection de
Mmicro-organismes appropries.
Pour sélectionner des souches capables de déghadeEHN, il convenait de disposer
d'un test de dégradation adapté aux particuladitésubstrat. Le test de Sturm a été considéré a
l'origine car il est utilisé couramment pour mesuacbiodégradabilité des produits commerciaux
(OCDE). Il s'agit d'un test ou le composé a tesstrsoumis a une biomasse cellulaire constituée
par une boue de station d'épuration (STEP) d'eehaines. La dégradation est alors mesurée par
la production totale de G(piégé en milieu alcalin. Comme l'a noté justemeattdsbyet al.
(1999), le test de Sturm n'est applicable qu'awduyits organiques solubles dans I'eau et ayant
une faible volatilité. Ce test ne convenait dons paur le 2-EHN qui est doté d’'une solubilité
restreinte (12, 6 mg:1) et d'une tension de vapeur appréciable (27 RE@)2
Un autre test, celui défini par la norme NF ISO93l8’octobre 2005 sur "l'évaluation en
milieu aqueux de la biodégradabilité aérobie ultides composés organiques par analyse du
carbone inorganique dans des récipients hermétigoieains” pouvait étre également envisage,
puisque le 2-EHN est un composé volatil. Ce testdli CQ, dans I'espace de téte" se déroule
dans une fiole fermée, avec un faible volume deidie, contenant des microflores de boues de

station d’épuration urbaine (STEP), et un espacdétle sufisamment grand pour contenir
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'oxygene nécessaire a la dégradation du subsiaemps du test de dégradation est de 28 jours
et la dégradation du substrat résiduel est évglaéda mesure du Gproduit dans I'espace de
tétede la fiole et du COT (carbone organique totd)duel dans le milieu. La quantité de substrat
est de 2 & 40 mgk Pour appliquer le test du "G@ans l'espace de téte" au cas du 2-EHN, il e(it
fallu que le 2-EHN soit d'avantage soluble. Compteu de la pression de vapeur saturante et
d’'aprés la loi des gaz parfaits, 2 mg.de 2-EHN environ sont contenus & saturation dans |
phase vapeur & 20°C et de I'ordre de 3 M@30°C, température & laquelle s'effectuent ks te
A saturation, peu de 2-EHN est donc solubiliséceeasible au micro-organisme dans la phase
aqueuse (12,6 mglLa 20°C). Dans les conditions du test “C@ans l'espace de téte", les
guantités de substrat était alors trop faibles poaduire a des mesures précises du substrat.
Nous avons donc préféré nous inspirer du test mipant pour la biodégradabilité des
gazoles (Penatdt al. 2004), celui-ci autorisant de surcroit I'exames da&s ou la biodégradation
du substrat est incompléte et pour lesquels s'aglentncertains métabolites. Afin de prendre en
compte le caractere inhibiteur probable du subskeaP-EHN a été introduit dans le réacteur
aprés dissolution dans une phase solvant inertem&abolisable (non aqueous phase liquid ou
NAPL, dans la terminologie anglo-saxonne) telle gu&4,4,6,8,8-heptamethylnonane (HMN).
La phase NAPL sert alors de réservoir pour le sabstydrophobe et atténue la concentration
solubilisée dans le milieu. Au fur et & mesure @e@nsommation, le substrat est transféré de la
phase solvant vers le milieu de culture. De laesdlinhibition par exces de concentration de
substrat a toutes chances d'étre levée.
A l'aide du test défini pour le 2-EHN, les premiessais de biodégradation ont été effectués en
utilisant des microflores de STEP urbaines, puisiisant des microflores de raffineries. Les
tests ont été étendus a des souches pures detioollgai étaient connues pour leur capacité de
dégradation des hydrocarbures. Comme nous le &raommtains micro-organismes présentent

une capacité de dégradation intéressante.
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Abstract The 2-ethyvhexyl nitrate (2-EHN) is cur-
rently added to diesel oil to improve ignition and
boost cetane number. The biodegradahility of this
widely used chemical needed to be assessed in order
to evaluate the envirommental impact in case of
accidental release. In aerobic liquid cultures, biodeg-
radation of 2-EHN was assessed in biphasic liquid
cultures using an inert non-aquecus phase liguid such
as 224468 8-heptamethylnonane (HMN) as sol-
vent for the hydrophobic substrate. 2-EHN was found
to be biodegradable by microbial communities from
refinery wastewater treatment plants, but was recal-
cittant to those of urban wastewater treatment
facilities. Out of eighteen hydrocarbon-polluted or
non-polluted soil samples, six microbial populations
were also able to degrade 2-EHN. However, strain
isolation from these microbial populations was rather
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difficult suggesting close cooperation between mem-
bers of the microbial communities. Specific axenic
bacterial strains selected for their ahility to catabolize
recaleitrant-hydrocarbons were also tested for their
capacity to degrade 2-EHN. In ligquid cultures with
HMMN phase as non-aquecus phase liquid, some
Myeobacterium austrogfricanum strains were found
to degrade and mineralize 2-EHN significantly.

Keywords 2-Ethylhexyl nitrate -
Biodegradation - Mineralization -
Soil microbial population - Mycobacterinm

Abbreviations

2-EHN 2-Ethylhexyl nitrate

MTEBE Methyl terr-butyl ether

NOAEL No observed adverse effect level
HMMN 2,2.4.4,6,8 8-Heptamethylnonane
NAPL MNon-aqueous phase liguid
WWTP  Wastewater treatment plant
Introduction

The 2-Ethyhexyl nitrate (2-EHN), the nitric acid ester
of 2-ethyl-1-hexanol {Fig. 1), is currently added in
significant amounts (0.053%-04%) to diesel oil to
improve ignition and boost cetane number (Guibet
and Faure 1999; Bornemann et al. 2002). 2-EHN is a
large-scale commodity, the worldwide production of

'@ Springer
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QN

Fig. 1 Maolecular  structure  of  2-Ethylhexyl  nitrate
{CgH 1aNO5 ). Main physico-chemical properties (ATC 2006):
vapor pressure at 20°C: 27Pa; solubility in water at 20°C:
126 mg 17 logKaw: 5.24; liquid density: 0.96

which is estimated to be about 100,000 tons per year.
It has long been considered as presenting no partic-
ular risk to human health. 2-EHN was also non-
mutagenic according to the Ames test Upon acute
oral or dermal admimstration to mammals, 1t seemed
relatively non-toxic (ATC 2006). Nevertheless, 2-
EHN has been found to be significantly more harmful
when administered in repeated doses. The No
Observed Adverse Effect Level (NOAEL) in rats
over a 28-day perod was only 28 mg kg™' d7'
{(Someroja and Savolinen 1983). The low NOAEL
level indicates that bipdegradability may be a key
factor in the overall 2-EHN environmental risk
assessment. Indeed, in the case of accidental release
biodegradability will determine the residual concen-
tration in the environment and exposure may become
chronic if no degradation occurs.

Under environmental conditions, many organic
contaminants are biodegraded by local indigencous
microorganisms (Roling and van Verseveld 2002).
Removal of contaminants depends on the intrinsic
biodegradability of molecules, on physical parame-
ters existing on site, such as temperature and oxygen
{Morgan and Watkinson 1989; Leahy and Colwell
19940)) and on degradative capacity of local microbial
populations. The biodegradation of contaminating
molecules often involves cometabolism and cooper-
ation between microorganisms (Marchal et al. 2003).
In addition, strains with particular metabolic capac-
ities, such as Mycobacterium or Rhodococcus
bacteria (Sakai et al. 2004; Bogan et al. 2003;
Ferreira et al. 2006), are frequently involved in the
biodegradation of recalcitrant-hydrocarbons.

The intrinsic biodegradability of organic pollutants
such as 2-EHN has to be determined since it is a key
element in risk assessment. It is usually assessed
using laboratory tests derived from those designed
for commercial products (Strotmann et al. 2004).

@ Springer
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However, as indicated by Battersby et al. (1999),
current test puidelines designed for water-soluble,
organic compounds with low volatility are unsuitable
for most oil products. Tests have therefore been
specifically designed for oil products (Battersby et al.
1999); they are performed using a pre-exposed
inoculum with a duration of three months. Specific
tests involving an cil-degrading microbial population
and biological additives to enhance biodegradation
have also been designed for particular products, such
as bioremediation additives (Haines et al. 205).

The imtrinsic biodegradability of 2-EHMN has
received little investigation. 2-EHN was not found
to be readily biodegradable in the standard CO,
headspace test since the yield of hiodegradation
failed to attain 60% within 28 days (ATC 2006). As
little information was available on aerobic biodegra-
dation of 2-EHN, our study aimed at evaluating the
intrinsic biodegradability of 2-EHN under different
laboratory conditions. For this purpose, microbial
populations from wastewater treatment plants and
from soil were used. 2-EHN biodegradation by some
Actinobacteria species was also investigated because
of the recognized ability of these microorganisms to
attack recalcitrant molecules.

Materials and methods
Culture medium

The vitamin-supplemented mineral salts medium
described by Bouchez et al. (1995) was used as
nufrient solution. The solition was autoclaved at
121°C for 20 min without vitamins, which were
sterilized by filtration at 0.22 pm and added to the
medium after cooling. The carbon source was 2-EHN
at 768 mg "' of culture medium {equivalent to
421 mg C 17" or 351 pmol C flask™") for microbial
populations and 480 mg 17! (equivalent to 263 mg
C1™" or 219 pmol C flask™") for pure strains.

The equation for complete mineralization of 2-
EHN under aerobic conditions is:
CyHpjaNOs + 1205 — BCO2 + & HaO + HNO4
The conditions used allowed aerobic biodegradation
to occur under non limiting conditions, in particular

with respect to oxygen, which was in excess in flask
headspace.
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Microorganisms

A varlety of sources were used for 2-EHN biodeg-

radation tests:

= Samples from five distinet urban wastewater
treatment plants (WWTP) and from two refinery
WWTP treating water previously used along
refinery treatment processes. Sludge was centri-
fuged at 3,000 g for 200 min and re-suspended in
the nutrient solutiom at a final concentration of
1 g 17" (dry weight). After centrifugation (3,000
g for 20 min), the supernatant was discarded and
sludge pellets were stored at —20°C for up to six
months without significant loss of biodegradation
capacity.

= Samples from ten non-polluted soils (samples | to
10y and from eight polluted scils (samples 11-
18). Microbial suspensions were directly obtained
by dispersing 5 g 17! of soil sample into the
nutrient solution. The chamacteristics of the soil
samples which had been used for diesel biodeg-
radation (Penet et al. 2006) are indicated in
Table 3.

Several pure strains (Table 1) were also used for
2-EHN biodegradation tests. These strains are mainly
branched-hydrocarbon-degrading  bacteria.  Precul-
tures were performed in liguid medium containing
Tween 80 (2.5 g 17"). 2-EHN biodegradation tests

were inoculated with centrifuged precultures at an
optical density (580 nm) of 0.2,

Culture conditions

The biodegradation tests were performed in 120-ml
flasks closed with Teflon-coated stoppers and sealed
with aluminum caps. 2-EHN was added to 10 ml of
inoculated culture medium in presence of 500 pl of
224468 E-heptamethylnonane (HMN). HMN was
used as a non-aqueous phase liquid (NAPL) to reduce
the toxicity and volatility of 2-EHN. Cultures were
incubated at 30°C with shakimg (150 rpm). The
overall aerobic biodegradation kinetics were regu-
larly momitored by GC analysis of CO, in the flask
headspace. COy production was similarly monitored
in control flasks without 2-EHN addition.

Experiments were carried out in duplicate. Abiotic
controls supplemented with sodium azide (1 g ™
were performed under similar conditions. At the end
of the incubation period, 2 ml of dichloromethane
were introduced into the flasks and abiotic controls
which were shaken for 1 h and then stored overnight
at 4°C before analysis. The residual 2-EHN was
determined by GC-FID-analysis of dichloromethane
phase.

The abiotic recovery ratio of the substrate was
caleulated as 2-EHN recovered in the abiotic flasks

Table 1 Strains used in the

study

* Labomtoire de Chimie et
Biologie des Métaux,
iIRTSV—CEA, CNRS,
Université Joseph Fourrier
UME 5249, 38054
Grenable, France

Strain

Reference or sources

Mycobacterinm austroafricanwm IFPXN12
Mycobacterium austroafricanum TFPX15
Mycobacterium austroafricanum TFP2138
Mycobacterium austroafricanum TFP2 54
Mycobacterinm austroafricanwm IFF2155
Mycobacterinm austroafricanwm IFF2173
Mycobacterinm austroafricanum Spyr_Ge_1
Mycobacterinm austroafricanwm BHFE004
Mycobacterinm austroafricanum C8
Mycobacterium austroafricanum ATCC 29678
Mycobacterium smegmatis me2155
Mycobacterium sp. TFP2000
Mycobacterinm sp. 6FY1

Rhodococons ruber IFFA06

Rhodococcus rube r TFFX07

Preudomonas citronellolis ATOC 13674
Prendomonas purida Gpol

Francois et al. (2002)
Lopes Ferreira et al. (2006)
IFP collection

IFP collection

IFF collection
Solano-Serena et al. (2004)
I C. Willison *

I C. Willison *

Jousnnean et al. {2005)
Johnson et al. (2004)
Poupin et al. {1999)
Béguin et al. (2003
Krivobak et al, {2003)
Chauvaux et al. {2001)
Chauvaux et al. {2001)
Fall et al. (1979

Smith and Hyman {2004)
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with respect to initial 2-EHN supplied. The 2-EHN
biodegradation yield was the ratio of 2-EHN biode-
graded in test flasks to substrate recovered in abiotic
controls.

The net COy production was calculated as the
difference between the final gquantities of CQO, in
the test flasks and in the hydrocarbon-free flask.
The mineralization extent was the carbon ratio
between the net CO; produced and the carbon
content of the substrate at the beginning of the
experiment. Mineralization yield was taken as the
carbon ratio between the net CO; produced and the
substrate consumed.

Strain 1solation

Microbial populations enriched in 2-EHN biodegrad-
ers were obtained from 4-week-old subcultures.
Strain isolation was performed on solid medium
composed of the mineral salts solution (Bouchez
et al. 1995) and 15 g 17! agar. Petri dishes were
incubated at 30°C in sealed jars saturated with
2-EHN wapor as only carbon and energy source.
[solated strains were then tested in liquid cultures for
their biodegradation capacity, 2-EHN being provided
either through a liguid HMN phase (8 pl of 2-EHN in
(.5 ml of HMN) or a saturated headspace. Microbial
growth was determined by optical density at 580 nm.

Chromatographic analyses

Carbon dioxide was measured with a Girdel Serie 30
chromatograph equipped with a catharometric detec-
tor and a CTRI column (Alltech). The carrier gas was
helium and the column temperature was 60°C. The
imjector and detector temperatures were 100°C.
Samples (250 pl) of the bheadspace gas in culture
flasks were withdrawn with a gas-tight syringe and
inmjected into the chromatograph for CO, analysis.

Residual 2-EHN was quantified with a Varian
model 3400 gas chromatograph equipped with a
flame ionization detector and a CP SIL 5CB capillary
column {Chrompack)
(30 m = 0.25 mm x (.25 pm). The carfer gas was
hydrogen. The injector temperature was 250°C. The
detector temperature was 280°C. The column tem-
perature was first set at 100°C and increased to 125%C
at 4°C min~'. Decaline was used as an internal
standard.

'@ Springer

Mucleic acid extraction and strain 1dentification

For each strain, genomic DNA was extracted from
the pellet from a 5 ml Tween B0-grown culture
(Solano-Serena et al. 2004).

The 165 tRN A genes were cloned in pCR2.1 TOPD
vector (Invitrogen) using TOPO TA cloning, according
to manufacturer’s instructions. The sequence of the
forward primer FE was 5-AGAGTTTGATYMTG
GCTCAG-3, and the sequence of the reverse primer
1492R was 5-CGGTTACCTTGTTACGACCT-3'
(Grabowski et al. 2005). The 165 rRNA gene was
sequenced by Genome Express. Strains were identified
using Blast on the NCBI server (http:/fwww ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST/). Sequences have been depos-
ited in the GenBank database under accession numbers
EU544515 for strain IFP 14.1 and EUJ 54451 6 for strain
55

Chemicals

The 2-EHN (CAS MNumber 27247-96-7) and HMN,
were obtained from Sigma Aldrich Chimie (France).
Mineral salts were from VWER (France).

Results and discussion

Because of its hydrophobic nature (log K., of 5.24),
and slight solubility in water (12.6 mg 17" at 20°C),
2-EHN biodegradability could not be adequately
estimated by the standard Sturm test which has been
designed for freely-soluble substrates of low volatil-
ity (Battersby et al. 1999). As currently performed for
hydrophobic compounds, a NAPL system involving
HMM was used (Bouchez et al. 1995; Garcia-Junco
et al. N03; Muihozr et al. 2008; Kirkwood et al
2008). Our preliminary experiments confirmed that
HMMN had no toxic effect on microbial cells (Wod-
zinski and Johnson 196E), that it was not
biodegradable (Schaeffer et al 1979) and that it could
prevent 2-EHN toxicity (data not shown).

Biodegradation of 2-EHN by WWTP microbial
populations

As mainly recommended by the current norms on
chemicals (OECD 19923, 1992h), biodegradability
was determined using activated-sludge as inoculum.
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Table 2 CO; productions from 2-EHN by WWTP microbial

Microbial Incubation  COy Mlinemlization
population period produced®  extent® (%)
{days) {pmal)

Urban WWTP 1 as 0 0

Urban WWTP 2 35 kr) 11

Urban WWTP 3 25 B 2

Urban WWTF 4 25 0 0

Urban WWTFP 5 25 =3 0

Refinery WWTP 1 49 192 55

Refinery WWTP 2 35 235 67

WWTP: Waste Water Treatment Plant

* Amount of CO, pmoduced per Aak. CO; production of
substrate-free fasks has been subtracted. Tests were performed
in duplicate for 28 days with 8 pl of 2-EHN, i.e 351 pmal C
Aask™". Mean value are indicated

B Carbon molar ratio of production COz to inital carbon
introduced

Five samples from distinct urban WWTPs on the one
hand and two samples from oil refinery WWTPs on
the other were used. Biodegradation tests were
performed in  HMN-containing  medium. C0O,
released in the flask headspaces was monitored
during inmcubation until no additional COp  was
produced. Final CO; productions by WWTP micro-
bial populations are indicated in Table 2.

Microbial communities from wrban WWTPs 1, 4
and 5 exhibited no biodegradation capacity since the
C0, evolved m test flasks after about four weeks did
not significantly differ from that of 2-EHN -free flasks.
The C(y; productions from the urban WWTPs 2 and 3
showed only a slight mineralization of 2-EHN. Urban
WWTP microbial populations were therefore not
competent for complete 2-EHN-biodegradation
although they had been previously shown to be able
to degrade both diesel oil (Penet et al. 2006) and
gasoline (Solano-Serena et al. 1999). In contrast to
urban WWTP microbial populations, activated-sludge
samples from refinery WWTPs mineralized 2-EHN
significantly, since up to 67% of carbon in the initial
substrate was transformed into COy. Their efficiency in
2-EHN biodegradation suggested that they might be
composed of microorganisms having the specific
catabolic ability to biodegrade branched hydrocarbons.
Such a peculiar metabolic trait had already been
observed for branched-hydrocarbon biodegradation
(Solano-Serena et al. 2000b).

Biodegradation of 2-EHN by environmental
microbial populations

Warious soil samples were used as inocula in order to
assess the distribution of 2-EHN biodegradation activity
in environmental microbial populations. Scil samples
were taken either from uncomtaminated (microbial
populations 1=10) or contaminated (microbial popula-
tions 1 1-18) soils. The tests were performed in HMN-
containing liquid cultures (Table 3).

The amount of recovered 2-EHN in abiotic flasks
was at least T1% of the amount initially supplied.
Considering the volatility of 2-EHN, such an abiotic
recovery value was quite satisfactory. Actually,
abiotic losses were in the same order of magnitude
as those determined for hydrocarbons of low molec-
ular weight (Solano-Serena et al. 2000a) or for diesel
oil (Penet et al. 2006). 2-EHN bicdegradation yield
was found to be variable depending on the soil. Five
microbial populations (no. 6, 10, 11, 12, 13) degraded
2-EHN by less than 10%, confirming the partial
recalcitrance of the molecule. A biodegradation yield
higher than 90% was obtained with six microbial
communities {no. 4, 7, 9, 14, 15, 16) which had
previously been shown to extensively degrade diesel
oil (Penet et al. 2006). Among microbial populations
from polluted soils, the most efficient ones were from
diesel-polluted soils. Although the lag phase was
sometimes long, these results confirm the huge and
varied biodegradation capacity of soil microbial
populations toward xenobiotics. The microbial pop-
ulations origin had no influence on the biodegradation
capacity, since competent populations were found
both in polluted and unpolluted soils. In contrast to
gasoline or diesel oil biodegradation (Marchal et al.
2003), soil-exposure to hydrocarbon contaminants
was not compulsory for the microhial population to
acquire 2-EHN-biodegradation capacity.

Selection of 2-EHN biodegraders

In order to enrich microbial populations in 2-EHN
degraders, microbial populations exhibiting biodeg-
radation capacities were sub-cultured in ligquid HMN-
containing medium  Because growth of biomass
could not be measured in scil suspensions, subcul-
tures were monitored by following CO; production in
the headspace {Solano-Serena et al. 2000c). The lag
period decreased with sub-culturing and disappeared
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Tamle 3 Z-EHN biodegradation by soil microbial populations

Sl Micro-onzanisms source™ Incubation Lag Abiatic Binde grodation Mineralization
penod timeddays) reciovery™ wield® (%) yield? {5
{davs) {5}

1 Garden il 18 g2 17° 1

2 Field 5 i 102 43 34

3 Crarden ai n.d. L] 41 5

4 Pine forest 75 10 71 e i

5 Garden il 22 T8 il 41

6 Garden 60 n.d. T4 ] i

7 Vineyard ah 23 w 100 B

h Forest ail I8 97 e ge"

9 Grarden s 23 a1 102 62

10 Garden il n.d. b i i

11 Pol luted site fjet fuel, 2.0) ai 8 b 7 75

12 Polluted site fjet uel, 2.4) 60 29 17 3 1

13 Pol huted site fjet fuel, 2.2) il n.d. e -+ i

14 Palluted site {diesel oil, 100 6l 17 B 100 T4

15 Pol luted site {diesel al, 2.7) aill is & 100 59

16 Pol lutesd site (diesel ml, 4.4) ail 8 107 104 Lt

17 Pal luted site gerude oil, 90} 47 1] &7 17 25

15 Pol luted site ferude oil, 1.0 43 i 108 59 4

Tests were performed in duplicate unless otherwise stated, ot 30PC with 8 pl of 2-EHN, ie 7.68 mg Nask !

* Pollution type and amounts of contaminating hydrocathons in g per kg of soil dry weight are indicated between parsntheses

¥ 2-EHMN recovered in the abiotic fasks with respect w initizl 2EHN supplied

¢ Caleulated as the ratio of the amount of substrte biodegraded in test fasks o the amounts of recoversd substrate in the abiolic
comrols

4 Carbon malar ratio of production OO to hiodegmded subsirate

® Omly one test was perfomed

nid., Mot determined

at the third culture (Fig. 2). Similarly, the time
required for maximal CO; production to ocour
decreased from 30 days in the first culture to 12 days
in the fourth. Total COy production was also higher in
the fourth culture than in the third indicating a clear
adaptation of the bacterial commumnity.

In order to isolate 2-EHN biodegraders from the last
subcultures, samples were diluted and spread on solid
mineral medium with 2-EHN provided as vapor. Afier
three transfers on solid medium. thirteen bactenal
colonies were isolated and tested for their growth

Time {days) capacity on 2-EHN in the HMN-containing liguid

medium. Only ore of them (strain IFP14. 1) was able to

Fig. 2. Kinetics: of CO. producticn for 2-EHN-free (@), frat arow under these conditions. Using this strain, total 2-
(M}, second {A) third £00 and fourh (O3 cullures from soil 3 : . o

saimple 14 Cultures were incubated at 30°C, with HMN, Flasks EHN hiodegradation was observed, the mineralization

comained & pl of 2-EHN, i.e. 351 pmol C fask ™’ yield reaching 40%. Strain isolation from 2-EHN

0o

CO, produced (pmal)
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Table 4 Mineralization of 2-EHN by two isolated strains

Strain

C0; produced® (pmaol)

Growth (0D g )

2-EHN free flask Test Mask 2 EHN fmee fask Test Nask
Mycobacterium sp. 55 023 4.67 0010 0,230
Anrantimonas altamirensis TFP14.1 000 1.16 0001 0.217

* Amount of COp produced per flask afier 4 days

Fig. 3 Biodegradation
{ipen bar) and minemlization
{grey bar) yields for 17
specific axenic bactenal
straing The biodegradation
test was performed at 30PC
for 28 days, with 5 pl of 2-
EHM, ie. 219 pmaol C

=
o

yiek (%)

biodegradation’ ar mineralisation™
]
[=]]
|

1M1 = =

Aask . Calculated as the

ratio of the amount of

substmate biodegraded in test

flasks to the amowunt of

recovensd substrate in the

abiotic controls. Test was n,‘ HEA

performed in trplicate, fﬁf fl& .

Carbim maolar ratio of C0; f f & o

production to biodegraded & 8 'f &

substrate, Test was & f & f

pafarmed in triplicate “0 *,* .** *,* .*.*
™

degrading microbial populations was therefore rather
complex, probably because of the cooperative pro-
cesses prevaling in the microbial communities. A
similar difficulty in strain isolation was encountered
for cyclohexane and complete biodegradation could
only be obtained using strain association (Beam and
Perry 1974; Solano-Serena et al. 2000a).

The thirteen strains isolated on solid medium were
able to form colonies, which however indicates that
they could uwse 2-EHN as a growth substrate when
supplied as vapor phase. Thus, ligquid cultures with 2-
EHN provided in the gas phase were performed. Only
two isolates were able to produce minor CO5 amounts
in these conditions (Table 4), which were identified
as Auwrantimonas altamirensis and Mycobacterium
sp., respectively, by 165 rRMNA gene analysis.

Biodegradation of 2-EHN by pure strains

Since strain isolation was not really successful, various
hydrocarbon-degrading-microorganisms  from  strain
collections were tested for their 2-EHN biodegradation
capacity in liquid cultures. As 2-EHN is an ethyl-

substituted ester, strains with capacities in branched-
alkane bicdegradation were chosen. These mainly
belonged to the Corynebacterium-Mycobacterium-
Nocardia (CMN) group. Other strains tested included
P. putida Gpol, harboring a non hemic system of
alkane hydroxylation (van Beilen et al. 2003), and
P. citronellolis ATCC 13674, a strain capable of
branched-alkane biodegradation (Fall et al. 1979;
Bhattacharya et al. 2003). The kinetics of 2-EHN
mineralization was monitored over 28 days. As
already noted for soil microbial populations, values
of abiotic recovery were satisfactory and reached at
least T0% of the imitial substrate (data not shown).
From the CO» evolved and the substrate consumed in
tests, biodegradation and mineralization vields were
caleulated (Fig. 3). Mineralization was not caleulated
when the biodegradation yield was below 10%, i.e. for
seven strains. Only one strain not belonging to M.
austrogfricanum was able to significantly degrade and
mineralize 2-EHN ( R. ruber IFF2X07). Fornine strains
of M. austroafricanum, the biodegradation yield was
over 90%. With M. austreafricanum C6, IFP2154 and
Spyr_Ge_l, mineralization yields were close to 50%.
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Considering that a significant fraction of the carbon
source was used to produce cell biomass, it could be
inferred that little or no intermediary metabolites
accumulated during growth. In contrast, M. austroaf-
ricanum IFP2012, IFP2015, IFP2173 and IFP2138
displayed mineralization yields close to 30%, suggest-
ing that metabolite accumulation occurred. Only one
strain of M. austroafricanum displayed no biodegra-
dation capacity (M. austroafricanum ATCCIOGTE,
Sformerly M. vaccae JOBS).

In fact, M. austroafricanten belongs to the fast-
growing Mycobacteria group, which forms a cobherent
phylogenetic branch clearly separated from the slow-
growing Mycobacteria. The fast- growing Mycobacte-
ria can be readily isolated from environmental samples
and their biodegradation capacities for various hydro-
carbons such as mono- (Tay et al. 1998) and poly-
(Leys et al. 2005) aromatic hydrocarbons, linear,
branched (Solano-Serena et a. 2000a) and cyclic
(Beam and Perry 1973; Bogan et al. 2003) alkanes,
methyl tert-butyl ether (MTBE) and ethyl ters-butyl
ether (Francois et al. 2002; Lopes Ferreira et al. 2006)
have clearly been demonstrated. Hydrocarbon uptake
is favored by the high hydrophobicity of the cell wall
composed of large amounts of C60-CO0mycolic acids,
contributing up to 60% of the cell wall (Brennan and
NMikaido 1995). The mycolic acid profile in the ChMNs
depends on the carbon source and influences the
selectivity of uptake and transport of alkanes (So-
kolovska et al. 2003). Among Gram-positive bacteria,
the huge flexibility of Mycobacteria in terms of both
metabolism and cell wall structure certainly explains
their capacity for 2-EHN biodegradation.

Conclusion

Althcugh 2-EHN is a large-scale commodity that can
be considered as a potential pollutant for soils and
aquifers, little information on its biodegradability is
available. According to the standard procedure of
C0O, Headspace Test (ATC 2006), 2-EHMN was
considered as being not readily biodegradable. In
the present study, the biodegradability of 2-EHN was
demonstrated. This was achieved using a NAPL
system involving HMN or silicone oil (data not
shown) and microbial communities derived from
refinery WWTPs. HMN addition to culture system
could remove the inhibition resulting from substrate
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excess by gpradually releasing 2-EHN into agqueous
phase as it was consumed.

Biodegradation capacities of 2-EHN were not
extensively distributed among microbial populations,
since only refinery WWTP microbial populations and
some of the soil microbial populations were able to
degrade 2-EHN. This molecule has a branched struc-
ture, the hiodegradation of which probably requires
particular microcrganisms harbouring specific path-
ways such as the so-called citronellol pathway which
removes anteiso methyl groups of branched alkanes
(Fall et al. 1979). The hydrocarbon contaminations
might enrich microbial populations with degraders, but
exposure duration to contaminant had to be long
enough for giving the opportunity for the microbial
population to adapt to degrade xencbiotic, as already
suggested for MTBE (Moreels et al. 2004).

Several microbial populations were able to
degrade 2-EHN. Strains isolation from microbial
populations was, however, quite difficult, as it was
for the biodegradation of gasoline additives such as
MTBE (Francois et al. 2002, Rohwerder et al. 2006).
Only two isolates utilized 2-EHN when provided in
the vapor phase and only one isolate grew slightly
under the conditions of our standard liguid test In
fact, complex microbial communities appeared to be
efficient for 2-EHN biodegradation, probably because
of the commensalisms phenomenon existing between
microorganisms of the population. Some intermedi-
ary metabolites might be produced by biodegraders
with limited biodegradation capacities. Accumulated
metabolites can then serve as carbon sources for other
organisms, allowing extensive mineralization of the
substrate by complex microbial population.

Most strains of M. austroafricanum were found
capable of extensive 2-EHN biodegradation. These
findings actually highlight the great versatility of
those strains for the biodegradation of hydrophobic
compounds to which 2-EHN belongs.
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RESULTATS—2. DEGRADATION DW2-EHNPARM. AUSTROAFRICANUNIFP 2173

2 Dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IFP 2173

Comme le montrent les précédents résultats, idiffgtile d’isoler des souches capables
de dégrader le 2-EHN. Parmi les 18 souches purdsobgrbonoclastes seules certaines
souches d&/. austroafricanuntestées sont capables de dégrader le 2-EHN satefdis le
minéraliser totalement. austroafricanumlFP 2173 a pour particularité de dégrader le 2-
EHN sans phase solvant (HMN). C'est la raison paguelle nous avons entrepris I'étude
cinétique de la dégradation du 2-EHN avec cettelsau

2.1 Cinétique de la dégradation du 2-EHN par M. aus troafricanum
IFP 2173

Afin de caractériser la dégradation du 2-EHN pér austroafricanumlIFP 2173,
diverses études cinétiques de dégradation ont isEsran ceuvre. Pour ce faire, des mesures
de la dégradation, rapides globales et indireabes, été effectuées. Elles concernent la

production de C@ou de la consommation de dioxygene.

2.1.1 Influence du substrat de préculture
Avant chaque test de biodégradation, chaque scestheultivée sur MMSYE avec 2.5 gL

de Tween 80 (Polysorbate 80 CAS: 9005-65-6). Ceitece de carbone amphiphile évite la
formation de flocks au cours de la préculture. thetde comparaison, d'autres sources de
carbone ont été testées comme substrat de préculfg’agit du succinate de disodium (4
g.L™") choisi car il est directement dégradé en I'absefecvoie anaplérotique et ne nécessite
théoriguement pas d'induction enzymatique parécelpour son utilisation en tant que source
de carbone. L'acétate de sodium (4 W.lest aussi une source de carbone facilement
meétabolisable pour les bactéries du groupe CMISotdictane ou 2,2,4-triméthylpentane (500
mg.L") est un substrat particulier que la southeaustroafricanumiFP 2173 est capable de
dégrader en induisant & cette occasion un cytoahf450. Le glycérol (500mg) est aussi
une source de carbone simple mais nécessitant ésemre de certaines enzymes
(déshydrogénases). A l'issue de ces préculturaermamt différentes sources de carbone, des
tests de biodégradation du 2-EHN ont été mis ecepdd la cinétique de production de £D

été mesuréda{gure 4.1).
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Figure 4.1: Cinétique dégradation du 2-EHN par M. austroafrican IFP 2173 en présence
de HMN : Influence du substrat de préculture

Le succinate, l'acétate et le Tween80 sont descesude carbone adéquates pour les

précultures deM. austroafricanumIFP 2173 et assurent une dégradation convenab du

EHN. Letableau 4.1rassemble les performances finales des testodédpadation effectués

avec ces précultures.

Tableau 4.1: Influence du substrat de préculture sur les perfamoes finales de
biodégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IEP73

Substrat  Vitesse maximale Taux de Taux de  Rendement de
de de dégradation recouvrement dégradation minéralisation

préculture (umole CGOy/jour) abiotique (%) (%) (%)
99 31

Tween 80 8.9 72 (+- 1) (+- 7)
Acétate de 94 37

sodium 10.1 1 (+]- 4) (+/- 6)
Succinate de 93 37

di-sodium 8.6 1 (+- 2) (+/- 16)
) 92 50

Glycérol 12.4 70 (+- 2) (+- 1)
97 51

Iso-octane 12.2 70 (+1- 3) (+1- 3)

Les taux de dégradation avoisinent les 100% a@é¢s2s avec les précultures sur iso-octane

et Tween 80. Avec preculture sur glycérol, la @aixe est plus lente. Le taux de

minéralisation du 2-EHN est de 50% pour les précett sur glycérol et isooctane. Il est
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d'environ 35% sur Tween80, acétate et succinatesqueM. austroafricanumFP 2173 est
précultivée sur iso-octane, l'induction du cytocheoP450 ou du systéme Alk (Solano-Serena
et al. 2004) pourrait étre a l'origine de I'amélioratidiactivité qui est constatée pour la
dégradation du 2-EHN.

2.1.2 Influence du mode d'apport du 2-EHN
L'influence du mode d'apport du substrat a étéédéeslar respirométrie. Dans les essais

standards, le milieu de culture contient 0,05% )(d& 2-EHN, additionné de 5% de HMN
(v/v). Une autre phase réservoir inerte a été destés'agit de I'huile de silicone (47V20,
Prolabo). Par ailleurs, la souche austroafricanumFP 2173 est capable de croissance en
'absence de HMN. Nous avons suivi la dégradatior2dEHN a 30°C par mesure de J'O
consommeé en présence de 5% d'HMN, en présence di#hbile de silicone et sans phase
solvant Figure 4.2).

La dégradation du 2-EHN est Iégerement améliorédepa@emplacement du HMN par I'huile
de silicone. La consommation finale @'@st légerement augmentée. Cependant, la vitesse
maximale de biodégradation n'est pas modifiée. ilehde silicone semble assurer une
meilleure disponibilité du substrat pour le micrganisme.

En l'absence de phase solvant, la croissandd.drustroafricanumFP 2173 est possible a
30°C. La croissance est cependant plus lente (43=joif) et la quantité finale d'O

consommeé est aussi moins importante.

mmoleOs
(par essai)

35

Huile de
— silicone

HMN
2-EHN

ig

251

20

Ternps en jours

0 5 1ID 1I5 2ID 2I5 3ID 35 41]
Figure 4.2: Influence de la nature de la phase solvant suildgradation du 2-EHN par M.
austroafricanum IFP 2173.
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2.1.3 Influence de la température
La cinétique de consommation d'@arM. austroafricanumFP 2173 a été testée a 20°C et a
30°C en présence de HMN, en conditions standaglife 4.3).

0

{mmoles)
40

35 20°C
ap
25

2D /
15 /
/4

e 30°C

]

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Temps (jours)

Figure 4.3: Cinétiques de consommation d'@ar M. austroafricanum IFP 2173 : Influence
de la température

La consommation d'©a 30°C est plus rapide qu'a 20°C. En revanchgudantité finale d'@
consommeée est plus forte a 20°C qu'a 30°C. A 3@f@&nsion de vapeur du 2-EHN est plus
elevée (27 Pa a 20°C contre 42 Pa environ a 3P@)r une température plus forte, il y a
plus de 2-EHN dans la phase vapeur, qui n'est pasediatement disponible pour le
microorganisme.

Le Tableau 4.2représente les parameétres de croissance cafmuéses différents systemes.

Tableau 4.2 Variations des conditions de culture sur 2-EHN deaMktroafricanum IFP
2173

Vitesse max de Clonsomn_1at|on Quantité de 2-
d'O, maximale

Systémes testés consommation d'G, . EHN résiduel
. expérimentale 1
(mmole/jour) (mg.L™)
(mmoles)
avec HMN a 20°C 3.1 3.5 1
avec huile de silicone a 20°C 35 3 0
sans solvant a 20°C NC* NC* 270%
avec HMN a 30°C 5.3 4.5 0
avec huile de silicone a 30°C 5.8 5 0
sans solvant a 30°C 0,3 2.6 0*

* NC: absence de croissance
¥ : L'extraction du 2-EHN est partielle en 'abs=de HMN.

Quelle que soit la température du test, les ciné8qde consommation d'®ont Iégérement
plus rapides en présence d'huile de silicone qurésence de HMN. Quel que soit le solvant
utilisé la consommation dxCest plus rapide a 30°C qu'a 20°C. Alors que lassemce est

possible a 30°C en l'absence de solvant, ellesedlus a 20°C.
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Ces reésultats soulignent le fait que le 2-EHN estddgradable dans des conditions

particulieres de température et de mode d'appostiistrat.

2.2 Etude préliminaire de la voie de dégradation

2.2.1 Etude du systéme d'attaque du substrat
Afin de caractériser |'étape initiale de dégradatdu 2-EHN, nous avons examiné

l'action des inhibiteurs des mono-oxygénases. ksts tde dégradation du 2-EHN ont été
réalisés en présence de pentyne ou d'azosddau 4.3.

Tableau 4.3 Action des inhibiteurs de mono-oxygénases sdetgradation du 2-EHN

Inhibiteur Consommation du Croissance _Rend_em_ent de _ Présen_C(_a
substrat® (%) (DOgpp  minéralisation (%) d'intermédiaire ©
Pentyne 0 0 - -

Clotrimazole 94 0,45 94 ++
Methimazole 93 0,36 93 ++
Metronidazole 85 0,40 85 ++

Econazole 94 0,10 94 ++
Miconazole 80 0,14 79 ++
Ketoconazole 73 0,20 73 ++

& par rapport au témoin abiotique
P en tenant compte de I'absorption du témoin enumge
¢ abscence (-) ou présence (+) de la 4-éthyl dibffydan-2(3H)-one.
La pentyne est un alcyne en.C'est un substrat suicide des mono-oxygéenase2-HidN

n'est pas dégradé lorsque de la pentyne est iriteadans le milieu (400 mg3). L'inhibition

de la dégradation du 2-EHN par la pentyne montre dlmtervention d'une mono-oxygénase,
vraisemblablement au niveau de l'attaque initialswabstrat.

Les azoles sont des inhibiteurs possibles des leygowes P450. Leur utilisation a raison de
10 mg.L* n'empéche pas la dégradation du 2-EHN MarustroafricanumliFP 2173. La
dégradation du 2-EHN pourrait donc impliquer unenoroxygénase de type non hémique.
Les fortes valeurs de rendement de minéralisatiexpbguent par le fait que la souche IFP
2173 a utilisé le DMSO, qui a servi a diluer leslag, comme source de carbone.

2.2.2 Utilisation du 2-EHN comme source d'azote

Un milieu MMSYE sans azote ni ammoniaque a été@taBh de savoir si le 2-EHN pouvait
servir de source d'azote padJr austroafricanumFP 2173 Tableau 4.9.

Tableau 4.4:Utilisation du 2-EHN comme source d'azote

Conditions de culture Taux de Rendement de Recouvrement
dégradation (%) minéralisation (%) abiotique (%)
avec HMN, avec Nk 99 (+/-1) 20 (+/-4) 72
avec NH* 99 (+/-1) 20 (+/-6) ND*
avec HMN sans Nii 98 (+/-1) 21 (+/-6) 80
sans HMN, sans NA 98 (+/-1) 13 (+/-1) ND*

ND* : Le calcul du taux de recouvrement abiotiquel'absence de HMN n'est pas possible en raisda de
forte tension de vapeur du 2-EHN.
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Méme en l'absence de NHIe 2-EHN est dégradé totalement dans conditiesés. Ainsi,
le groupement nitrate du 2-EHN semble pouvoir sedd source d'azote pour le micro-

organisme.

2.2.3 Dégradation du 2-éthylhexanol et de l'acide 2  -éthylhexanoique
Afin de comprendre si la dégradation du 2-EHNesteptible de passer par le 2-éthylhexanol

puis a l'acide 2-éthylhexanoique, la dégradatiorcete deux intermédiaires potentiels a été
testée Tableau 4.5.

Tableau4.5: Dégradation du 2-éthylhexanol et de l'acide 2 dtayhnoique par M.
austroafricanum IFP 2173

Substrat ] Tau>_< de _ R,emjemlent de
dégradation (%)*  minéralisation (%)*
2-éthylhexanol 100 (+/-0) 10,6 (+/-11)
acide 2-éthylhexanoique 40 (+/-0) 23 (+/- 20)
2-EHN 99 (+/- 1) 31 (+/-7)

*: Les essais ont été réalisés en triplicates asna8 jours.
Le 2-éthylhexanol est completement dégradé aloes Igeide 2-éthylhexanoique ne l'est
gu'incomplétement. Pour le 2-éthylhexanol, le remel# de minéralisation est de 10,6 %
seulement, ce qui signifie que des métabolites as# probablement accumulés. Si l'on
examine le chromatogramme final de dégradation déth@hexanol, on repére un
intermédiaire de dégradation (dénommeé provisoirértietermédiaire X") ainsi que l'acide 2-
ethylhexanoiqueRigure 4.4 B). En tant que substrat, I'acide 2-éthylhexano&gielégradé a
40% et minéralisé a 23%, ce qui laisse supposer apiedernier est dégradé plus
extensivement mais tres lentement figare 4.4 A met en évidence que l'intermédiaire X ne
s'accumule pas. Signalons que dans la littératiaeide 2-éthylhexanoique est parfois

considéré comme toxique pour les micro-organisiNedli(et al.,2002).
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| A acide 2-ethylhexanoique

Intermédiaire

Wy e L) i L =

Figures 4.4: Chromatogrammes obtenus apres la dégradation paabdtroafricanum IFP

2173 de: A: L'acide 2-éthylhexanoique, B: Le 2-4sigwanol
Les pics non identifiés sont la cis- et trans-déealtilisée comme standard interns pour le

dosage du 2-EHN résiduel.
D'apres ces résultats, la dégradation du 2-EHNesteptible passer par le 2-éthylhexanol.

On assiste a l'accumulation de lintermédiaire Xismpas a celle de celle de l'acide 2-

éthylhexanoique.

2.2.4 Essais de dérivatisation de l'intermédiaire a  ccumulé
Afin de déterminer sa structure, l'intermédiairea>été estérifié puis silylé. L'estérification

permet de savoir s'il y a un acide carboxyliquesdanmolécule inconnue. Un groupement
méthyle se fixe sur le groupement R—-COOH libre gdoamer un groupement R-COO-GH
qui se traduit par un déplacement de pic en CP@uiEe, on effectue une silylation qui
permet de fixer un groupement Si-(gisur les groupements R-OH formant ainsi un
groupement R-O-Si-(Chk. Ces transformations chimiques ont été effectsaete milieu de
culture ou le 2-EHN a été dégradé, c'est-a-diré sor le milieu lyophilisé soit sur
l'intermédiaire extrait par un solvant. Les coradig d'analyse testées et leurs résultats

figurent dans |I&ableau 4.6
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L'intermédiaire X n'a pas pu étre dérivé dans ceslitions. Les méthodes d'estérification et
de silylation ont été validées avec des produdsddrds (alcools et acides carboxyliques).

Aucune dérivation n'a été réussie sur l'intermeéelixi

Tableau 4.6:Essais de synthéses de dérivés sur l'intermédigirdégaradtion.

Traitement de l'intermédiaire Estérification* Silyl ation* Résultats
Filtré puis lyophilisé - Selon Matériel et Méthodes Pas de dérivé
Filtré puis lyophilisé En milieu acide Selon Magtret Méthodes Pas de dérivé
Saponifié puis Lyophilisé En milieu acide Selon Btadl et Méthodes Pas de dérivé
MTBE évaporé sous N En milieu acide - Pas de dérivé
MTBE En milieu acide Selon Matériel et Méthodes Baslérivé
Cyclohexane En milieu alcalin - Pas de dérivé
Cyclohexane - Selon Matériel et Méthodes Pas deé&lé
Cyclohexane Par du diazométhane - Pas de dérivé

*Le protocole expérimental est détaillé dans laipanatériel et méthodes.

L'ensemble de ces résultats font partie des egsélsninaires qui ont pour objectif de
comprendre la voie de dégradation du 2-EHN MalustroafricanumFP 2173. lls ne sont
pas présentés dans l'article n°2 "Catabolism afhgeexyl nitrate byM. austroafricanumFP
2173", méme si certaines observations y sont citées

L'article présente certains aspects cinétiguesadsie de dégradation du 2-EHN ainsi que
l'identification de l'intermédiaire X (qui n’aurgitu aboutir sans le travail d'analyse de Lucien

Kerhoas et la synthése de la molécule par Martatete a I'INRA de Versailles).
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2.3 Voie catabolique du 2-EHN

ARTICLE 2 ACCEPTE DANSAPPLIED ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, LE 12
AOUT 2008.

Catabolism of 2-Ethylhexyl nitrate (2-EHN) by Mycobacterium austroafricanumFP 2173

Elodie Nicolau', Lucien Kerhoas’, Martine Lettere?, Yves Jouanneat; Rémy Marchal*

1 |FP, Département de Biotechnologie et Chimie dBitanasse, 1-4 avenue du Bois Préau,
92852 Rueil-Malmaison Cedex, France

2 INRA, Unité de Phytopharmacie et Médiateurs Chimis} Route de St-Cyr, 78026

Versailles Cedex, France

3 CEA, DSV, iRTSV, Laboratoire de Chimie et Biologles Métaux, 17 rue des Martyrs F-
38054 Grenoble ; CNRS, UMR5249, F-38054 Grenohlaiyersité Joseph Fourrier F-38000

Grenoble, France.
Running title: Catabolism of 2-Ethylhexyl nitrate
Corresponding author : Rémy Marchal, IFP, Départeérde biotechnologie 1-4 avenue Bois-

Préau, 92852 Rueil-Malmaison Cedex France ; E-maity.marchal@ifp.frPhone : 33 (0)1
47 52 69 24.

- 101 -



APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Oct. 2008, p. 6187-6193

0099-2240/08/$08.00+0 doi:10.1128/AEM.01142-08

RESULTATS— ARTICLE2

Vol. 74, No. 20

Copyright © 2008, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Biodegradation of 2-Ethylhexyl Nitrate by Mycobacterium austroafricanum
IFP 21737

Elodie Nicolau,! Lucien Kerhoas,> Martine Lettere,” Yves Jouanneau,® and Rémy Marchal'*

IFP, Département de Biotechnologie et Chimie de la Biomasse, 1-4 avenue du Bois Préau, 92852 Rueil-Malmaison Cedex, France';
INRA, Unité de Phytopharmacie et Médiateurs Chimiques, Route de St-Cyr, 78026 Versailles Cedex, France’; and CEA, DSV,

iRTSV, Laboratoire de Chimie et Biologie des Métaux, 17 rue des Martyrs, F-38054 Grenoble, CNRS, UMRS5249,
F-38054 Grenoble, and Université Joseph Fourrier, F-38000 Grenoble, France®

Received 21 May 2008/Accepted 12 August 2008

2-Ethyhexyl nitrate (2-EHN) is a major additive of fuel that is used to increase the cetane number of diesel.
Because of its wide use and possible accidental release, 2-EHN is a potential pollutant of the environment. In
this study, Mycobacterium austroafricanum IFP 2173 was selected from among several strains as the best 2-EHN
degrader. The 2-EHN biodegradation rate was increased in biphasic cultures where the hydrocarbon was
dissolved in an inert non-aqueous-phase liquid, suggesting that the transfer of the hydrophobic substrate to the
cells was a growth-limiting factor. Carbon balance calculation, as well as organic-carbon measurement,
indicated a release of metabolites in the culture medium. Further analysis by gas chromatography revealed
that a single metabolite accumulated during growth. This metabolite had a molecular mass of 114 Da as
determined by gas chromatography/mass spectrometry and was provisionally identified as 4-ethyldihydrofu-
ran-2(3H)-one by liquid chromatography-tandem mass spectrometry analysis. Identification was confirmed by
analysis of the chemically synthesized lactone. Based on these results, a plausible catabolic pathway is
proposed whereby 2-EHN is converted to 4-ethyldihydrofuran-2(3H)-one, which cannot be metabolized further
by strain IFP 2173. This putative pathway provides an explanation for the low energetic efficiency of 2-EHN

degradation and its poor biodegradability.

2-Ethyhexyl nitrate (2-EHN) is the nitric ester of 2-ethyl-1-
hexanol. It is added at 0.05% to 0.4% to diesel formulations in
order to increase the cetane number. As a result of the exten-
sive use of diesel worldwide, the 2-EHN market is about
100,000 tons per year.

Although biodegradability has for a long time been regarded
as a relevant characteristic of chemicals, it was only recently
incorporated into safety assessments. In the case of fuel oils,
large volumes of oxygenates, such as methyl-terr-butyl ether
(MTBE), have been added to gasoline since 1992 (19). Be-
cause of a lack of knowledge about their biodegradability and
insufficient safety regulation, pollution cases resulting from
accidental releases occurred in many countries. In the United
States, for example, as many as 250,000 sites may have been
polluted from leaking underground fuel tanks (35). Poor
knowledge of the biodegradation of widely used chemicals may
also hide unforeseen concerns relating to the toxicity of met-
abolic products. For example, the degradation of chlorinated
aromatics, such as 4-chlorocatechol, in soil gave rise to the
formation of an antibiotic, protoanemonin, which is detrimen-
tal to soil microcosms (6).

In case of accidental release of 2-EHN into the environment,
the fate and impact of the pollution are unpredictable because
of the scarcity of data on 2-EHN biodegradation. Screening
tests have been recommended by both the U.S. Environmental
Protection Agency (34) and the Organization for Economic

* Corresponding author. Mailing address: IFP, Département de
Biotechnologie, 1-4 avenue Bois-Préau, 92852 Rueil-Malmaison Ce-
dex, France. Phone: 33 (0)1 47 52 69 24. Fax: 33 (0)1 47 52 70 01.
E-mail: remy.marchal@ifp.fr.

¥ Published ahead of print on 22 August 2008.
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Cooperation and Development (24) to evaluate the biodegrad-
ability of commercial substances. In this context, the so-called
criterion of “ready biodegradability” requires that the tested
substance be biodegraded to a level of 60% within 28 days (5).
Standard degradation experiments showed that 2-EHN could
not be considered readily biodegradable (American Chemistry
Council Petroleum Additives Panel High Production Volume
Challenge Program final submission for nitric acid, 2-ethyl-
hexyl ester, 2006). Tt was assumed in this study that 2-EHN was
poorly available to microbial communities because of its low
water solubility and its high volatility.

In fact, 2-EHN displays both a low vapor pressure, corre-
sponding to about 1.9 mg/liter at 20°C, and a moderate solu-
bility in water (12.6 mg/liter at 20°C). Therefore, 2-EHN is
expected to form a separate organic phase in aqueous solution
even when present in small amounts. 2-EHN is also a rather
hydrophobic molecule, as indicated by a log K,,, (octonal-
water partition coefficient) value of 5.24. Hydrophobic com-
pounds with log K, values in the range of 1 to 5 are often
toxic to cells because they insert into the lipid bilayer of the cell
membrane, disturbing its integrity and causing cell permeabi-
lization (13, 22).

The backbone of 2-EHN is a branched alkane, a type of
molecule that is more resistant to biodegradation than linear
alkanes. The metabolism of both linear and branched hydro-
carbons by bacteria involves enzymes of the B-oxidation path-
way (3). In the case of branched alkanes, their degradation may
lead to the formation of B-substituted acyl-coenzyme A inter-
mediates that block B-oxidation (27). Such a metabolic block-
age has been encountered during the degradation of terpe-
noids, such as citronellol, geraniol, and nerol (10, 28). If a
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quaternary carbon atom occurs at the end of an alkane chain,
the result is a molecule quite resistant to microbial attack (18).

In a recent study, microbial communities endowed with the
ability to degrade 2-EHN were obtained by enrichment from
activated sludge or soil samples (33). The isolation of pure
strains able to utilize 2-EHN as a sole source of carbon and
energy proved rather difficult. Nevertheless, among several
strains of fast-growing mycobacteria previously isolated on
other hydrocarbons, some strains, all identified as Mycobacte-
rium austroafricanum, were found to degrade 2-EHN.

In the present study, the kinetics of 2-EHN degradation by
selected strains was investigated. M. austroafricanum IFP 2173,
which showed the highest rate of degradation, was chosen for
further investigation of 2-EHN catabolism. As a means to
reduce the expected toxic effect of 2-EHN on bacterial cells
and increase its bioavailability in aqueous media, bacterial
cultures were mostly carried out in biphasic media. Such bi-
phasic cultures, including a non-aqueous-phase liquid (NAPL)
that serves as a solvent for the hydrophobic substrate, have
already been implemented to facilitate the degradation of var-
ious toxic or recalcitrant compounds (2, 4, 8, 12, 25, 26). A
metabolite that accumulated during growth was detected in the
culture medium and identified by liquid chromatography-tan-
dem mass spectrometry (LC/MS-MS). Based on our data, a
plausible pathway for 2-EHN catabolism by M. austroafrica-
num IFP 2173 is proposed.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms and culture conditions. The strains used in this study were M.
austroafricanum IFP 2173 (30), isolated on iso-octane; M. austroafricanum IFP
2012 (11) and M. austroafricanum IFP 2015 (15), both isolated on MTBE; and M.
austroafricanum C6 (14), M. austroafricanum Spyr_Ge_1, and M. austroafricanum
BHF 004 (J. C. Willison, unpublished data), all isolated on pyrene.

The culture medium consisted of a mineral salts solution (7) supplemented
with 0.1 gfliter of yeast extract. The carbon source was added after medium
sterilization ( 120°C for 20 min). All cultures were incubated at 30°C with shaking
(150 rpm).

Chemicals. 2-EHN (Chemical Abstract Service [CAS] registry number 27247-
06-7), 2-ethylhexanol, 2-ethylhexanoic acid, MTBE, decahydronaphthalene,
3-methyldihydrofuran-2(3H)-one, diethyl zinc, and heptamethylnonane (HMN)
were obtained from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Mineral
salts were from VWR (Fontenay-sous-Bois, France).

Biodegradation experiments. Biodegradation tests were performed in 120-ml
flasks closed with Teflon-coated stoppers and sealed with aluminum caps. Unless
otherwise indicated, 4.8 mg of 2-EHN (or 2-ethylhexanol or 2-ethylhexanoic
acid) was added to 10 ml of the medium supplemented with 500 pl of
2,24.4.6,88-HMN. Cultures were adjusted to an optical density at 600 nm of 0.2
using washed pellets of centrifuged precultures grown on Tween 80 (2.5 g/liter)
as the sole source of carbon. The degradation rate was monitored by measuring
at regular intervals by gas chromatography (GC) the CO, evolved in the head-
space. Residual 2-EHN was estimated as described below in triplicate. Abiotic
controls were supplemented with mercuric chloride (0.2 mg/liter), and endoge-
nous controls, lacking a carbon source but containing HMN, were performed
under similar conditions.

Analyses of substrate and products. Cultures grown on 2-EHN were filtered
on a polytetrafluoroethylene membrane (0.45 wm), and the cell biomass was
determined as dry weight after lyophilization of the cell pellet. When HMN was
omitted from the growth medium, the total organic carbon (TOC) was measured
on the filtrates using a TOC-5050 carbon analyzer (Shimadzu) according to the
European norm NF EN 1484. Residual 2-EHN in the culture filtrate, as well as
derived metabolites, was extracted with 10 ml of MTBE containing 0.05% (vol/
vol) decahydronaphthalene as an internal standard. After 30 min of shaking and
static overnight incubation at 4°C, the solvent extracts were analyzed by GC with
flame ionization detection (FID). A Varian 3400 chromatograph (Sugarland)
equipped with a CP-Sil Pona CB column (0.25 mm by 50 m) obtained from
Chrompack (Raritan, NJ) was used. The carrier gas was helium. The tempera-
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tures of the injector and the detector were set at 250 and 280°C, respectively. The
column temperature was varied from 100°C to 200°C at 4°C/min and then from
200°C to 259°C at 20°C/min.

Time courses of 2-EHN degradation and metabolite excretion were performed
in flasks that were sacrificed at regular time intervals. CO, in the flask headspace
was measured with a Varian 3400 gas chromatograph (Sugarland) equipped with
a catharometric detector and a PorapackQ (80/100 mesh, 2 m; Chrompack,
Raritan, NJ). The net amount of CO,; produced was determined as the difference
between the final quantities found in the test flasks and that found in hydrocar-
bon-free flasks.

Kinetics of O, consumption. Continuous monitoring of substrate oxidation
was carried out through measurement of O, consumption using a respirometer
(Sapromat D12-5; Voith, Germany). Flasks containing 250 ml of culture medium
and 125 pl of 2-EHN as a carbon source were inoculated with M. austroafricanum
IFP 2173 to an optical density at 600 nm of 0.1. Incubation was carried out at
30°C with shaking in the presence or absence of HMN (12.5 ml). Cultures and
substrate-free controls were performed in triplicate.

Chemical synthesis of 4-EDF. 4-Ethyldihydrofuran-2(3H)-one (4-EDF) was
synthesized according to a published procedure (1). To a three-necked flask
containing dry toluene (5 ml), copper(Il) trifluoromethanesulfonic acid
(0.025 mmol) and triethylphosphite (0.05 mmol) were successively added.
The mixture was stirred for 30 min at room temperature to obtain a colorless
solution. After it cooled to —20°C, zinc diethyl (5 mmol previously dissolved
in hexane) was added, followed by furan-2{5H)-one (5 mmol). The reaction
mixture was allowed to warm to 0°C for 6 h and was then incubated at room
temperature and monitored by GC. After completion of the reaction, the
mixture was hydrolyzed with aqueous 5 N HCI and then extracted with diethyl
ether (2 x 15 ml); the organic phase was dried over MgS50, and concentrated
in vacuo. The crude product was purified by column chromatography on 510,
using a mixture of diethyl ether/pentane [80/20]) as the eluent.

Coupled MS analyses. GC/MS-MS analysis was carried out under chromato-
graphic conditions identical to those described above for GC-FID. Mass spectra
were acquired in the split mode with a time-of-flight mass spectrometer (Tempus
TOF MS; Thermo Finnigan).

LC/MS-MS was performed using a high-performance LC system (Alliance
2695; Waters, Guyancourt, France) coupled to a Quattro LC triple-quadrupole
mass spectrometer (Micromass, Manchester, United Kingdom) with an electro-
spray interface. Data were acquired in the positive or negative lonization mode
and processed with the MassLynx NT 4.0 system. The electrospray source volt-
ages were as follows: capillary, 3.2 kV; extractor, 2 V; and cone voltage, 22 and
17 V under positive mode. The source block and desolvation gas stream were
heated at 120°C and 350°C, respectively. Nitrogen was used as the nebulization
and desolvation gas (75 and 350 liters h™*, respectively). For MS-MS, collisional
induced dissociation was performed under argon (2.5 % 1073 mbar) at a collision
energy set between 10 and 40 eV.

RESULTS

Time course of 2-EHN biodegradation by selected strains.
The kinetics of 2-EHN biodegradation was studied using a
few bacterial strains previously selected from among envi-
ronmental isolates and collection strains for the ability to
attack the compound (33). Most of these strains were iden-
tified as members of the genus Mycobacterium. In order to
avoid growth inhibition due to 2-EHN toxicity, HMN was
added as NAPL to the bacterial cultures, and biodegrada-
tion time courses were monitored by measuring the CO,
production in the culture headspace. The biodegradation
kinetics were found to vary widely depending on the bacte-
rial strains (data not shown). M. austroafricanum IFP 2173
was the fastest and most efficient of the microorganisms
tested, since it produced the largest amount of CO, (37
pmol per flask) after 13 days of incubation. M. austroafrica-
num IFP 2173 was also the only strain able to grow on
2-EHN in the absence of HMN (data not shown).

Effect of the 2-EHN supply mode on the biodegradation rate.
The impact of NALP addition on 2-EHN biodegradation by
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FIG. 1. Effect of a NALP (HMN) on the rate of oxygen consump-
tion by M. austreafricanum IFP 2173, Cultures (250 ml) were grown in
the flasks of a respirometer and contained 125 pl of 2-EHN as a carbon

source. The cultures were incubated in the presence (black line) or
absence (gray line) of HMN (12.5 ml).

strain TFP 2173 was studied through continuous monitoring of
substrate-dependent oxygen consumption by respirometry.

In the culture lacking HMN, O, uptake started after a lag
phase of about 1 day and then increased with time according to
a sigmoidal curve (Fig. 1). The maximal growth rate (.
could be deduced from the oxygen uptake rate, assuming that
the biomass yield remained constant during growth. Over a
9-day period of growth, .., Was calculated to be 0.29 day™*
on average, corresponding to a generation time of 2.4 days. In
the HMN-containing culture, the lag phase was shorter, and
the O, uptake became linear after a very short exponential
phase (., = 0.29 day~'). The maximal rate of O, uptake was
5.3 mmol/day, and the overall O, consumption reached a max-
imum of 2.9 mmol, compared to 2.6 mmol for cells grown
without HMN.

The effect of the 2-EHN concentration on growth was stud-
ied in HMN-containing cultures (Fig. 2). The concentration of
2-EHN had little effect on the specific growth rate. During the
linear phase of growth, the O, uptake rate increased propor-
tionally to the 2-EHN concentration in the culture medium up
to 3 gfliter. This indicated that the 2-EHN diffusion rate from
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FIG. 2. Effect of the 2-EHN concentration on oxygen consumption
by M. austroafricanum IFP 2173, Biphasic cultures contained a variable
concentration of 2-EHN and 12.5 ml of HMN. The maximal rates of
O, uptake or metabolism (V,,,,.) (W) and overall O, consumption (¥)
were determined.
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TABLE 1. Carbon balance of 2-EHN biodegradation by
M. austroafricanum IFP 21737

Carbon balance

Substrate or Mass change?

product (mg/liter) Carbon change” Carbon recovery
(mg/liter) (%)
2-EHN 482 269 0
Cell biomass 94 50¢ 19
co? 115 31 12
TOC* 165 165 61
Total products 92

“ Cultures (10 ml) were performed at 30°C in 120-ml flasks.

b Considering the whole content of the culture flasks.

© The carbon/dry-biomass ratio was assumed to be 52% (17). The dry biomass
was determined from 100-ml cultures grown in 1-liter flasks.

4 CO, was determined after acidification of the culture.

¢ TOC was measured in the culture fluid after filtration through a 0.22-pm
membrane.

HMN to the water phase was a limiting factor for bacterial
growth. At 2-EHN concentrations higher than 3 g/liter, bacte-
rial growth was inhibited, as indicated by both lower oxygen
uptake rates and lower overall O, consumption. For 2-EHN
concentrations lower than 3 g/liter, no residual substrate was
detected in the culture medium by the end of growth, and the
O, consumption was roughly proportional to the amount of
substrate supplied.

Carbon balance of 2-EHN biodegradation by M. ausiroafri-
canum IFP 2173. In order to determine the carbon balance of
2-EHN biodegradation, M. austroafricanum 1FP 2173 was cul-
tivated in mineral medium lacking HMN to avoid perturbation
of TOC measurements by HMN. The culture was stopped
when no more CO, was released, which coincided with the
total consumption of 2-EHN (see Fig. 4). The biomass formed,
the TOC in the filtered culture medium, and the amount of
CO, released were measured. The carbon recovery as metab-
olites and cell biomass was calculated by taking into account
the elementary compositions of the substrate and products
(Table 1). A carbon recovery rate of 92% was obtained for the
2-EHN bioconversion. Carbon converted into biomass (94 mg/
liter) and CO, (165 mg/liter) amounted together to only 33%
of the total carbon produced. Accordingly, a high proportion
of the substrate-derived carbon was recovered in the clarified
culture medium (67%), possibly reflecting metabolite accumu-
lation.

Identification of a metabolite excreted in the culture. GC-
FID analysis of culture fluid extracts performed during 2-EHN
degradation experiments revealed a gradual increase in the
concentration of an unknown compound with a retention time
shorter than that of 2-EHN. This finding suggested that a
metabolite might have accumulated during growth and ac-
counted for the substantial level of TOC previously detected in
the supernatants of 2-EHN-grown cultures. High-resolution
mass spectral analysis of this compound (Fig. 3a) showed that
it had a molecular mass of 114.07 Da and the chemical formula
CH,,0,. The mass spectrum of this compound did not match
any of the spectra currently available in the databases. Never-
theless, a comparison of the LC/MS-MS data of the excreted
product with those of 3-methyldihydrofuran-2(3H)-one, a
commercially available product, revealed several common
fragment ions. The analysis also indicated that the molecule
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FIG. 3. MS characterization of the metabolite produced by strain IFP 2173 upon degradation of 2-EHN. (a) High-resolution electron impact
mass spectrum of the accumulated metabolite as obtained by GC-MS analysis. (b) Collisional induced dissociation/MS-MS product ion spectrum
of the protonated molecule (MH") obtained by LC/MS-MS analysis at a collision energy of 10 eV,

did not contain any carboxylic or hydroxyl groups (Fig. 3b).
Taken together, our data indicated that the product of interest
might be 4-EDF, which can also be designated B-ethyl-y-bu-
tyrolactone. In order to confirm the structure of the metabo-
lite, the chemical synthesis of 4-EDF was undertaken as de-
scribed in Materials and Methods (1). The LC/MS-MS
characteristics of the synthesized lactone were identical to
those of the metabolite, confirming that the product that ac-
cumulated in cultures of M. austroafricanum IFP 2173 grown
on 2-EHN was 4-EDF.

The rate of 4-EDF accumulation was assessed by GC-FID
analysis of the culture fluid during growth. Figure 4 shows that
4-EDF formation and CO, release were concurrent with
2-EHN degradation.

Biodegradation of 2-EHN-derived compounds. As a means
to elucidate the pathway of 2-EHN biodegradation by M. aus-
troafricanum IFP 2173, we tested compounds with structures
derived from 2-EHN as possible substrates. 2-Ethylhexanol,
the primary alcohol resulting from 2-EHN hydrolysis, was bio-
degraded, yielding 2-ethylhexanoic acid and 4-EDF. 2-Ethyl-
hexanoic acid, the product resulting from 2-ethylhexanol oxi-
dation, was not biodegraded, even in the presence of HMN.
This compound is considered to be toxic for most bacteria (21).
It should be noted that 2-EHN can be used as a sole nitrogen
source by strain IFP 2173, indicating that nitrate is formed,
probably as a result of an initial attack on 2-EHN by an ester-
ase (data not shown). 2-EHN biodegradation was also tested in
the presence of isooctane, the compound on which M. austroaf-
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FIG. 4. Accumulation of 4-EDF during 2-EHN biodegradation.
Parallel cultures were carried out in 120-ml flasks and removed at the
times indicated for extraction and measurements of 2-EHN (4) and
4-EDF (A). CO, (M) was measured in a separate culture flask. Resid-
ual 2-EHN is the fraction of hydrocarbon that stayed bound to the flask
wall and stopper and remained inaccessible to bacteria.

ricanum IFP 2173 was selected. Diauxic growth was observed,
with the strain degrading isooctane first and then 2-EHN into
4-EDF (data not shown).

DISCUSSION

2-EHN is a recalcitrant compound that was considered not
readily biodegradable according to standard procedures
(American Chemistry Council Petroleum Additives Panel
High Production Volume Challenge Program final submission
for nitric acid, 2-ethylhexyl ester, 2006). However, we demon-
strated in the present study that selected strains of mycobac-
teria were able to slowly utilize 2-EHN as a sole source of
carbon under defined culture conditions. The poor biodegrad-
ability of 2-EHN might be the consequence of two factors: first,
the rare occurrence of microorganisms able to use it as a
carbon source, and second, its inhibitory effect on bacterial
growth even at a low concentration. 2-EHN inhibition was
illustrated by the experiment shown in Fig. 2 and by the lack of
growth of all strains tested in HMN-free cultures, except M.
austroafricanum IFP 2173. This strain, isolated for its ability to
degrade isooctane, a branched alkane (31), demonstrated
broad capabilities for hydrocarbon biodegradation (16, 32).
Like many members of the Corynebacterium-Mycobacterium-
Nocardia group of gram-positive bacteria, it may be resistant to
toxic hydrocarbons, thanks to the properties of its cell enve-
lope, which is highly rigid and contains mycolic acids (29). In
mycobacteria, mycolic acids are very long fatty acids (Cg, to
Cgp) that contribute up to 60% of the cell wall (9). The specific
cell wall composition of the M. austroafricanum strains studied
here probably accounts for their resistance to 2-EHN.

However, it is unclear whether the unique ability of strain
IFP 2173 to grow on 2-EHN without NAPL is due to a cell wall
composition slightly different from that of other strains or to
some other strain-specific trait.

Biphasic cultures, involving the addition of an inert NAPL
like HMN, were found to be critical for 2-EHN biodegradation
and bacterial growth. In the HMN-free cultures, the dissolved
fraction of 2-EHN represented only a minor part of the sub-
strate supplied, since it partitioned into three distinct phases,
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i.e., the gas phase, the aqueous phase, and the bulk of insoluble
2-EHN. During the biodegradation process, the uptake of dis-
solved substrate was counterbalanced by the equilibrium trans-
fer of 2-EHN from the bulk of the substrate (S, apr) to the
aqueous substrate (Sgyp,) according to the following scheme:

Truarug Growth phase

Ssub.-’NAPL — Sa bfag > X,

where Sgpnapr aNd Sgyp/aq represent the amounts of substrate
in the bulk and in the aqueous phases, respectively; x is the cell
biomass; and Tyapy jaq is the substrate transfer rate of 2-EHN
to the culture medium. In HMN-containing cultures, the dis-
solved 2-EHN was mainly confined to NAPL. Because of the
high hydrophobicity of their cell walls, microbial cells tightly
adhered to NAPL, and direct contact was thus the most prob-
able mode of substrate uptake (8, 12). Accordingly, the large
NAPL volume (500 pl of HMN versus 5 pl of 2-EHN in the
case of the NAPL-free culture), which increased substrate bio-
availability, probably accounted for its higher efficiency of as-
similation by the microorganisms. Such conditions of substrate
delivery were apparently required to promote the growth on
2-EHN of M. austroafricanum strains other than strain 2173,

The biodegradation of 2-EHN by M. austroafricanum IFP
2173 illustrates the remarkable metabolic capabilities of this
strain for recalcitrant hydrocarbons. Indeed, it can degrade
another methyl branched alkane, 2.2,4-trimethylpentane (31),
suggesting that it produces enzymes specific for the degrada-
tion of anteiso-alkanes. Nevertheless, our results indicate that
the degradation of 2-EHN by strain TFP 2173 is partial and
gives rise to the release of an acyl with an ethyl substituent in
the beta position. At least two reasons might explain the ac-
cumulation of this metabolite: (i) strain IFP 2173 lacks en-
zymes able to degrade it, and (ii) because of the ethyl group in
the beta position, the metabolite might block the enzyme cat-
alyzing the next step in the degradation of branched alkanes.

Considering the high biodegradation potential of strain IFP
2173, it was recently observed that this strain can degrade
other xenobiotic compounds structurally related to 2-EHN,
such as bis(2-ethylhexyl)phthalate (data not shown), used as a
plasticizer (21, 23). The biodegradation of this compound by
Mycobacterium sp. strain NK0301 has been reported (20). This
bacterium utilized phthalate as a carbon and energy source and
left the carbon skeleton of the 2-ethylhexyl moiety intact, re-
leasing it as 2-ethylhexanol or 2-ethylhexanoic acid. In com-
parison, strain TFP 2173 degraded bis(2-ethylhexyl) phthalate
and utilized the 2-ethylhexyl moiety, achieving a higher degree
of degradation (data not shown).

The biodegradation of 2-EHN by strain IFP 2173 gave rise
to the accumulation of a lactone, which was identified as
4-EDF. The lactone formed by cyclization of a breakdown
product, a branched pentanoic acid, which was not metabo-
lized further by the bacteria. The partial degradation of 2-EHN
certainly explains the observed slow growth (.. = 0.29
day™") and poor growth yield of cultures utilizing this com-
pound as a sole C source.

Considering the structure of the intermediate metabolite
and the known degradation pathway of n-alkanes (18), we
propose for the first time a plausible metabolic pathway for

- 106 -



6192 NICOLAU ET AL.

ONO;

2-ethylhexyl nitrate

Esterase
Hydroxylase

-

CHCH
HOH,C

2-ethylhexane-1,6-diol

Alcohol dehydrogenase
Aldehyde dehydrogenase

-3

CHzO0H
HOOC

5-(hydroxymethyl)heptanoic acid

One B-oxidation turn

-5

CH,OH
HOOC

3-(hydroxymethyl)pentanoic acid

~

4-ethyldihydrofuran-2(3H)-one

Q

FIG. 5. Proposed pathway for 2-EHN biodegradation by M. aus-
troafricanum IFP 2173.

2-EHN degradation (Fig. 5). The pathway would start by a
simultaneous or sequential attack of the molecule on both
extremities, with an esterase activity hydrolyzing the nitric es-
ter bond and an oxygenase catalyzing the hydroxylation of the
distal methyl group. The involvement of an esterase that would
release nitrate was inferred from the observation that strain
IFP 2173 utilized 2-EHN as a nitrogen source. The existence in
this strain of a hydroxylase active on branched alkane is ex-
pected, since it grows on isooctane (31). The intermediate
metabolite that would form, 2-ethylpentan-1,6-diol, is pro-
posed to be oxidized to a carboxylic acid in two steps involving
successively an alcohol and an aldehyde dehydrogenase. After
activation by coenzyme A, the resulting 5-(hydroxymethyl)hep-
tanoic acid would undergo one cycle of classical B-oxidation to
give 3-(hydroxymethyl)pentanoic acid, which would spontane-
ously convert to 4-EDF by cyclization. Since the substrate
underwent a single turn of B-oxidation, only two carbon atoms
(out of eight in 2-EHN) could reach the tricarboxylic acid
cycle, accounting for the low percentage of carbon released as
CO, (12%).

The proposed pathway now needs to be assessed experimen-
tally by identifying enzymes involved in 2-EHN degradation.
To this end, we have undertaken a proteomic analysis to dis-
cover the proteins that are induced upon incubation of strain
IFP 2173 with 2-EHN.
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3 Analyse protéomique des enzymes impliquées dans|  a voie de
dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum IFP 2173.
Le terme protéome est apparu la premiére fois & {®/assingeet al, 1995). Il s’agit

de 'ensemble des protéines exprimées par le gémume cellule ou d’'un tissu a un instant
donné et dans des conditions données. C'est leupridal de I'expression d’'un génome.
Alors que le génome reste relativement constamedaellule a une autre, le transcriptome est
considéré comme dynamique mais son analyse corssigtentifier, a un temps donné les
séquences codantes du génome qui sont exprimépsndamt, celui-ci ne prend pas en
compte les fluctuations dues aux régulations pastdctionnelles des protéines. En revanche,
le protéome est « dynamique » et varie de facomitapte en fonction de différents facteurs
comme I'environnement cellulaire, I'état physiolgge des cellules, le stress et dans notre cas
précis, la présence de produits toxigues commeH&8 (Graveset al, 2002). C’est le
protéome deM. austroafricanumFP 2173 que nous étudierons dans ce chapitrgéheme

de cette bactérie n’est pas connu, mais nous dadri$ypothése qu'il était assez proche des
génomes d’autres mycobactéries disponibles danbdsss de données pour identifier les

protéines induites en présence de 2-EHN.

3.1 Stratégie d’analyse protéomique
Cette premiere partie présente la démarche expétateeemployée pour identifier les

protéines de la souche IFP 2173 impliguées dandétaadation du 2-EHN. Les outils
d’analyse protéomique utilisés dans cette étudesmmmairement décrits car ceux ci se sont
considérablement perfectionnés ces derniéres année&smment depuis I'avénement des

techniques de spectrométrie de masse pour 'anatyiseséquencage peptidique.

3.1.1 Analyse des protéines induites sur 2-EHN
M. austroafricanumlFP 2173 utilise le 2-EHN comme unique source aédbane et

doit donc synthétiser des enzymes spécifiques assimilation. L’'objectif de I'analyse est
de comparer le profil des protéines sur 2-EHN aiocé¢s protéines présentes sur un autre
substrat témoin pour cibler et identifier les enegnmresponsables de la dégradation du 2-
EHN.

3.1.1.1 Choix de la méthode d’'analyse : électrophorése 1@D ?
L’analyse de base des protéines consiste a lesuténan présence de SDS et a les

faire migrer sur un gel d’électrophorese en fonctie leur masse moléculaire. C’est une

méthode simple a mettre en ceuvre et reproductiile.peut étre utilisée pour séparer des
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protéines ayant des masses comprises entre 100ek38. A partir des années 1975,
l'introduction de la technique d’électrophorese itiensionnelle (2DE) par, entre autres,
Klose (1975) et Scheele (1975) a permis de faimuév les outils d’analyse des protéines.
L’électrophorése bidimensionnelle consiste a sép#aas un premier temps les protéines en
fonction de leur point isoélectrique, sur un gedalylamide contenant un gradient de pH.
C’est I'étape d’IEF, pour isoélectrofocalisationett@ technique a été perfectionnée par les
travaux de Gorget al. (2000) qui précisent l'importance de la tempémtule
l'isoélectrofocalisation et du choix des ampholypesir la reproductibilité de la séparation
des protéines. Dans un second temps, les protginesnt migré en fonction de leur point
isoélectrique, sont séparées en fonction de legsenmoléculaire en conditions dénaturantes.
Cette méthode d’analyse comporte de nombreux ayesmteElle permet d’analyser avec
précision la charge et la masse des protéines. geienet, d’'une part, de visualiser les
modifications post-traductionnelles, les phosphaiighs et les glycosylations. D’autre part
elle permet de faire une carte du protéome. lltexiles bases de données de ces cartes
disponibles  sur Internet comme par exemple a Ismlre suivante:

http://www.expasy.org/ch2d/2d-index.htmNéanmoins, certaines difficultés lices a la

solubilisation et a la préparation de certainesémmes font qu’il est impossible de visualiser
l'ensemble des protéines. Ainsi les protéines mamdires hydrophobes, les protéines
extrémophiles (hypersalines), les protéines déetaiktréme (trés petites < 10 kDa ou trés
grandes > 300 kDa) et les protéines présentanvalears de pl extrémes (basique ou acide)
sont rarement détectées sur gel 2D, a moins d'gmapldes conditions de séparation
particuliéres. De plus, il peut y avoir des biaansl I'analyse liés a I'hyperabondance de
certaines protéines, a I'agrégation de glycopret®iet au mauvais transfert de protéines de la
premiere dimension vers la deuxieme.

J'ai dans un premier temps fait 'analyse des pme& sur des gels d’électrophorése
monodimensionnelle (1DE), puis bi-dimensionnelleDE). J'ai été confrontée a des
problémes de séparation des protéines membrarairegels 2DE, comme illustré par la
figure 4.5. Les protéines ne sont pas correctement séparédsnetion de leur point
isoélectrique et ont mal migré dans la deuxiemeedsion. Bien que certains auteurs aient
réussi a améliorer la qualité de ces gels en ogdimiila méthode de préparation des protéines
membranaires (Sabirow al, 2006), j'ai préféré analyser les protéines memdiras sur gel
SDS-PAGE classique. J'ai améliorer la résolutioncds protéines sur gel SDS-PAGE en
utilisant un systéme de tampon tris-tricine selmiethode de Schaggetral. (2006), plutdt
gue le systeme tris-glycine (méthode classiqueasarimliet al. (1979)).
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Figure 4.5 : Comparaison de gels d’électrophoresdilmensionnelle de protéines solubles
et membranaires de la souche IFP 2173 incubée stEIZN

Une illustration de la résolution des protéines eabe dans les deux conditions

d’électrophorese est représentée stiglare 4.6.

MEB2 8 4 90 kDa
N

H ._
4 -
-
< =
20 kDa N\ M -
Tris glycine Tris tricine

Figure 4.6 : Comparaison de la migration de proté@&s de la souche IFP 2173 sur gel Tris-
glycine et sur gel Tris-tricine.

M : Marqueurs de poids moléculaire.

1 : Fraction protéique soluble sur Tween 80.

2 : Fraction protéique membranaire sur Tween 80.
3 : Fraction protéique soluble sur 2-EHN.

4 : Fraction protéique membranaire sur 2-EHN

5 : Fraction protéique membranaire sur Tween 80.
6 : Fraction protéique membranaire sur 2-EHN.

7: Fraction protéique membranaire sur succinate.
8 : Fraction protéique membranaire sur 2-EHN

Ainsi, aprés la mise au point des protocoles,ritégie d'analyse adoptée fut la suivante :
* L’analyse des protéines solubles a été effectueélpetrophorése bi-dimensionnelle.

* Les protéines membranaires ont été séparées sufgeltricine SDS-PAGE.
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3.1.1.2 Choix du substrat témoin
L'objectif est de comparer les protéines induites 3-EHN par rapport a un substrat de

croissance témoin. Les cultures sur 2-EHN, oneégemencées a une Dy§variant de 0,8

a 1 avec des bactéries ayant au préalable poussé@nssubstrat de préculture comme
'acétate, le succinate, le Tween 80, le glycémoll@sooctane. L'étude de linfluence du
substrat de préculture sur la cinétique de dégmdatu 2-EHN, décrite p 88-89, montre
gu’'avec l'acétate, du succinate ou du Tween 80 cersubstrat de préculture, la cinétique de
dégradation du 2-EHN est similaire. J'ai aussiédst glucose (qui provoque souvent une
répression catabolique) et I'éthanol pour les caliet les précultures de la souche IFP 2173.
J'ai comparé les résultats d’électrophorése 1DDee®j’ai choisi d’utiliser 'acétate comme
substrat de référence. C'est un bon substrat pausouche IFP 2173 et de plus, le
métabolisme de l'acétate ne met pas en jeu d’enzyspécifiques de la dégradation des
acides gras. Une illustration de ces résultats p@lectrophorese bi-dimensionnelle est
représentée par fagure 4.7. En comparant les gels 2D sur acétate et sur 2;8dNpu

identifier une trentaine de protéines spécifiques@ilture sur 2-EHN.

- e :"F
e - o
o R ‘:'",‘, . ] g,‘. =
o O v -""“‘-l"_ '.“'\‘,.
L4 . =t s o

LI
Fraction protéique soluble sur Acétate

- ot 28 T vl -__‘
= : T
* 14 e

:

Fraction protéigue soluble sur 2-EHN

Figure 4.7: Analyse bi-dimensionnelle des protéines solubleda souche IFP 2173 sur
acétate et sur 2-EHN.Des échantillons de 450 pgro&tines ont été déposees sur chacun
des gels colorés au bleu colloidal.

Cette approche protéomique différentielle, baséeaise comparaison visuelle des gels 2DE a
permis de sélectionner des spots 2DE spécifiquemeunits sur 2-EHN. Cependant, bien que
les gels aient été reproduits au moins trois f@salyse n’est pas quantitative. Il aurait fallu

pour cela traiter les résultats de réplicats de geec un logiciel d’analyse comme Melanie
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(Image Master) et faire des analyses statistiqQependant, nous avons voulu confirmer nos

résultats par un marquage métabolique en présascacities aminés radioactifs.

3.1.1.3 Marquage métabolique au®>S
Le marguage métabolique consiste a introduire damsilieu de culture des acides aminés

radioactifs, comme par exemple la méthionine marqué°S.

Lors de la culture de la souche IFP 2173 sur 2-EH8Ur acétate, la méthionine et la cystéine
marquées atrS ont été ajoutées et se sont incorporées dapsd&sinesin vivo au cours de
'incubation (5h sur acétate et 30 h sur 2-EHN)s lpgotéines ont ensuite été extraites et
analysées en électrophorese 1D pour la fractioteioguee membranaire et 2DE pour les
protéines solubles selon le méme mode opératorecqlui décrit dans la partie matériel et
méthodes (pages 70-75).

Les résultats d’autoradiographie des gels ont éégele la plupart des spots de protéines
spécifiques a I'extrait 2-EHN étaient les mémes cpiex déja mis en évidence par coloration

au bleu de Coomassie.

3.1.2 Identification des protéines en LC-MS/MS
Le principe d’analyse des spots 2DE ou bandes HDEeprésenté par le schéma de la

figure 4.8. Les protéines contenues dans le gel sont digraéefa trypsine qui coupe les
polypeptides aprés une lysine ou une arginine. &ange de peptides ainsi obtenu est
analysé en chromatographie liquide sur une micooow puis analysé dans un premier
détecteur de masse qui permet de donner une cark@ thasse de tous les peptides (ions
parents). Chaque peptide est alors fragmenté dasexbnd analyseur de masse ce qui permet
d’établir sa séquence en acides aminés (ions fI®s informations de séquence sont

confrontées a celles des bases de données potifietdas protéines dont les peptides sont

dérivés.
Ext’r_alt Dlge§t|on Melan_ge - [ C MS/MS
Protéique trypsique de peptides
Base’de ==p Corrélation Information
données l séquence
Peptide Protéine

Figure 4.8 : Méthode d’analyse protéomique par LCSYMS.
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Pour exploiter toutes les séquences peptidiquagesssle I'analyse MS/MS, un logiciel,
MASCOT, permet d’analyser ces séquences en lesardaht aux bases de donnékgufe
4.9). Grace au logiciel MASCOT (logiciel d’identifidah des protéines utilisant des résultats

de spectrométrie de masse, Matrix Scieht,//www.matrixscience.com/pdf/Brochure 01-

2-2005.pdJ, les données analytiques sont comparées aux ésrthéoriques obtenues par
digestionin silico des protéines disponibles dans les bases. A ae ]jBugénomes de
mycobactéries séquencés et annotés sont dispodidnhssles bases de données et il a 87925
entrées de protéines de mycobactéries dans la demsonnées UniProtKB/TrEMBL. En
général, chaque protéine est identifiee par plusiepeptides. Les peptides qui ne
correspondent pas a 100 % aux peptides théoriquda protéine de référence ne sont pas
inclus dans l'analyse. Uscore basé sur le résultat d’analyse d'un peptide da@m&S/MS

est attribué a chaque peptide. Le score est 10g (B) ou P est la probabilité que la
corrélation entre le peptide analysé et la séqueepéidique de référence dans les bases de
données soit un évenement aléatoire. Si le scaligiduel d’'un peptide est supérieur a 39,
cela signifie que la probabilité pour que le peptahalysé et le peptide de référence soit
identiqgues de maniere aléatoire est inférieuré/a bes scores des protéines sont calculés en
faisant la somme des scores des peptides corfstitinfin, Mascot calcule le % de la
protéine couvert par les peptides retrouvés lorkas@lyse en LC-MS/MS ; c’est le taux de

recouvrement ou goverage».

: : Données
Base de -—) Digestion experimentales
données (in THCO) MS/MS
Listg de | pmp | CalCUl | | Corrélation I\/Iassgs du
peptides masses peptide
Liste de Calcul Corrélation Liste de
candidats fragments & score fragments
Peptide
identifié

Figure 4.9 : Principe d’'identification des protéirsepar MASCOT
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Afin de transférer les données d’identification\@&es par Mascot sur Excel, un
logiciel libre, élaboré au Laboratoire d’Etude Dgmique des Protéomes (CEA de Grenoble)
nommeé IRMa (IRMa, CEA/DSV/IRTSV/LEDyP) est utilis€e logiciel permet en outre de
vérifier les peptides identifiés lorsqu’ils présamitt un faible score d’identification. Il tient
compte des mauvaises coupures par la trypsine deleavage »), des modifications des
peptides comme I'oxydation de méthionines lors aeiéparation des échantillons. Et |l
indique certains résultats de masse comme le noddspectres permettant I'identification
d'un peptide et le nombre de peptides servant atiftlr une protéine. Ces valeurs
permettront de donner une valeur d’abondance veldts protéines.

Une protéine peut étre identifiée par au minimumpaptide a condition que son score soit
supérieur a 120. Plusieurs protéines sont ideasifid a 5 en moyenne) par set de peptides
analysé pour un spot 2D. Le score, le nombre déidespservant a l'identification et le
« coverage » de chacune de ces protéines permies déifferencier. La protéine qui a le
meilleur score et le plus grand nombre de peptidestifiés est probablement la protéine
d’intérét, ou du moins la plus abondante dans &éthon.

Sur un gel SDS-PAGE, toutes les protéines sontréépauniquement en fonction de leur
masse. Dans une bande, il peut y avoir jusqu’a @@®ines, qui une fois digérées a la
trypsine donneront plusieurs centaines de peptidedentifier. Dans le lot de protéines
identifiées, il est alors difficile de détermineglles qui sont effectivement impliquées dans la
dégradation du 2-EHN. Dans ce qui suit, nous awutifisé une approche comparative, extrait

2-EHN versus extrait acétate, pour I'analyse degépres membranaires.

3.1.3 Une analyse quantitative des protéines membra  naires
L’approche mise en ceuvre est basée sur une méthamequantitative qui permet de

comparer les extraits protéiques de bactéries égsoasu 2-EHN a des bactéries témoins (sur
acétate) en analysant I'intégralité des protéidgmables par SDS-PAGE. Sur chaque piste
du gel délectrophorése exactement 5 pg de prctéime été séparées. Pour chacune des
pistes, 13 bandes ont été découpées, et chacutes dieté analysée par digestion peptidique
et LC/MS-MS comme indiqué précédemment.

A partir des données d’identification de peptides, peut obtenir des données semi

guantitatives en se basant sur le nombre de psptioervés pour identifier une protéine et a

la qualité des spectres d'identification des pegstidil est alors possible de donner une

estimation de la quantité relative des protéingsgmtes dans I'échantillon. Je présente ici
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deux méthodes utilisées pour calculer I'abondanektive des protéines dans nos

expériences.

3.1.3.1 Protein Abundance Index
Le nombre de peptides observés permettant I'ideatibn d’'une protéine est comparé au

nombre de peptides observables. Les peptides alidesv représentent I'ensemble des
peptides théoriqguement produits par la digestitedéale la protéine sauf ceux qui sont exclus
par les parametres de l'analyse c’'est a dire lep fretits, les trop grands et les tres
hydrophobes. Le rapport entre peptides observgemides observables est défini comme
étant le « Protein Abundance Index » ou PAI. Le B#lfonction de 'abondance relative des
protéines car, plus une protéine est abondanteilpua de chances de détecter ses peptides
constitutifs par LC/MS. Dans la littérature, onuve plutét une forme exponentielle de ce
rapport, donnée par la formule ci-dessous pourlgsievaleurs numériques obtenues soient
comprises entre 0 et 9. Le résultat de ce calcahe@ chaque protéine une valeur d’emPAl
pour « exponentially modified Protein Abundanceeixch.
lemPAl = 107'-1]

Cette analyse permet d'une part didentifier de i@ assez exhaustive les protéines

présentes dans chacun des échantillons (témossai) et d’autre part de comparer le niveau
d’expression des protéines entre les deux condigspérimentales.

La méthode mathématique utilisée par Mascot udiligéur calculer le nombre de peptides
observés par rapport au nombre de peptides obsesvalst basée sur la publication de
Ishihamaet al. (2005). Les auteurs calculent le nombre de peptithservables en fonction de
la masse de la protéine et du nombre de lysin€'agidine. Concernant le nombre de
peptides observés, ils ne tiennent pas compte weélat de charge. Suite au passage des
échantillons au niveau de I'électrospray, les pkgstisont chargés une, deux voire trois fois.
Ainsi un méme peptide peut étre compté deux os fans. Ce qui n’est pas représentatif du
nombre de peptides observés expérimentalemente Batcla méthode de calcul des emPAl
a été modifiée pour ne pas compter plusieurs &@gkptides ayant plusieurs états de charge
(nouvelle version du logiciel IRMa).

Afin de comparer les pistes acétate et 2-EHN leqgeniage d’abondance des protéines déduit
des valeurs des emPAl est calculé selon la formilebondance = emPAIl * 10&(emPAl)

de la piste. Il est indiqué dans I'annexe 1 patgdiession « notre emPAIl » a la différence de
'emPAI calculé par Mascot.
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3.1.3.2 Spectral count
Le spectral count représente le nombre total detsgse peptidiques identifiés pour une

protéine. C’est une approche de quantification phesque le calcul des emPAl. Elle est citée
dans de nombreux articles récents commeeXa. (2007) et Fiet al. (2008).

Un pourcentage d’abondance est aussi calculé. pawvoir faire la comparaison entre la
piste acétate et la piste 2-EHN, il est nécessiwreomparer la valeur du spectral count a la
somme des valeurs de spectral count de I'échamtiliest sur cette base que nous nous
baserons pour analyser les résultats de cette ptatEmique.

Dans le cas de I'analyse des protéines de la sd&éh@173, la bactérie de référence Mst
vanbaaleniiPYR-1, celle qui vient apres adt gilvumPYR-GCK, deux bactéries qui ont été
isolées pour leur capacité a dégrader le pyrenendVi& la souch®l. austroafricanumFP
2173 a de nombreuses protéines proches de cellds danbaaleniiPYR-1, cette derniéere

n’est pas capable de dégrader le 2-EHN.

Les résultats de nos travaux sont présentés datislé 3 :
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Abstract

2-Ethyhexyl nitrate (2-EHN) is a synthetic cheminakéd as a diesel fuel additive, which can
be slowly degraded bMycobacterium austroafricanutrP2173. In this study, the enzymes
involved in 2-EHN degradation have been investigatey proteomic analyses. Two-
dimensional gel electrophoresis showed that 35ptgsmic proteins were up-regulated in
cells exposed to 2-EHN. Most proteins were idesdifias enzymes of thgoxidation. A
thorough analysis of the proteome identified ov@dQ proteins, 365 of which were found to
be up-regulated on 2-EHN. These proteins includd&iphel isoenzymes of th@-oxidation,
two alcohol and one aldehyde dehydrogenases asaw/@lioteins involved in regulation and
response to stress. Interestingly, four cytochroP®S0 appeared to be induced on 2-EHN,
including one CYP153 which functions as an alkaydriixylase. LikeMycobacterium
vanbaalenii PYR-1, strain IFP2173 was found to contain tel&B-ike genes encoding
putative membrane-bound alkane hydroxylases. RT-B&#eriments demonstrated that the
gene encoding the CYP153 protein as well asalkB genes were expressed on 2-EHN.
Hence, almost all the enzymes required for the dgaaidation of 2-EHN by strain IFP2173
have been identified, including three oxygenasasright catalyse the initial hydroxylation
step.
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1. Introduction

2-ethylhexyl nitrate (2-EHN) is a xenobiotic compduwised as a gasoline additive. Due to its
explosive properties, 2-EHN is considered as tist tetane improver for diesel oil, including
bio-diesels that might be used in the near futlir]. In case of accidental release, 2-EHN is
a serious health hazard as humans exposed tdhemsical were found to suffer from various
symptoms including headache, dizziness, chest wfzg palpitations or nausea [3].
Although 2-EHN was considered not readily biodegtdd by US EPA [4], it was recently
reported that it could be degradedMycobacterium austroafricanufb].

Soil Mycobacteriahave been described for their ability to degradeide range of aliphatic
and aromatic hydrocarbons, including polycyclicraatic hydrocarbons (PAHS) [6-8], and
fuel additives such as methtgrtio-butyl-ether (MTBE) [9, 10]. These bacteria are well
equipped to degrade hydrocarbons, which they usethdbon sources. Their bacterial wall,
rich in mycolic acids, confers resistance to toy@rophobic pollutants and may facilitate
access to hydrocarbons [11, 12]. Moreover, lEigitobacteriacontain oxygenases of different
types, which play a crucial role in the degradatioh both aliphatic and aromatic
hydrocarbons. For instance, monooxygenases catéhgdirst step in the degradation of
alkanes. Cis alkanes are substrates of two kinds of enzymésereintegral-membrane
non-heme diiron monooxygenases (AlkB) [13], or cli@mmes P450 [14]. Growth on alkanes
requires metabolic adaptation as shown for the meapacteriumAlcanivorax borkumensis
SK2 [15]. Proteomic analysis revealed that alkatiBsation may proceed via different
pathways, involving two AIkB hydroxylases, one giva flavin monooxygenase and three
P450 cytochromes. Bacterial adaptation to alkanisatton resulted in a strongly modified
metabolism, with consequences on carbon flux anulmnane lipid composition [15].

In previous studiesM. austroafricanumIFP 2173 was isolated on iso-octane [16], then
selected for its ability to degrade 2-EHN [5]. Dadmtion of 2-EHN was found to be
incomplete, yielding a 6-carboplactone, which accumulated as a dead-end prodict.
degradation pathway was proposed involving hydrmatkyh of the methyl group in distal
position, then oxidation to the carboxylic acidddarther metabolism through one cycle of
-oxidation [17]. In order to identify the enzymesvolved in this pathway, we have
undertaken a proteomic analysis of the proteingegpHated in cells exposed to 2-EHN.
Because the genome sequence of strain IFP 2178kisown, we tentatively identified
relevant proteins by comparing their peptide seqegmno those of orthologs found in the data

bases, especially proteins from fast-growigcobacteria Besides focusing on enzymes
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involved in 2-EHN degradation, this study givesimasight into proteins possibly involved in

the response of bacteria to exposure to a toxidhgdcbphobic xenobiotic compound.
2. Material and methods

2.1. Bacterial strain and growth conditions

M. austroafricanumstrain IFP 2173 was grown on a mineral salts nmmdat 30°C as
described previously [17]. The carbon source wastade (4 g/l) and 2-EHN (500 mg/l).
Growth was monitored by measurements of the opdieatity (OD) at 600 nm. To prepare 2-
EHN-induced cells, acetate grown-cells were wasired resuspended to an OD of 1.5 in

culture medium, then incubated for five days witBI2N.

2.2. In vivo 35S labelling of proteins

For labelling experiments, bacteria were incubatgtth 2-EHN or acetate (control) in the
presence of a mixture dfS-labelled methionine and cysteine (0.1 mCi, EasWapress
protein-labelling mix; NEN Life Science ProductBacteria were incubated for 6 h (acetate)
or 30 h (2-EHN) at 30°C. In a control experimeracteria were incubated without exogenous
C-source for 30h. Protein extracts were preparedessribed below and analyzed by 2D
electrophoresis and SDS-PAGE.

2.3. Preparation of protein extracts

Cell-free extracts were prepared by ultrasonicatias previously described [18].
Ultracentrifugation at 240,008 for | h was performed to separate soluble protéios the
membrane fraction, using an Optima TLX Ultraceogi# (Berckman Instruments).
Supernatant fractions were treated with benzonage0@ U; Merck), and subsequently
dialysed for 4-5 h at 4°C against 5 mM phosphatéebupH 7.5, containing 1 mM Mggl
then overnight against ultrapure water. Samplesvilmimediately processed as described

below or stored at -20°C.

2.4. Two dimensional gel electrophoresis

Two-dimensional (2D) gel electrophoresis was cdroat as described previously [18], with
minor modifications. Briefly, 400 pg protein sanmpl@r labelled extracts equivalent to 4.2
10* cpm) were applied to 18-cm IPG strips (ReadyS®iprad) and fractionated in the pH

range 4 to 7 by isoelectric focusing for a totalapproximately 70 kVh. Second dimension

121



RESULTATS- 3. ANALYSE PROTEOMIQUE DES ENZYMES IMPLIQUEES DANSEGRADATION DW2-EHN

electrophoresis was carried out on 12.5 % polyaanide gels in a Protean Il xi cell (Biorad)
at 20 mA per gel for 15-16 h, using a Tris-glycimgffer system [19]. The proteins were
visualised by colloidal blue G-250 staining as diéscl by Neuhoff [20], except that ethanol
replaced methanol. Gels were photographed with mo€a@amera®s labelled gels were
stained, dried, and exposed to X-ray films for ks (Kodak BioMax MR). All gels were
performed in triplicate, except for gels containiiapelled proteins. Comparison of 2D gel
patterns and spot intensities was carried out dyaliinspection of gels. Only spots that were
absent in control extracts or that repeatedly shioare estimated intensity at least twice as
high on 2-EHN extracts compared to control extraatse taken into consideration. Proteins
up-regulated in acetate-grown cells are not disaigsthis study.

2.5. SDS-PAGE of membrane fractions

Protein pellets from high speed ultracentrifugaticere homogenized in a volume equivalent
to 1/10 the initial volume of extract with 25 mM RES pH 7.5, containing 10 % of ethylene
glycol. Protein samples were adjusted to 1 % SD% %23-mercaptoethanol, 10% glycerol,
0.001 % bromophenol blue and 150 mM Tris-HCI, pBl, prior to separation by SDS-PAGE
on a 12.5 % polyacrylamide gel in the Tris-Tricimgffer system [21]. Proteins were stained
with colloidal blue G-250 as described above.

2.6. Protein digestion

Protein bands were manually excised from the gets automatically prepared (EVO150,
Tecan). Samples were washed several times by itionba 25 mM NHHCO; for 15 min
and then in 50 % (v/v) acetonitrile containing 25mM¥,HCO; for 15 min. Gel pieces were
then dehydrated with 100 % acetonitrile and thenliated with 7 % kD, for 15 min before
being washed again with the destaining solutionscrileed above. 0.15 pg of modified
trypsin (Promega, sequencing grade) in 25 mMNEIO; was added to the dehydrated gel
spots for an overnight incubation at 37°C. Peptiese then extracted from gel pieces in
three 15 min sequential extraction steps in 30 fIB08 acetonitrile, 30 pL of 5% formic
acid and finally 30pL of 100% acetonitrile. The feabsupernatants were then dried under

vacuum.

2.7. Nano-LC-MS/MS analysis.
For nano-LC-MS/MS analysis, the dried extractedtides were resuspended in water

containing 2.5 % acetonitrile and 2.5 % trifluoreac acid. A nano-LC-MS/MS analysis was
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then performed (Ultimate 3000, Dionex and LTQ-Qdpt Thermo Fischer Scientific). The
method consisted in a 60-minute gradient at a flat® of 300 nL/min using a gradient from
two solvents: A (5% acetonitrile and 0.1% formicdaim water) and B (80% acetonitrile and
0.08% formic acid in water). The system include308 um X 5 mm PepMap C18 precolumn
and a 75 pm X 150 mm C18 column (Gemini C18 phask).and MS/MS data were
acquired using Xcalibur (Thermo Fischer Scientifam)d processed automatically using
Mascot Daemon software (Matrix Science).

Consecutive searches against the SwissProt/Treathbase were performed for each sample
using an intranet version of Mascot 2.0. Peptiddifications allowed during the search
were: N-acetyl (protein), dioxidation (M), oxidatidM), cysteic acid (C) and sulphone (M).
Proteins showing two peptides with a score highantthe query threshold (p-value <0.05)
were automatically  validated with an home-made  vearfe (IRMa,
CEA/DSV/IRTSV/LEDyP). Each protein identified by lgnone peptide was checked
manually using the classical fragmentation rules.

For each identified protein, the emPAI and speaoaint values were calculated and reported

in the result tableshttp://www.matrixscience.com/help/quant empai Hetpl). From these

values, abundance rates were then calculated asnpeges of the whole set of identified
proteins according to the formula: Abundance otgirX = (spectral count (proteinX) * 100)

/ (X spectral counts for all_proteins).

2.8. RNA extraction and RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from 50-mL cultures of stricP 2173 using standard procedures
[22]. Bacteria were grown to an @fg of 0.7, then centrifuged at 10,000 g, and resudpdn
in 200 pL of 20 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 8, coméng 1.5 mg/mL lysozyme and 25
png/mL lysostaphine (Sigma Life Science). After 1t 37°C, RNA were extracted using
the RiboPur8-Bacteria kit (Ambion, Austin, Texas). Crude RNAnmgaes (2 pg) were
treated with Turbo DNase (Ambion). Resulting RNAearations were quantified using a
Nanodrop apparatus (NanoDrop Technologies). RT-R@R performed with 10 ng of RNA
preparation using the One step RT-PCR kit (PromEgace). PCR amplification of internal
gene sequences was carried out with the followinmer pairs: foralkBl1, alkB1-F (5'-
CGTGATCATGGGTGCCTAC-3) and alkB1-R (5-CCAGAACGTWIACCGAAG-3); for
alkB2 alkB2-F (5-CCTGATGTTCCTCGTGATCC-3) and alkB2-R (5'-
CTTGTCGACGTCGCTCATC-3"); for CYP153, P450fwl and 04w3 [23]; for the
aldehyde dehydrogenase encoding gene alkHj, ALDH1-F (5’-
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GCACCGTGCTGATCATCGGTGC-3) and ALDH1-R (5-
CCAGGCGATGCGCTTGGCG-3), for the 16S RNA gene, PI6S (5-
GGTCTAATACCGAATACACCCTTCT-3) and P16S-R (5-

CCAGGAATTCCAGTCTCCC-3'). RT-PCR reactions were oadrout as follows: 45 min at
45°C, 3 min at 95°C, 32 cycles of 30 s at 95°Cs31 62°C and 30 s at 72°C, 5 min final

elongation at 72°C. Products were analyzed byrelglbresis on 2% agarose gels.

2.9. Nucleotide sequences
The nucleotide sequenceskBlrubAlrubA2tetR alkB2, CYP153, alkH (partial) were
deposited under accession number FJ009005, FJ00RO0A9003, FJ2074720, respectively.

3. Results

3.1. Identification of cytoplasmic proteins up-reglated on 2-EHN

In order to identify proteins up-regulated on 2-EHi¥otein profiles of cells incubated with
this compound were compared to those of cells growactetate. Cytoplasmic proteins were
prepared and analysed by 2D gel electrophoresile wiembrane-associated proteins present
in the high-speed centrifugation pellet of cellragts were separated by SDS-PAGE.
Comparison of 2D gel protein profiles revealed tmatre than 30 protein spots were either
absent in acetate-grown cells or at least two-foltte abundant in 2-EHN-grown cells (Fig.
1). To confirm these results, we perfornié8-labeling experiments where cells were exposed
to 2-EHN for 30 h (6 h for reference cells). Autdicgraphies of the 2D gel showed markedly
different patterns (Fig.1, C & D). Most labellecbfeins uniquely detected in 2-EHN-exposed
cells corresponded to spots previously identifieddal on stained gel comparison, but three
additional 2-EHN-specific polypeptides were fouilthe position of these extra polypeptides
has been reported on the 2D image in Fig. 1A. Timtems of interest were tentatively
identified by LC-MS/MS analysis of trypsic digestdlowed by a search for peptide matches
in the data bases using Mascot (see Materials agttidds for details). A total of 35 proteins
were identified based on close similarities witkhotogs found inM. vanbaleniiPYR1 and
relatedMycobacteriumstrains from soil (Table 1). One set of inducedt@ins was clearly
associated to thp-oxidation of fatty acids. Some of the enzymes Ingd in this pathway
were found in multiple isoforms, including acetyb& acyltransferase (2 copies), acyl-CoA
dehydrogenase (7 copies), enoyl-CoA hydratase/isasrae(4 copies). Consistent with this
finding, the referenc®ycobacteriunstrains mentioned above were found to containiptelt
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gene copies coding for enzymes of ghexidation in their genome (Table S1). Other prutei
up-regulated on 2-EHN included dehydrogenases,rsbvenetabolic enzymes and proteins

B

involved in cell response to stress (Table 1).
74 I*i 4

|70 KDa
| 150 kDa

E30+

40 kDa

7130 KDa

Figure 1. 2D gel map of soluble proteins fravh austroafricanumFP 2173.

Isoelectric focusing was performed in the 4-7 phgea
A: cells grown on 2-EHNB: cells grown on acetat€;: *S labelled proteins induced on 2-
EHN, D: *S labelled proteins induced on acetate. 2-EHN-fipgmiotein spots are numbered

in panel A.
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Table 1 Cytoplasmic proteins up-regulated upon incubatibM. austroafricanumFP 2173 on 2-EHN

35
S- .
. . 2-EHN . Mol Coverage . SwissProt/ . .
Enzyme or protein function Spot # induction labelling pl Mass Score (%) Peptides TIEMBL Micro-organism
on 2-EHN
Fatty acid metabolism
El +++ +++ 53 41116 186 9,95 3 .
Eo et et 5.4 180 858 3 AATFJ1 M. givumPYR-GC
El +++ +++ 53 40821 133 10,78 3 A3Q1G5 Mycobacteriunsp. JLS
E2 +++ +++ 54 40989 702 31,72 10 A1TCG6 M.vanbaaleniiPYR-1
Acyl-CoA dehydrogenase domain protein g3 +H+ - 515 42234 112 9,92 2 A4T8F2 M. givumPYR-GC
E4 +++ +++ 4,8 39744 265 18,01 4 A1TDA6 M. vanbaaleniPYR-1
E7 ++ ++ 5,87 42108 118 5,74 2 AATFI8 M. givumPYR-GC
E8 +++ + 5,2 41520 585 36,32 9 A1T5U2 M. vanbaaleniPYR-1
E9 +++ + 4,9 29971 133 9,09 2 A1TDW3 M. vanbaaleniiPYR-1
i E10 - +++ 51 27387 121 11,29 2 AATFL1 M. givumPYR-GC
Enoyl-CoA hydratase/isomerase .
E9 +++ +++ 4,85 27478 280 21,69 5 A1TE56 M. vanbaaleniPYR-1
E9 +++ +++ 4,85 26666 35 5,37 1 A4TDN8 M. givumPYR-GC
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, NAD- E11 ++ ++ 5,4 76177 586 19,36 11 ,
binding = -+ ++ 54 381 10.84 7 A1TF87 M. vanbaaleniiPYR-1
El +++ +++ 54 39836 591 32,41 9 A1TDW4 M. vanbaaleniPYR-1
Acetyl-CoA C-acyltransferase (EC 2.3.1.16) .
E13 ++ +++ 4,9 42130 189 11,49 3 A1TF88 M. vanbaaleniPYR-1
Acyl-ACP thioesterase E10 +++ +++ 5,3 70417 117,03 3,28 2 A1T388 M. vanbaaleniPYR-1
Dehydrogenases
El14 +++ +++ 4,75 370 18,89 5
Alcohol dehydrogenase GroES domain proteire4 +++ +++ 4,77 38681 409 26,39 5 A4TFL6 M. gilvumPYR-GC
E5 +++ +++ 4,8 307 17,95 4
FAD-dependent pyridine nucleotide-disulphidd=15 +++ +++ 5,55 42755 319 17,78 5 :
oxidoreductase E7 +++ + 5,8 152 9,21 3 A4TFLY M. givumPYR-GC
. El +++ ++ 4,9 29920 164 15,44 3 A1T1A7 M. vanbaaleniPYR-1
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR .
E18 +++ +++ 4,9 30143 102 10,22 2 Q1BFX1 Mycobacteriunsp. MCS
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35
S- .
. . 2-EHN . Mol Coverage . SwissProt/ . .
Enzyme or protein function Spot # induction clibze-lllzl?-lgN pl Mass Score (%) Peptides TIEMBL Micro-organism
(S)-2-hydroxy-acid oxidase E30 +++ - 7 42022 169 569, 3 A1T4N1 M. vanbaaleniPYR-1
Dihydrolipoamide dehydrogenase E22 ++ ++ 5,6 4971870 17,52 6 A1T382 M. vanbaaleniPYR-1
Lysine biosynthesis
Dihydrodipicolinate synthase E24 ++ - 5,4 31436.7631 11,81 3 AlT7Q1 M. vanbaaleniPYR-1
Dihydrodipicolinate reductase (EC 1.3.1.26) E23 ++ - 4,8 25816 59 7,69 1 A1T7N8 M. vanbaaleniPYR-1
Protein synthesis
Serine-tRNA ligase (EC 6.1.1.11) E25 +++ +++ 48 54604 128 5,82 2 A1TGX4 M. vanbaaleniPYR-1
Ketol-acid reductoisomerase (EC 1.1.1.86) E3 +++ + ++ 52 36513 158 5,44 2 Q1BAR7 Mycobacterium sp. CMS
Nitrogen assimilation
Alanine dehydrogenase (EC 1.4.1.1) E28 - +++ 5,2 9038 203 10,76 3 ALT7L9 M. vanbaaleniPYR-1
Oxidative phosphorylation
ATP synthase epsilon chain (EC 3.6.3.14)
(ATP synthase F1 sector epsilon subunit) E29 LA A 48 13330 85 9,09 1 P45822 M. lepraeTN

CO, hydratation
Carbonic anhydrase E31 ++ ++ 4,8 18225 272 32,73 6 ALTDFO M. vanbaaleniPYR-1

Glycolysis / glyconeogenesis

Phosphoglycerate kinase (EC 2.7.2.3) ?62 :: :: f775 42102 gg g;‘gg g A1T8L1 M. vanbaaleniPYR-1
Stress response
Heat shock protein Hsp20 E26 +++ +++ 4,8 15648.4 7 17 26,76 3 Al1T4V8 M. vanbaaleniPYR-1
UspA E24 +++ +++ 54 31354 85 4,91 1 A1T4W2 M. vanbaaleniPYR-1
Miscellaneous
Putative esterase precursor E18 +++ +++ 5 35010 79 6,29 1 A1T6C2 M. vanbaaleniPYR-1
Chloride peroxidase (EC 1.11.1.10) E19 ++ - 5,7 1804 173 14,86 3 A1T5E7 M. vanbaaleniPYR-1
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35
S- .
. . 2-EHN . Mol Coverage . SwissProt/ . .
Enzyme or protein function Spot # induction clibze-lllzl?-lgN pl Mass Score (%) Peptides TIEMBL Micro-organism
Antibiotic biosynthesis monooxygenase E16 +++ +++ 84 11741 56 16,04 1 Q1B2M9 Mycobacteriunsp. MCS

Allophanate hydrolase subunit 1 E10 +++ +++ 53 P50 142 9,65 2 A1T1V3 M. vanbaaleniPYR-1

E20 +++ ++ 51 49944 579 24,25 10 .
Fumarate lyase E21 it ++ 51 49944 538 27.37 8 A1TE24 M. vanbaaleniPYR-1
HpcH/Hpal aldolase E23 ++ - 4.8 29032 202 12,93 4 1T@GG4 M. vanbaaleniPYR-1
Ribonuclease PH (EC 2.7.7.56) E23 ++ - 4,8 27449 75 4,82 2 A1T7Q1 M. vanbaaleniPYR-1
Glycyl-tRNA synthetase, alpha2 dimer E22 ++ ++ 5,6 59543 405 18,11 7 A1TBP9 M. vanbaaleniPYR-1
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase precurs&?23 ++ - 4,8 29262 195 15,79 3 Al1T4U4 M. vanbaaleniPYR-1
Cyclic ””C'eo“de'bgrdp'”g:reg“'atory protein, g7 . ; 9.6 24776 409 39,56 7 ALT6A5 M. vanbaaleniPYR-1
PhOSpho”bosy'g;gf;ifse: Erythromycin ¢4, ++ ++ 54 74587 49 1,62 1 AL1T4X7 M. vanbaaleniPYR-1
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Table S1:Copy number of 2-EHN-induced proteins in strain FAF3 compared to the
expected copy number of relevant proteins in ckostegins as deduced from genome
analysis

Number of copies

. Number of gene copies coding for the enzyme
Enzymes possibly involved in 2-EHN  induced on 2-EHN . g b n9 4

biodegradation 1D 2D M. vanbaalenii M. gilvum Mycobacterium
analysis  analysis PYR-1 PYR-GCK sp. KMS
Cytochrome P450/CYP153 2/2 0 49 51 52
Esterase 4 1 10 8 8
Alcohol dehy_drogene_zse GroES > 1 15 13 19
domain protein
Aldehyde dehydrogenase 1 0 21 18 18
Acetyl-CoA acetyltransferase 1 2 13 17 4
Acyl CoA dehydrqgenase domain 11 7 71 63 71
protein
Enoyl-CoA hydratase/isomerase 2 4 20 15 40
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase,
NAD-binding 2 1 2 1 2
Thiolase 0 0 3 3 3

3.2. 2-EHN induction of membrane-associated protem

Since membrane proteins are generally difficult aoalyze by regular 2D gel
electrophoresis, we chose to separate the insohiplespeed fractions of cell extracts by
one dimension SDS-PAGE. When stained protein g®fdf 2-EHN versus acetate-grown
cells were compared no obvious differences wereervesl. However*S radioactive
labelling revealed that some proteins, includingporaminent 45 kDa, became clearly
labelled upon exposure to 2-EHN (Fig.)Sth order to identify proteins of interest, praotei
sets from 2-EHN and acetate grown cells were segrhtay SDS-PAGE, and subjected to
proteomic analysis. Data processing using Masodtaaocally developed software (IRMa)
identified over 1300 proteins most of which had rteugparts in the proteome .
vanbaleniiPYR1. A summary of proteins found to be commonrspecific to each cell
treatment is presented in tables S2 and S3 in eoppitary material (at the end of the
thesis). From the set of common proteins, a sulastselected based on abundance rates
more than twice as high for the 2-EHN treated caiscompared to control cells. This
protein subset (65 proteins) as well as those fdonde specific to the 2-EHN treatment
(300 proteins) were tentatively classified in termf enzyme category or metabolic
function, with special emphasis on enzymes rel&dealkane degradation. An inventory of

the classified proteins is summarized in Table 20tal of 17 proteins have been identified

- 129 -



RESULTATS- ARTICLE3

as enzymes of thig-oxidation of fatty acids, four of which were aldgadetected in the 2D
gel analysis. Consistent with the 2D gel data, mooee proteins up-regulated on 2-EHN
were dehydrogenases including 12 short-chain delggirase/reductases (SDR). Several
proteins were likely involved in the response toesd, other presumably act as
transcriptional regulators. The analysis highlightevo alcohol dehydrogenases and one
aldehyde dehydrogenase possibly implicated in Hrby esteps of the 2-EHN degradation
pathway (see below). Interestingly, enzymes ofcergral metabolism previously shown to
be essential for alkane assimilation [15] have beeetected including two
phosphoenolpyruvate synthases involved in glucomeesjs. Enzymes related to the
metabolism of lipids were also identified, suggegtthat membrane modifications might
occur as part of the bacterial adaptation to grawila hydrophobic substrate.

Four P450 cytochromes were identified, two of whare potentially capable of alkane
hydroxylation. The latter two proteins, which bejaio the CYP153 subclass of P450, were
exclusively produced on 2-EHN. The most abundantheftwo enzymes, identified by 11
peptides (36% coverage), was found to be closdfte@ to the CYP153 enzyme from
Mycobacteriunsp. XHN-1500 [24].

It is to note that many cytoplasmic proteins weseorered in the membrane fractions,
indicating that they might have been trapped in brame vesicles that formed upon cell
lysis. On the other hand, membrane proteins reteeatihe metabolism of alkanes were not
detected in either protein extract. This was theecéor the trans-membrane AIkB

hydroxylase that is known to catalyze the initiaidation reaction of alkanes in many
bacteria [13].

50 kDa
40 kDa

30 kDa

25 kDa

Figure S1. SDS-PAGE analysis of membrane-associated proteins

20 kDa )
in cells grown on acetate or exposed to 2-EHN.

- 1. A: protein extract from acetate grown celBs, protein extract
from cells exposed to 2-EHNG: *S labelled proteins induced on

acetateD: *°S labelled proteins induced on 2-EHN
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Table 2: Functional classification of proteins more abundarexclusively detected on 2-
EHN

Enzyme or general protein Number of proteins
function exclusively found on 2-EHN  More abundant on 2-EHN
Beta oxidation 17 1
P450 hydroxylases 4 0
Esterases 3 1
Dehydrogenases 2 ADH 1 ALDH (1)
SDR 10 2
Stress response 12 9
Regulation 21 3
Lipid metabolism/cell wall 13/1 1/3
Ribosomal proteins 12 2
N-metabolism 3 1
General metabolism 74 22
ABC trasporter proteins 22 3
Other 64 6
Putative uncharacterized 42 10

3.3. Occurrence of several putative alkane monooxggases in strain IFP2173

Our proteomic analysis revealed that one cytochrBdts) with close similarity with a well
characterized alkane hydroxylase (CYP153) was 2-spéctific. In order to learn more on
this protein, its structural gene was PCR-amplifigslng genomic DNA from strain
IFP2173 and specific oligonucleotides designed dlfte gene sequence GlYP153Afrom
strain XHN-1500 [24]. A 1261 bp gene was obtainethich displayed high sequence
similarity with its counterpart from strain XHN-180(99 % identities), resulting in a
predicted protein having only two amino acid changempared to CYP153A.

In a previous study, a gene potentially involvedisnalkane degradation was found in
strain IFP2173 and identified as alkB gene based on partial sequence determination [16].
A BLAST search showed than this gene was closdtee toalkB from M. vanbaalenii
PYR-1. This strain has two alkane monooxygenasegjezne of which is associated with
two genes encoding rubredoxins. Primers were dedigtiter thealkB gene sequences of
M. vanbaaleniiPYR-1, and used to amplify corresponding genem fatrain IFP 2173
genomic DNA. TwoalkB-like genes were found in two separate loci, whilibplayed
exactly the same gene arrangement as that fouMl vanbaaleniiPYR-1. In particular,
the alkB1 gene was followed by two rubredoxin genes, nam#dxhl andrubA2, almost
identical to homologous genes Mt vanbaaleniiPYR-1 (99% identity). The secoralkB

gene alkB2) was 98% identical to its counterpart in strainRRY.
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3.4. RT-PCR evidence for the expression of threelane hydroxylases in 2-EHN fed

cells

Since none of the AlkB-like hydroxylase was detddte extracts of strain IFP2173 upon
proteomic analysis, we carried out RT-PCR experismieio determine whether the
corresponding genes were expressed under the gromrititions used in this study.
Transcripts of th@alkB1 andalkB2 genes were equally detectable in acetate and 2-tedN
cells (Fig. 2). Further analysis showed that adtapt specific for the gene encoding the
CYP153 hydroxylase described above was also detatteoth 2-EHN and acetate-grown
cells (Fig. 2). This finding is consistent with tfaet that the enzyme was clearly identified
by proteomic analysis in 2-EHN-fed cells but costea with the finding that it was absent
in acetate-grown cells. Perhaps cells growing atade produce the CYP153 protein at a
low level or in a transient manner during a paticiphase of growth, so that it passed
undetected.

A single aldehyde dehydrogenase appeared to begyated in 2-EHN-fed cells to a level
at least 2-fold as high as in acetate-grown célsing primers designed after the gene
encoding an orthologous aldehyde dehydrogenase $tcmin PYR-1 (A1P1A6), a DNA
fragment, which perfectly matched the target geeguence, was PCR-amplified from
IFP2173 genomic DNA. RT-PCR demonstrated that ge@se was transcribed in both
acetate and 2-EHN fed cells (Fig. 2). The deduespisnce of the closely related PYR-1
enzyme displayed 39% sequence identity with thelywbof thealkH gene fromP. putida
GPo1l.

500 bp
alkB1
300 bp

300 bp
200 bp

alkB2

400 by ge—
P . g CYP153

2000p

400 bp
300 bp

alkH

600 bp

500 bp 16S RNA

Figure. 2 Expression of genes relevant to 2-EHN degradat®rarealyzed by Reverse
Transcription (RT)-PCR. Lane 1, DNA ladder ; lanePCR amplicon generated from
gDNA,; lane 3, Control on RNA from 2-EHN-grown celigith reverse transcriptase
omitted; lane 4, RNA from acetate-grown cells; |8n&NA from 2-EHN-grown cells.
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4. Discussion

The present study deals with the metabolic adaptaif a bacterium which was forced to
grow on a xenobiotic compound being a poor cartmrce and a toxic substance. Our
proteomic analysis identified over 1300 proteinsdshon sequence information available
in the data bases even though the genome of $ER2173 was unknown. Most proteins
were identified as orthologs from strdih vanbaaleniiPYR-1 or relatedvlycobacterium
species, thus reflecting the high degree of comsenv of protein sequences in the
proteomes from fast-growinilycobacteriumspecies isolated from various places around
the world. Besides catabolic enzymes allowing thetdrium to utilize 2-EHN as carbon
source, many up-regulated proteins were found toinvelved in lipid metabolism,
regulation and response to stress, and might hatpeba to adapt to the toxic and/or
hydrophobic character of 2-EHN. The following dission focuses on enzymes that might
be implicated in 2-EHN degradation

In a previous study, we showed that strain IFP2pa#ially degraded 2-EHN to a
compound identified as 4-ethyltetrahydrofuran-2(@iHg, and we proposed a degradation
pathway outlined in figure BL7]. Every step in the pathway can be assignddaast one
enzyme found among the proteins up-regulated orlR;Eexcept for the last step of tBe
oxidation which is catalyzed by a thiolase. Sinceed thiolase genes are present in the
genomes of three relatellycobacteriumspecies (Table S1), at least one thiolase is
expected to be produced by strain IFP2173 growr2-&HN. Perhaps, the enzyme was

synthesized in small amounts and passed undeti&cten proteomic analysis.

- 133 -



RESULTATS- ARTICLE3

ACSCOA
C

on sf' .
CoA-S :
0 OH Y\(\

6&’5"8 + 0 h k“'
AcSCoA J
0 Q
SH-CoA

Figure 3: Proposed pathway and enzymes involved in 2-EHijtatkation

Products: a: 2-ethylhexyl nitrate; b: 2-ethylpentane-1,5-diol; c: 5-
(hydroxymethyl)heptanoic  acid; d:  5-(hydroxymethyl)heptanoyl CoA; e 5-
(hydroxymethyl)heptan-2-enoyl CoA; 3-hydroxy-5-(hydroxymethyl)heptanoyl CoAs
5-(hydroxymethyl)-3-ketoheptanoyl CoAh: 3-(hydroxymethyl)-pentanoyl CoAj: 3-
(hydroxymethyl)-pentanoic acid; 4-ethyldihydrofuran-2-(3H)one

Enzymes:1: alkane hydroxylase (AlkB1, AlkB2 or CYP153) andterase,2. alcohol
dehydrogenase and aldehyde dehydrogen&sasd 8: acyl CoA acyltransferasd; Acyl
CoA dehydrogenaséy: Enoyl CoA hydratase6: Hydroxyacyl CoA dehydrogenaség,
Thiolase 9: spontaneous cyclisation.

<+ Indicates thaB-oxidation is blocked by the ethyl chainfirposition.
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We identified four alkane hydroxylases that miglatatyze the first step in 2-EHN
degradation.e. the hydroxylation of the distal methyl group. Twozymes are similar to
the classical AIkB membrane-bound enzymes that Vieued to play a pivotal role in
alkane degradation bfp. putida GPol [25] and A.borkumensisSK2 [26]. The AIkB
proteins were not detected in the membrane fracbbFP 2173 in either growth
conditions, even when searching the proteomic fteitthe expected peptides derived from
their deduced protein sequence. Nevertheless, fepé@nscripts for the corresponding
genes were found in cells grown on acetate or egde 2-EHN suggesting that the
proteins were synthesized. Perhaps, the AlkB prsteiere poorly solubilized in SDS or
yielded few trypsic peptides detectable by LC-MS/M&e two other plausible enzymes
that can initiate 2-EHN degradation are solubleoclytomes P450 of the CYP153
subfamily. Although many genes encoding cytochroR#®s0 are present in the genomes of
relatedMycobacteriumspecies (Table 2), sequence alignments indicétadnone of the
gene products was related to the CYP153 (data motvrs). In addition, the CYP153
proteins identified in strain IFP 2173 were fourad ie mainly produced on 2-EHN,
suggesting that at least one of these enzymes fa&esin the degradation. CYP153
cytochromes hydroxylate linear or cyclic alkaneghwmedium chain length [24]. For
instance, the CYP153A6 froiMycobacteriumsp. XHN1500, which is the closest ortholog
of the major CYP153 from IFP 2173, preferentiallylizes octane [24], but can also
hydroxylate substrates with a bulky structure likeonene [24]. CYP153-like genes have
been found in other Actinomycetes as well ast iand 3-proteobacteria, and three groups
were distinguished based on phylogenetic consideat[13]. Like other bacterial
cytochromes, the CYP153 enzymes function with tviecteon carriers, a NAD(P)H-
oxidoreductase and a ferredoxin. In this respe&AB-binding oxidoreductase that might
be functionally associated with one of the CYP1i88nf IFP2173 has been identified by the
2D gel approach (Table 1), and four such reductases detected by the whole proteome
approach (Tables S2 & S3).

An esterase is also required to hydrolyze the wster bond of 2-EHN. A chloride
peroxidase was found among the 2-EHN-induced prstei the 2D gel analysis (A1T5E7),
which showed the classical consensus sequen¥&XG) typical for the active site of
esterases. This type of enzyme is active on caliooegters [27], but it is unknown
whether it could remove the nitro group of 2-EHNur@roteomic analysis revealed that
four other putative esterases up-regulated on 2-EBiNpotentially catalyze this reaction
(Tables S2 & S3). Since strain IFP 2173 can uséhg@hexanol and transform it to 2-
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ethylhexanoic acid and 4-ethyltetrahydrofuran-2(@Hg [17], it may be inferred that
hydrolysis of the ester bond precedes the hydrawryleof the distal methyl group in the
biodegradation pathway.

The subsequent step in the degradation pathwdyeisdnversion of the 2-ethylpentane-
1,5-diol to an aldehyde by an alcohol dehydroger{af#H). Three 38-kDa ADH were
apparently associated to 2-EHN metabolism, whieh @edicted to have a zinc-binding
domain and a GroES-like structure. A different ¢arder alcohol dehydrogenase (AlkJ; 61
kDa) is involved in alkane oxidation . putidaGPol. However, a deletion alkJ did not
affect alkane degradation, indicating that thisctiea does not require a specific alcohol
dehydrogenase [25].

A single 2-EHN-specific aldehyde dehydrogenase (AMl).Qvas detected by SDS-PAGE
and peptide analysis. Examination of the sequemdbeo orthologous enzyme of strain
PYR-1 (A1T1A6) showed that it might be composed aftalytic domain and a LuxC-like
domain [28]. Interestingly, the detected ALDH shovwa® % sequence identity with AlkH
encoded by thalk operon, which is involved in alkane biodegradatio®. putidaGPol
[29].

The biosynthesis of multiple isoenzymes of flexidation pathway in response to cell
exposure to 2-EHN is intriguing. Manylycobacteriumspecies are known to thrive on
alkanes, but the redundancy @foxidation enzymes had not been previously reported
although it could be predicted from the abundanicgemes coding for such enzymes in
available genome sequences d¥Wlycobacteria (Table S1). In contrast, the
hydrocarbonoclastic bacteriumA. borkumensisSK2 produced relatively few specific
enzymes when growing on alkanes [15]. Perhapsgdiater number of isoenzymes found
in soil Mycobacteriareflects a more versatile metabolism, adapteddietamade of diverse
hydrocarbons present in their environment.

2-EHN is a derivate of a branched alkane, thattigpa of organic compound known for its
resistance to microbial degradation. Indeed, the and position of the substituent and the
degree of branching all affect microbial alkandizdtion, by hindering-oxidation. Some
bacteria may overconfioxidation blockage such &#seudomonas citronellolishich uses

a p-carboxylase in citronellol degradation [30]. Iretbase of 2-EHN, the ethyl group in
position prevented its complete degradationvbyaustroafricanumFP 2173. To achieve

the complete mineralization of 2-EHN, one strategyuld consist to isolate a bacterium
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able to metabolize the 4-EDF intermediate and #esociate this isolate with strain IFP
2173 in co-cultures.
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3.2.1 Complément d’analyse de la fraction de protéi nes membranaires

La quantité de protéines retrouvées par cette sadigure dans l@ableau 4.7
Tableau 4.7. Nombre de protéines de la souche IFP 2173 ifiées par LC-MS/MS

Nombre de protéines de la fraction membranaire

Acétate 2-EHN
Total des protéines identifiees 919 899
Nombre de protéines spécifiques 320 300
Nombre de protéines communes 599 dont 65 induite8-E HN*

* la valeur de I'abondance relative calculée aipaes données de spectral count est deux
fois supérieure sur 2-EHN que sur acétate.

Les tableaux donnant I'intégralité des résultatsetée analyse protéomique figureamexe

1 page 194.

Nous avons recherché dans l'ensemble des protéidestifices celle qui étaient
intrinsequement membranaires c'est a dire susdegptille contenir des segments
transmembranaires avec une version du logiciel, HMR (Tusnhadyet al, 2001) modifiée

par le Laboratoire d’Etude Dynamique des Protéorft&SA de Grenoble) pour traiter
plusieurs séguences protéiques simultanément.

Les résultats ont montré qu’environ 70 % des pneidentifiées au cours de ces analyses ne
présentent pas de domaine transmembrarfaged 4.10) Bon nombre de ces protéines sont
cytoplasmiques et sont certainement pieégées dangédicules membranaires lors de la lyse
des cellules. De plus, parmi ces protéines membyesmal y a beaucoup de protéines liées a
la membrane, qui n'ont pas de segments transmemibganmais qui ont une nature

hydrophobe. L’analyse ne nous permet pas de larsavo

2% 5%

6%

1% m> 10 DTM

m5-9DTM
m2-4DTM
@m1DTM
m0 DTM

76%

Figure 4.10 : Répatrtition des protéines contenant non des domaines transmembranaires
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3.2.2 Limites de la méthode
L’analyse protéomique mise en oeuvre a conduitd@ntification de plus 1300 protéines ce

qui est remarquable compte tenu du fait que le m@nde la bactérie n'est pas connu. La
méthode d’identification et de quantification destpines a toutefois ses limites :

. Lors de l'identification des protéines par le 1agicMASCOT, les peptides qui ne
correspondent a aucune protéine présente dansates lwle données ne sont pas pris en
compte. Bien que les bases de données soient sleplplus riches en séquences de génomes
bactériens, on peut rater une protéine d’intérét@us de I'analyse. Par exemple, certains
spots 2D n’ont pas pu étre identifiés.

. Lors du calcul du PAI (Protein Abudance Index), estime une abondance relative
des peptides et on en déduit une abondance reldivaotéine. Cette estimation n’est pas
tout a fait juste méme si les appareils utilisésirpbanalyse sont trés performants. Par
exemple, il peut y avoir des isoenzymes avec uplasieurs peptides en commun. Parmi ces
dernieres, on ne retiendra que celle qui a le ewillscore et le meilleur taux de
recouvrement. Il est alors possible d'écarter, igaan de la synthése des résultats, d'autres
identifications de ces protéines. Il peut alor¥giaun |éger biais.

. Le calcul du spectral count est a priori plus jysiesque nous utilisons le nombre de
spectres obtenus dans l'analyse, qui dépend denltince des peptides. Mais nous faisons
toujours une approximation entre le résultat dedlgse des peptides et la quantification des

protéines.

3.3 La découverte de P450 alcane monooxygénase det ype CYP153
chez la souche IFP 2173

Au cours de I'analyse d’une bande & 47 kDa, cooesant & une protéine marquée>3,
guatre cytochromes P450 ont été identifiés suraquarprotéines au total, dont un ressemblait
a une alcane hydroxylase de type CYP153. Ce cytaohest différent de la cinquantaine de
P450 deM. vanbaaleniiPYR-1, mais posséde une séquence trés proche R1E3A de
Mycobacteriumsp. HXN-1500 trouvée par van Beilen al. (2005b). Ce cytochrome a été
largement étudié par Funhoét al. (2006), tous les détails de son analyse figuremtsd
I'étude bibliographique pages 26 a 31.

Ce cytochrome est soluble mais des prédictiong€deence indiquent une région hydrophobe
qui pourrait se lier a la membrane, ce qui expligiigpourquoi il est retrouvé dans la fraction

membranaire.
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Ce CYP153 se retrouve parmi les protéines exclosw produites sur 2-EHN. De par son
classement en fonction de son abondance reIatiO@“?@osition sur un total de 899
protéines), c'est la deuxieme protéine spécifiqaeplus abondante. Son réle dans la
dégradation du 2-EHN a été étudié dans la derpignge des résultats.
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4 Etape initiale de dégradation du 2-EHN

L’étude protéomique des enzymes potentiellementiqu@es dans la dégradation du 2-
EHN a permis de mettre en évidence une alcane ragygenase. Il s’agit d’'un cytochrome
P450 de type CYP153. Lors d’études antérieuresMsuaustroafricanumliFP 2173, une
alcane hydroxylase de type AIkB a été identifiéée Berait impliquée dans la dégradation de
l'isooctane (Solano-Serrera al, 2004). A partir de I'analyse de séquences de rgésade
mycobactéries récemment publiées, j'ai cloné etrubia séquence complete du gatid3l
codant pour I'alcane hydroxylase membranairdid@ustroafricanunlFP 2173 et j'ai trouvé
un second géne codant pour une alcane hydroxylppelée alkB2 Afin d’étudier les
propriétés de ces enzymes, jai entrepris leuresgon en systéme recombinant pour savoir

si 'une d’elles était impliqguée dans I'étape iaié de dégradation du 2-EHN.

4.1 Les alcane hydroxylases de type alkB

4.1.1 Le gene alkB1
A l'origine, ce gene a été trouvé et en partie séga par Floriane Solano-Serestaal.

lors de I'étude de la dégradation de liso-octare fa souche IFP2173. Le numéro
d’accession est AAQ88276. Nous disposions doncedsgguence partielle qui correspondait
parfaitement a I'alcane mono-oxygénadean 1742de M. vanbaaleniiPYR-1. Sur la base
de cette information de séquence et des séquereegy@&hesMvan_1741 Mvan_1743
Mvan_1744 Mvan_1745et Mvan_1747 jai concu des oligonucléotides pour amplifies le
genes correspondants de la souche IFP 2173, aiesieg genes voisins. Les conditions de
PCR ont nécessité I'ajout de DMSO a hauteur de 8r¥saison de la séquence riche en GC
et/ou de structures de I’ADN (tiges-boucles) susbigs de géner la réplication par 'ADN
polymérase. Aprés avoir purifié les produits PCRallle attendue, je les ai clonés dans un
vecteur commercial (pDrive) et les ai fait séqueng@énome Express ; Meylan 38). La taille
des fragments PCR obtenus ainsi que les genes qiitenaient sont indiqués dans les
figures 4.11et 412 Le tableau 2.3b dans Matériel et Méthodes lisseplasmides construits
dans cette étude (page 58).

Le genealkB1,composé de 1271 pb, fait partie d’un groupe de genemprenant aussi deux
genes de rubrédoxines, nomméabAl (174 pb) etrubA2 (183 pb). Les genesibAl et
rubA2 sont dans la méme phase de lecture que leajkB& Ils sont enchevétrés au gene qui

les précéde par une séqueEGA. Dans les deux cas, le codon start@&@FG pour genes
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rubAletrubA2 et le codon stop eJiGA pour le gene précédant. Il n'y a pas de gene ¢odan
pour une rubrédoxine réductase comme c’est le oas [[ppéron dePseudomonas putida
Gpol (van Beileret al. 2003). Seules 31 bases séparent ces trois genesuilecodant un
facteur de transcription, nomnétR (732 pb). Nous avons inclus dans le fragment di@pli
par PCR une séquence non codante de 345 pb en dmgenelkB1 susceptible de contenir

la région promotrice.

L'organisation et la séquence nucléique de cetrebkede quatre genes sont trés proches de
celles trouvées dans la région correspondante dange deM. vanbaaleniiPYR-1 (98 %
d’identité de séquenceligure 5.11).

alkB1 rubA1 rubA2 tetRh

| G —N

1 kb

Figure 4.11 :Carte du locus contenant le gene alkB1
Les genes sont représentés par des fleches vieaggions non codantes sont en mauve.

4.1.2 Le gene alkB2
M. vanbaalenii PYR-1 possede un autre gene qui code pour une altane

monooxygénase. J'ai eu acces via la base de doN@d#d, a la séquence de ce gene
Mvan_310Qainsi qu'a celles des génes voisMgan _309%tMvan_3101 a partir desquelles
j'ai congu des oligonucléotides pour amplifier g&nes correspondant i austroafricanum
IFP 2173. J'ai obtenu par PCR un produit d’envigg00 pb. L'analyse de la séquence a
montré que la séquence du fragment cloné de lehedld 2173 était & 99 % identique a la
région homologue dkl. vanbaaleniiPYR-1. Ainsi, le gene trouvé code potentiellemamtr
une alcane mono-oxygénase et je l'ai apdkd?2 (1185 pb). L'analyse a aussi montré la
présence d’'un géne homologue a Mvan_3101 en avalk®2, qui code pour une « short
chain dehydrogenase ».

Une illustration du locus contenant le getilB2 est représentée parfigure 4.12
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alkB2 o ) scd
| I w,‘:} <~u I

1 kb

Figure 4.12 :Représentation du locus contenant le géne alkBd.drustroafricanum IFP

2173

Les genes sont représentés par des fleches visessgions non codantes sont colorées en
mauve.

Les souches delycobacteriunsp. KMS, JLS, MCS d¥l. smegmatisnc2155 possede un seul
gene d’alcane hydroxylase de tyg&B dans le génome, alors que les soudheganbaalenii
PYR-1 etM. gilvumen ont deux. D’aprés cette analyse de génomesmpyesbactéries n'ont
pas plus de deux alcane hydroxylases transmembearetinous avons supposé gue c’était le

cas aussi pouvl. austroafricanumFP 2173.

4.1.3 Clonage et expression chez Escherichia coli
Dans un premier temps, le clonage et I'expressesgeneslkB de M. austroafricanum

IFP 2173 ont été effectués chézcoli. En effet, bien que selon les prédictions de #irec
I'alcane hydroxylase comporte six domaines transbramaires, certains auteurs ont réussi a
exprimer ce type d’enzyme chgz coli. L’alcane hydroxylase deéseudomonas putidapol

a ainsi été exprimé dans une soucheEdeoli BL21 a l'aide d’'un plasmide de type pET
portant le promoteur fort du phage T7 (Shanklin &itw¥e, 2003).

De méme, le géne de l'alcane hydroxylasecdedoniasp. TF6 a été exprimée chEz
coli associé aux genes de deux rubrédoxines et d’dmédoxine réductase. La co-expression
de ces genes a conduit a la synthese d’'un systenotidnnel capable de dégrader tes
alcanes de £a G (Fujii et al.,2004). Sur la base de ces résultats décrits dalitserature,

I'expression chek. colides génealkB de la souche IFP 2173 a été entreprise.

4.1.3.1 Stratégie de clonage
Les genesalkB ont été insérés dans les plasmides pET9a et pE[N®kagen), sous

le contrble du promoteur T7. Le plasmide pET15boarpparticularité de produire une
protéine recombinante portant une étiquette padyidine en N-ter.

Le génealkB1 ainsi que les genesibAl et rubA2 ont été amplifiés par PCR, donnant un
fragment de 1629 pb qui a été inséré dans chacsrpldsmides d’expression, pET9a et

PET15b, via les sites de restriction Ndel et Bambés plasmides ainsi obtenus sont
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respectivement nommés pENO6 et pENO7. En raisola geesence d’un site de restriction
BamHI dans la séquence du gé&kB2 la séquence codante de ce géne (1185 pb) a été
amplifiée avec un site Bglll a I'extrémité 3’, coatjple avec le site BamHlI, puis inséré dans
PET15b et pET9a via leurs sites Ndel et BamHI. péssmides obtenus sont nommeés

respectivement pEN15 et pEN16.

4.1.3.2 Surproduction de AlkB1 dansE. coli
Les séquences des gerakBl-rubAl-rubA2et dealkB2 ont chacun 12 % de codons

rares cheZ. coli. Ainsi, la souche d&. coli Rosettd" qui permet la traduction des ARN
contenant ces codons rares (AUA, AGG, AGA, CUA, CaGGA) a eté transformée dans
un premier temps par le plasmide pENO7 (pET15bertrtt les genedkB1-rubAl-rubA2

La soucheE. coli Rosettd" contenant les génesdkB1-rubAl-rubA2sur le plasmide
pPENOQ7, a été utilisée pour étudier I'expression gleséines recombinantes. Afin de limiter la
formation de corps d’'inclusion et de favorisesiathese de protéine inactive, I'induction a
ete réalisée a 25°C pendant 14 heures. L'extraitémue total et la fraction protéique
membranaire obtenue aprés ultracentrifugation 3GAraB80 000 g ont été analysés par SDS-
PAGE (igure 4.13). L'extrait induit montre que deux bandes polypaigues de 46 kDa et
de 38 kDa sont plus abondantes (piste 2). La tragirotéique membranaire (piste 3) contient
aussi ces 2 protéines, la bande a 46 kDa etamnmett prépondérante. Cette bande est peu
visible dans la fraction non induite (piste 1). Goenla protéine recombinante était marquée
par une étiquette poly-histidine, nous avons aiaba Western blot anti-His-tag la présence
de la protéine AlkB1. Cette derniére est bien déteet a une taille apparente de 46 kDa
correspondant a la bande majeure colorée au bl€iodmassie. La bande a 38 kDa pourrait

résulter d’'une protéolyse partielle de la protéa@mbinante.
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Figure 4.13 :Expression de la protéine AlkB1 a l'aide du plasendENO7 dans E. coli
Rosetta"

1 : Extrait protéique total non induit

2 : Extrait protéique total apres 14 h d’'inductiar25°C.

3 : Extrait protéigue membranaire, obtenu apresn®@®d’ultracentrifugation

4 : Détection par Western blot de la protéine magpar une étiquette poly-histidine.

Ces resultats montrent que la protéine AIkBl estjontairement dans la fraction
membranaire. La maniere dont nous avons const&gysteme d’expression pernaepriori

de faire des essais de dégradation des alcangg.dlpas de rubrédoxine réductase pour que
le systéme soit fonctionnel comme cela a été déaniis la littérature. En revanche, il est
possible qu’'une réductase aspécifiqué&deoli prenne le relais.

En ce qui concerne le geradkB2 jai effectué le clonage dans les plasmides pE&Ba
pET15b. Cependant, je n’'ai pas testé I'expresseoes constructions car il aurait fallu que je
co-exprime ce gene avec au moins un gene de rubngd@our produire un systeme
enzymatique actif vis-a-vis des alcanes. Or je p&a réussi a faire une telle construction.
Etant donné ces résultats, jai choisi de changersysteme d’expression et de tester la
synthése de l'alcane hydroxylase AIkB dans une év@cthdte phylogénétiquement plus
proche deM. austroafricanumIFP 2173,M. smegmatismc?155. Afin de pouvoir tester

I'action de I'AlkB sur lesn-alcanes et sur le 2-EHN.

4.1.4 Clonage et expression chez Mycobacterium smegmatis mc2155
M. smegmatisnc2155 est une bactérie largement utilisée comutie génétique pour

exprimer des protéines de mycobactéries, provesrargénéral de souches pathogenes. Son

- 147 -



RESULTATS—4 ETAPE INITIALE DE DEGRADATION DR-EHN

génome a été seéquenceé et annoté en 2006. Elleecbmavipriori mieux a I'expression de
protéines généralement retrouvées dans des coipdudion chezE. coli. M. smegmatis
mc2155 est équipée d’'une seule alcane hydroxylaggp® AIKB qui dégrade les alcanes de
longueur de chaine supérieure ou égaleXlpes Ferreirat al.,2007). D’apres I'analyse
de son génome le géne codant pour une alcane hyasexest suivi de deux génes codant
chacun pour une rubrédoxine, I'organisation degeg@st semblable a celle du loaliB1 de
IFP 2173. D’allleurs, la séquence nucléotidiqualt@®1-rubAl-rubAe la souche IFP 2173
présente 87 % d’identité de séquence avec la rdgomologue deM. smegmatisnc2155.
D’autre part, cette souche ne dégrade pas le 2-EE®,a été montré dans la premiére partie
des résultats (Résultats 1 page 79), mais possedidet systeme enzymatique requis pour
dégrader des acides gras. C’est donc une souchkhbaibe pour tester I'activité in vivo des
alcane hydroxylases dé. austroafricanumFP 2173. Ainsi, on peut faire I’hypothese que si
le genealkB1 est requis pour I'étape initiale de dégradation2eldHN, I'expression de ce
géne dans la souche mc2155 pourrait rendre la fchédte capable de dégrader cet
hydrocarbure.

4.1.4.1 Stratégie de clonage
Les genesalkB de M. austroafricanumIFP 2173 ont été insérés dans le plasmide

pHLD69 qui posseéde deux origines de réplicatiore veconnue pak. coli, l'autre par
Mycobacteriun(figure 4.14) pHLDG69 n'a pas de promoteur en amont du sitesdiition des
genes d'intérét. C’est la raison pour laguelle ndegions insérer un fragment englobant la
séquence promotrice située en amont du gene. té @éxrit dans la littérature que le site
d’initiation de la transcription est situé 96 basesnt le codon start du gérékB de

Pseudomonas putidapol (Nieboeet al. 1997).
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Figure 4.14 :Carte du plasmide pHLD®69.
Les sites utilisés pour insérer les génes alkB sotdurés en orang®'aprés Pascal Poupin,
Université de Metz.

Les séquences amont des gealéB ont été analysées a I'aide du logiciel NeutralvWek

Promoter Predictionhftp://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.htinlDeux régions situées

respectivement a 95 pb et 108 pb en amont du cdtioitiation des génealkB1 et alkB2

ont ainsi été mises en évidence. Ces séquencekesauiivantes :
-95 55

6

...ATG - - alkB1-->
8 ..ATG - - alkB2-->

CGTGTCTAGACAGGCGACAAAAT GCGCT CTATAGT CAACGGCACGAGGTG
pies ACGAGAT TGCCT GCGGCGGEGCACCACT GGTATGACGGCGT TACCCAATCG

Le logiciel repére des éléments conservés darmdesoteurs procaryotes, comme la TATA-
box. Deux séquences voisines des ségquences coss@WsLAAT et TTGCACA des
promoteurs dé&. coli, et généralement situées a 10 et 35 bases en dmaite d’initiation de

la transcription, ont en effet été trouvées patecanalyse, suggérant que ces régions font bien
partie des promoteurs des geats.

Nous avons cloné les genal&B1-rubAl-rubA-tetret alkB2dans pHLD69 de telle sorte que
les génes soient préceédeés par une région de 360 aimont des genatkB, qui d’aprés notre
analyse, devrait contenir le promotefigre 4.15). Le clonage de génedkB1-rubAl-rubA2

et alkB1-rubAl-rubA2-tetRlans pHLD69 a nécessité de faire un clonage ideiaire dans

le plasmide pUC18 permettant d'utiliser les sitesréstriction Kpnl et BamHI. Ce sont les

constructions pEN10 et pEN11.
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alkB1 rubA1 rubA2

I,
PEN12 Kpnl J | =) BamHl 2448 pb
alkB1 rubA1 mb»ﬁgL tetR
I,
PEN13 Kpnl X | s> | > BamHl 3063 pb

alkB2

pEN19  Kpnl X | > X Xbal 1667 pb
alkB2

PEN20 Kpnl ) | | _% Y xbal 2600 pb

Figure 4.15: Plasmides dérivés de pHLD69 construits pour exgriles genes alkB de
IFP2173 dans Mycobacterium.

Les zones non codantes sont schématisées en lg@slggnes en vert. Les sites de restriction
utilisés pour les constructions sont indiqués.

Quatre constructions ont ainsi été réalisées esfiteées cheMycobacterium smegmatis
mc2155 par électroporation. Des clones transformanit été obtenus aprés 10 jours
d’incubation & 30°C sur milieu PTYs@additionné de kanamyciffe Plusieurs clones ont
alors été cultivés a 30°C en milieu liquide MMSY¥#a du Tween80 comme unique source
de carboneM. smegmatisnc2l55 a été transformée par les plasmides dédegsHLD69

avec une efficacité de 3.31@ansformants.ijADN.

4.1.4.2 Tests d’'induction de AlkB chezM. smegmatisncz155
Les souches transformantes Me smegmatisnc2155 décrites précédemment ont été

cultivées sumn-octane, utilisé comme seule source de carbonerdiasance de ces souches
transformées sun-octane a 30°C a duré 19 jours et les Bydes souches étaient
relativement faibles, comprises entre 0,1 et 0,5.

L’extrait protéique total et la fraction membramade chaque souche ont été analysés
par SDS PAGE afin de détecter la présence desipestée la souche IFP 2173. figure
4.16 représente le gel a 12,5 % d’acrylamide sur leqaetes les constructions ont été
analysées. Dans les extraits bruts de protéinesnaubande correspondant a I'AlkB1 (46-48
kDa) ou I'AlkB2 (44 kDa) n’a été mise en évidentes rubrédoxines RubAl et RubA2 de
masses respectives 6447 Da et 6790 Da, ont ufettaib petite pour étre détectables sur ce
gel. Quant au facteur de transcription TetR (28[@a)k aucune bande majoritaire ne

correspond a la taille de cette protéine.

- 150 -



RESULTATS—4 ETAPE INITIALE DE DEGRADATION DR-EHN

Extrait Brut Fraction membranaire
1 2 3 4 1 2 3 4
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Figure 4.16 :Expression des AlkB dans pHLDG69.

1. M. smegmatisncz155 pEN12 2. M. smegmatisnc2155 pEN13 3. M. smegmatisncz155
PEN19 ;4. M. smegmatisnc2155 pENZ20.

Dans la fraction membranaire, il y a une légeredbagn 46 kDa sur la piste 1. Elle n’est pas
retrouvée sur la seconde piste, alors qu'il s’dgits les deux cas de souches contenant un
plasmide portanalkB1 Dans I'extrait 2 une bande peut correspondreadie au facteur de
transcription TetR (28,5 kDa). En ce qui concergedonstructions portant le gealkB2, sur

les pistes 3 et 4, il N’y a pas de bande clairerdétegctable aux alentours de 45 kDa. Si I'on
ne détecte pas d’enzyme de type AIkB dans ces romtisins, cela ne veut pas dire que la
protéine n'est pas synthétisée, mais qu’elle estyisble par SDS-PAGE, En effet, lors de
l'analyse protéomique, aucune des protéines AIkB été identifice dans les fractions

membranaires de IFP 2173, alors les transcritegpondants sont détectables par RT-PCR.

4.1.4.3 Test de déegradation du 2-EHN
Les souches contenant les plasmides pEN12 pENIS1DEt pPEN20 ont été testées

pour leur capacité a dégrader le 2-EHN. Pour ae,fdies tests de dégradation ont été mis en
ceuvre selon un protocole décrit dans la partie 4 rdsultats page 76. Le suivi de la
production de C@est le premier indicateur de dégradation. Le deshg2-EHN résiduel, en
fin de test, permet de confirmer si le substratt@ aéegradé. Les résultats ont montré
gu’aucune des souches d’expression testées n'adiEdg 2-EHN de maniere significative.
En outre, les souches ont été incapables de dégedeoctane ou I'hexane. Ces tests de

dégradation ont été effectués par Gabriela DellsstBia au cours de son stage a I'lFP.
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Ainsi, il n'a pas été possible de répondre a lastjae : qui de I'AIkB1 ou de I'AlkB2

intervient dans I'étape initiale de dégradatior2eldHN ?

4.2 Le cytochrome P450 de type CYP153
Grace a l'approche protéomique, un cytochrome R4t une séquence tres proche

de celle du cytochrome P450 de type CYP153AMigobacteriumsp. HXN-1500 (van

Beilenet al,.2006) a été découvert.

4.2.1 Mise en évidence
La séquence nucléique du cytochrome P450 de tydel63 de la souche HXN-1500

est enregistrée dans les bases de données, sausmkro d’accession AJ783967. Les
séquences adjacentes au gene sont connues. Lesicésjen amont du CYP153A n’ont pas
été décrites dans les bases de données mais itajt an systéme de régulation a deux
composant, avec une histidine kinase et un régulate transcription a deux composant
LuxR. En aval du CYP153A de la souche HXN-150@, d une férrédoxine réductase et une
férrédoxine. Des oligonucléotides ont été concusutdisant le début et la fin du gene
CYP153A deMycobacteriumsp. HXN-1500 (Q65A64) et utilisés comme amorceP @R
avec '’'ADNg deM. austraofricanumFP 2173 comme matrice. Nous avons obtenu un frodu
PCR d'environ 1250 pb, taille comparable a celle giine de référence (1261 pb). Le
séquencage de ce produit PCR a revélé qu’il s'aigibgen d’'un géne tres proche de celui de
la souche HXN-1500 (99 % d'’identité). La comparnisies séquences protéiques déduites
montre que seuls deux acides aminés sont différéet® est remplacé par Asn et Glul59 par
Asp dans le CYP153-1 de IFP 2173. D’apres I'étueevahn Beileret al. (2006) et celle de
Funhoffet al. (2006) réalisées sur le CYP153A Mgcobacteriunmsp. HXN-1500, ces acides
aminés ne font pas partie du site actif. Le spedteetion vis-a-vis des alcanes de ce
CYP153-1 seraita priori le méme que celui de la souche HXN-1500, c'estea-qu'il

catalyserait I'hydroxylation des alcanes dgalGs.

4.2.2 Clonage et expression du cypl153-1 chez E. coli
Etant donné que les séquences adjacentes au gel8ey n'ont pas été retrouvees, il

nous était impossible d’avoir la séquence promettie ce gene. De ce fait, nous ne pouvions
pas utiliser le vecteur de clonage pHLDG69 poureféigxpression dansl. smegmatisPour ce

qui est de I'expression chez. coli nous aurions pu utiliser comme précédemment les
vecteurs pET9a ou pET15b. Cependant, en cas ddfexpression, instabilité ou corps

d’inclusion, nous n’aurions pas eu d’alternative.
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Récemment, un systeme d’expression chNezsmegmatismc? a €té mis au point pour
I'expression de protéines de souches pathogénemedvh tuberculosis Ce systeme rend
possible la surexpression de protéines difficilgga@duire sous forme recombinante cliez
coli, soit parce qu'’il s’agit de protéines membranaisgst parce qu’elles ne se replient pas
correctement et forment des corps d’inclusion (Gialdeet al.,2008).
Le plasmide pUYB1062 utilisé dans notre étude estgnté par légure. 4.17

Ce plasmide a deux origines de réplication, 'usiereconnue pét. coli et I'autre par
Mycobacterium,et il porte un géne de résistance a I'hygromycbe.plus, il posseéde un
promoteur T7 indirectement inductible par IPTG, fprictionne selon le méme principe que
les promoteurs T7 des vecteurs de type pET Hamsli. La souche d&l. smegmatisitilisée
pour I'expression, appelée mc24517 posséde vraisdheiment le géne de la T7 polymérase
inséré dans son génome, bien que cela n'ait paguélé&. Nous savons d’autre part que la
souche est porteuse d’'un marqueur de résistarac&anbhmycine, sans doute introduit lors de
I'insertion du géene de la T7 polymérase.
Le génecypl53-1a 4 sites de restriction BamHI dans sa séqueneeeait, nous avons été
obligés de l'insérer dans pUYB1062N via les sitésdHl et Ndel. Le plasmide obtenu a été
nommee pEN26.
Dans un premier temps, I'expression a été réalibéz E. coli Rosettd". L'induction par
'IPTG a été réalisée pendant 14 heures a 25°Cfiduae 4.18 met en évidence qu’une
protéine de 46 kDa est produite majoritairemensdaxtrait total induit (piste 2) et dans une

moindre mesure dans la fraction soluble (piste 3).
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Figure 4.17 : Carte du plasmide
pUYB1062.

Les sites utilisés pour linsertion d
cypl53-1 sont entourés en orange.

4207 Mfel (1)

3827 Nsil (1)

oriM 3278...3883
3473 Fspl (1)
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204 EcoRY (1)
211 Neol (1)
His tags 346...135

4602 Psil (1)

850 Fsel (1)
hygro 1492...499

1234 B (1)
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Figure 4.18 : Contr6le de I'expression
du CYP153-1 chez E.coli par SDS-
PAGE.

1: Extrait protéique total de E. coli
PEN26 non induit

2 . Extrait protéique total de E. coli
pPEN26 apres 14 h d’'induction & 25°C.
3 : Extrait protéique soluble de E. coli
pPEN26 apres 14h d’induction 25°C.
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La taille de la protéine majoritaire est en bonoadcavec la masse théorique du CYP153-1
qui est de 47689 Da. Cependant, nous n'avons ppeelave que c’est la protéine attendue
puisque nous n'avons ni anticorps anti-CYP153, anipbssibilité de reconnaitre un tag
introduit dans la séquence par construction avecadécorps spécifiques (anti-His-Tag, par
exemple).

Puisque ce geéneypl53-1a été cloné dans un plasmide d’expression utiksatiiez
Mycobacterium nous avons tenté de faire I'expression de laépret chezM. smegmatis
mc24517.

4.2.3 Test d’'expression chez M. smegmatis mc24517
M. smegmatisnc24517 a été transformé avec le plasmide pENR@&Ipatroporation.

Les clones résistant a I’hygromycine ont été si@ents et mis a pousser en milieu liquide
sur 7H9/ADC/Tween80 avec de I'hygromycine et dedaamycine. Je n’ai pas réussi a faire
pousser cette souche en présence des deux aqgtilgtiEn revanche, il a été possible de faire
pousser M. smegmatismc2155 transformée par pEN26 en présence dhygromy
uniquement. Cependant, aucune expression du CYPI&8pu étre observe€igure 4.19.

Il y a eu cependant une trés forte surexpressianedprotéine de 65 kDa dé. smegmatis
mc24517. Cette protéine a été identifiée par Golustt al. (2008) comme étant une protéine

chaperone nommée GroL.

fq 2 3
—_—
50kDa www S
40 kDa ——
30 kDa
25 kDa
20 kDa

Figure 4.19: Analyse par SDS-PAGE d’extraits de M. smegnmat31517 contenant pEN26
1 : Extrait protéique total de M. smegmatis mc245ais plasmide

2 : Extrait protéique total de M. smegmatis mc246aiitenant pEN26 non induit par 'PTG
3 : Extrait protéique total de M. smegmatis mc24b6aiitenant pENO6 induit par I'PTG 24 h
a 25°C.
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Aucune protéine de 47 kDa n’est induite en présahfeTG. Ce systeme n’est donc pas
fonctionnel en I'état. Il est dans un premier tenmggessaire de revoir les conditions de
transformation dél. smegmatisnc24517 par pEN26.

Nos résultats partiels ne permettent pas de saeoir le moment quelle alcane hydroxylase
est impliqguée dans I'étape initiale de dégradatior2-EHN.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette these avait pour objet d'étudier la biodégtiad du 2-éthylhexyl nitrate (2-
EHN), un composé, employé comme additif procétage ghzoles (Suppest al, 2001).
Principalement produit en France, il est donc aégement utilisé par l'industrie pétroliére.
Cependant, l'impact environnemental qu'il est suille d'exercer en cas de déversement
accidentel est encore méconnu. Dans ce contegtad€ que nous avons entreprise présente
un double intérét :

e au point de vue la réglementation, elle répond @ukestion de la biodégradabilité de
ce contaminant potentiel des eaux et des solsgeemévidence les parameétres clés
qui président a sa biodégradation. Elle "renseigmetlucteurs et utilisateurs sur les
risques environnementaux encourus lors de sosattoin ;

« dun point de vue scientifique, elle apporte unentdbution nouvelle aux
connaissances des mécanismes de biodégradatiofEHIN 2t des alcanes branchés.
A ce jour, la dégradation des alcanes branchésesskinte aux alcanes methylés
comme le pristane, le phytane et le citronellol.nétre connaissance, il n’existe
aucune étude sur la dégradation des hydrocarberesuttes chaines, alpha-substitués

par un groupement éthyle.

Le critere de biodégradabilité "immédiate" tel cquéfini par 'OCDE pour les composés
chimiques stipule que le composé testé doit étoeldgradé a hauteur de 70 % (selon la
mesure du COD, équivalent a 60 % selon la mesuta B&hO) dans les 28 jours du test. De
surcroit, cette valeur cible doit étre atteintesdan intervalle de temps maximal de dix jours.
Tout composé satisfaisant a ces conditions peet @trs considéré comme "facilement
biodégradable”. Au commencement de notre étudeipldegradabilité du 2-EHN n'était pas
renseignée. L'US EPA (United States, EnvironmerRabtection Agency) a publié les
résultats d'un plan d'expérimentation dans lesdfigalsaient des éléments préliminaires. Le
rapport de I'US EPA indiquait notamment que le 2NBtlest pas "facilement” biodégradable
(ready biodegradability selon le test normalisé du "GQlans l'espace de téteCQ@,
headspace testLes auteurs avaient conclu que la faible sokébdu 2-EHN, conjuguée a sa
volatilité, rendait le produit trés peu biodispdeibce qui contribuait a l'absence de
biodégradation. (The American Chemistry Councilr®leum additives panel, 2006). Par
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rapport a ce constat, notre travail a apporté kuye que le 2EHN est effectivement

biodégradable, et a apporté des données inédités lsiodégradation du 2-EHN.

1 Biodégradabilité du 2-EHN

Le recours a des cultures biphasiques dans lesgueie phase non agueuse servait de
réservoir de substrat (HMN), a été une des clda déussite de ce projet, car cela permettait
de tenir compte a la fois du caractére volatill'laydrophobicité et du caractere toxique du 2-
EHN. Aucune des souches capables d'utiliser le MEBMmMe seule source de carbone ne le
minéralise totalement. Parmi les souchesMigobacterium austroafricanurnapables de
dégrader le 2-EHN, la souche IFP 2173 est la pluopnante, car c’est la seule capable de
dégrader le 2-EHN en I'absence de HMW. austroafricanumlFP 2173 a donc été utilisée

pour entreprendre les études cinétiques et rechelzivoie de dégradation du 2-EHN.

2 Voie de dégradation du 2-EHN par M. austroafricanum |FP 2173

La minéralisation du 2-EHN n’est que partielle pwisn assiste a I'accumulation d'un
intermédiaire de dégradation. L'intermédiaire pnésula 4-éthyldihydrofuran-2(3H)-one (4-
EDF), plus communément appdléethyl-y-butyrolactone, a été identifié sans ambiguité par
des analyses chromatographiques concordantes sypidwese chimique (collaboration avec
Lucien Kerhoas et Martine Lettere de I'INRA de \aligs).

Gréace a la structure de la 4-EDF, nous avons péopne voie de dégradation plausible pour
le 2-EHN f(igure 5.1). M. austroafricanumFP 2173 a été isolé pour sa capacité a dégrader
l'iso-octane (Solano-Sererd al, 2004) mais ne peut pas métaboliser la 4-EDF.d3sais de
dégradation simultanée du 2-EHN et de lisooctarentnpas permis de minéraliser
totalement le 2-EHN. Il semble donc que la souckedispose pas d'enzyme capable de
catalyser I'élimination du groupement éthyle etlywroxyméthyleantéiseterminaux de
l'acide 3-(hydroxymethyl) pentanoique. La réactioncurrente de lactonisation de l'acide 3-
(hydroxymethyl) pentanoique est thermodynamiquertréstfavorable et peut avoir empéché
la dégradation complete du 2-EHN.
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3 Recherche des enzymes impliquées dans la voie de  dégradation
du 2-EHN

Les enzymes impliquées dans la voie de dégradatjpertielle » du 2-EHN pal.
austroafricanumlFP 2173 ont été recherchées par une approchéopnaue. Nous avons
identifié 35 protéines solubles spécifigues par ctédphorése bi-dimensionnnelle.
L’identification des protéines induites a été conke par comparaison de gels 2DE colorés
au bleu colloidal et par un marquage métabolique®*su Les protéines membranaires
(transmembranaires et associées a la membranedt®@ranalysées sur gel SDS-PAGE, et
comparées grace a une identification exhaustiMe®2MS/MS. Nous avons comparé le degré
d’expression des protéines sur la base de I'abasdegiative calculée a partir d’'indices de
'abondance de peptides, les « Spectral countlesetc emPAI ». Le résultat de I'analyse a
montré que 300 protéines sont spécifiques au 2-EH{le 65 sont plus abondantes sur 2-
EHN et que les enzymes clés de la voie de dégoaddés acides gras sont induites.

Parmi ces enzymes figurent les enzymes dei-txydation, toutes retrouvees, lors de
'analyse protéomique des protéines solubles, Isailfiolase qui catalyse la derniére étape du
cycle. Plusieurs copies de ces enzymes ont égurgtes au cours de I'analyse. Ceci permet
d’'une part de mettre en évidence la redondanceslernzymes et d’autre part de montrer que
la souche IFP 2173 est bien équipée pour dégradendides gras. Nous avons retrouvé
plusieurs enzymes ayant une activité estéraseaatrds impliquées dans le métabolisme de
'azote. Ceci conforte les résultats qui ont morgue la bactérie utilise le 2-EHN comme
unique source d'azote. Une protéine certainememligurée dans la synthése des acides
mycoliques, « mycolic acid condensate », méritara kpn s’attarde sur son mode d’action
car elle est induite sur 2-EHN.

Pour I'étape initiale de dégradation du 2-EHN, deytochromes P450 alcane 1-mono-
oxygénase de type CYP153 ont été mis en évidehae,dleux étant I'une des protéines
induites les plus abondantes. Il s’agit du CYP15f4ila 99 % d'identité de séquence avec
CYP153A deMycobacteriunsp. HXN-1500 (van Beileat al. 2006).

Toutes ces protéines pourraient intervenir dansoi@ de dégradation du 2-EHN.
Néanmoins, afin d’attribuer un r6le a chacune d&ntlles, il faut vérifier qu'elles
interviennent effectivement dans la voie métabaidLe clonage et I'expression de certaines
enzymes a été entrepris et permettra a terme deattom plus précisément leur activité

catalytique et leur implication dans la dégradatar2-EHN.
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Figure 5.1 :Voie de dégradation du 2-EHN et enzymes impliqakes M. austroafricanum
IFP2173

4 Existence de multiples alcane hydroxylases dans la souche IFP
2173

La plupart des protéines identifiees sont simikiie celles du génome dd.
vanbaaleniiPYR-1. Cette souche a été étudiée pour sa capadégrader les HAP (Moody
et al, 2005), et son génome a été séquencé en 2006epasoté en avril 2008. Comme elle
ne faisait pas partie du lot de souches dontg'sii€t la capacité a dégrader le 2-EHN au début
de cette étude, jai refait des tests pour savdia souche PYR-1 dégradait le 2-EHN. Les
résultats ont montré que méme si elle possede amdgrombre d’enzymes en commun
austroafricanunFP 2173, elle ne dégrade pas le 2-EHN.

En me basant sur des séquences du génome de he $OYR-1, j'ai cloné deux genes codant
pour des alcane hydroxylases membranaires a partgénome de IFP 2173. Les alcane

hydroxylases de la souche IFP 2173 sont presquéigdes a celles de la souche PYR-1.
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La souche IFP 2173 a donc deux alcane hydroxylasesibranaires et au moins un
cytochrome P450 de type CYP153.

5 AIkB ou CYP153 ?

Dans cette étude, nous avons mis en évidencéviquistroafricanumFP 2173 est
équipée de trois alcane hydroxylases, deux memipeana fer binucléaire et une a fer
hémique. Je n’ai a ce jour pas trouvé de géne ¢qubam le second CYP153 identifié grace a
'analyse protéomique. La représentation de l'oig@tion des génes tels qu’ils ont été

retrouvés est illustrée parfigure 5.2

altkB1 tUbAT rubA2 tetR

alkB2
|
[ = |

L

cyp153-1

1 kb

Figure 5.2 :Organisation génétique des alcane hydroxylasesuetEes chez M.
austroafricanum IFP 2173

Quelques résultats d’analyse supplémentaires agpaites informations sur I'expression de
ces enzymes, en rapport avec le métabolisme duNe:EH
Des expériences de RT-PCR (amplification par P@Rsatraitement a la reverse
transcriptase) ont montré que des genes codant pesr alcane hydroxylases
transmembranaire sont transcrits dans la souch@1FB en croissance sur plusieurs substrats
carbonés dont I'acétate et le 2-EHN. Curieusemamtune des deux alcane hydroxylases
membranaires n'a été détectée lors de l'analyse&@mique, suggérant qu’elles n'ont pas été
séparees sur gel SDS ou bien gu’elles ont donaépée de peptides identifiables par LC-MS.
Le cytochrome P450 de type CYP153-1 est clairemedtit sur 2-EHN, selon
'analyse protéomique.
Ces résultats incitent a penser que c'est plut@@Yé&153 qui serait impliqué dans I'étape
initiale d’oxydation du 2-EHN, mais nous ne pouv@as exclure priori la participation de

'une ou l'autre des alcane hydroxylases.
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Une bactérie comportant trois alcane hydroxylasesnéme nature a été mise en évidence
suite au séquencage du génomeAtEmnivorax borkumensiSK2 (Schneikeet al, 2006).
D’aprés les études menées sur cette bactériégtd montré que son AlkB1 oxyde les alcanes
de G a Gg et 'AIkB2 vise les alcanes deg@G Gg.Concernant le CYP153, son spectre
d’action n’a pas été déterminé mais les auteursoté que son expression est constitutive
(Martins dos Santo®t al, 2008). Seule une caractérisation biochimique n@ourous
permettre de conclure sur le spectre d’action tzsa hydroxylases de la souche IFP 2173.

6 Expression et Clonage des alcanes hydroxylases

Afin de savoir quelle alcane hydroxylase est imydie dans |'étape initiale de
dégradation du 2-EHN, nous n’avions pas d’autrexchoe de faire le clonage et I'expression
de ces enzymes. Les alcane hydroxylases membranrgtirée cytochrome P450 de type
CYP153 a priori soluble n'ont pas été produits de facon satisféésamezE. coli pour
vérifier leur activité vis-a-vis du 2-EHN. Nous a0 alors testé I'expression chéz.
smegmatisnc2. Pour ce faire, nous avons utilisé deux systedexpression différents :

Pour les genealkB, nous avons utilisé un systeme d’expression degsyehez
Mycobacterium smegmatmc2155 qui a fait ses preuves pour exprimer ustetude genes
impliqués dans la dégradation du pyrene (Pagebat.,2007). Malgré les précautions prises
pour insérer les genadkB et leurs ségquences promotrices, nous n'avons Eenrévidence
d’oxydation du 2-EHN. Plusieurs raisons peuverd étroquées pour expliquer ce résultat :

1 M. smegmatianc2l55 n’a peut-étre pas reconnu les séquencesopgars des
genes dé. austroafricanunmFP 2173.

2 Les alcane hydroxylases n’'ont pas été synthétiséapiantité suffisante ou n'ont
pas été correctement insérées dans la membrane

3 La transformation d&. smegmatisnc2l55 n’a peut étre pas marché bien que tous
les tests aient été effectués en présence debliatigue approprié.

Les constructions que j'ai réalisées devront ddne &érifiees pour s'assurer de la présence
des génesalkB dans les souches transformées et pour savoirsspretéines sont bien
synthétisées.

Pour le cytochrome CYP153-1, nous avons tentéptession dans la souchM.

smegmatisnc24517 optimisée pour la synthese de protéimrasmbinantes (Goldstoret al.,
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2008). Cependant, nous n’avons pu obtenir de saumahsformée contenant le géne codant le
CYP153-1.

Ces résultats laissent en suspens la questiomaldarie hydroxylase impliquée dans la
dégradation du 2-EHN.

7 Perspectives

Cette theése a permis de bien dégager la probléneatig la dégradation du 2-EHN.
Quatre axes majeurs de poursuites des recherchiea savisager :

e La recherche d'une bactérie capable soit de dégiadé-EDF, soit de minéraliser
totalement le 2-EHN.

e La caractérisation des alcane hydroxylases deuehsolFP 2173.

e La recherche d'une ou plusieurs protéines spéafigaxpliquant la capacité de
dégradation du 2-EHN par la souche IFP 2173.

» L'utilisation de protéines spécifiques au 2-EHN pmettre au point des marqueurs de

la dégradation des alcanes récalcitrants a la radation dans les sols.

Recherche d’un microorganisme capable de dégradea U-EDF

Afin de démontrer que l'intermédiaire de dégrachtitn 2-EHN n'est pas récalcitrant, il
conviendrait d’entreprendre des essais pour isiésr bactéries qui minéralisent la 4-EDF.
Nous pourrions procéder comme lors de la tentatiV@lement de souches sur 2-EHN
(Solano-Serenat al, 2008). Grace la 4-EDF synthétisé par voie chimjaqous disposons de
suffisamment de produit pour isoler des souchesililap de dégrader ce composé. Si une
telle souche était isolée, il serait alors possil@aninéraliser totalement le 2-EHN en utilisant
deux souches : la souche IFP 2173 qui produit EDE- et la souche isolée qui l'utilise
comme substrat. Le 2-EHN pourrait donc ainsi éégradé en utilisant ces deux bactéries, en
comensalisme.

Pour approfondir cette étude, nous pourrions essiyeécupérer le géne qui est responsable
de la dégradation de la 4-EDF, chez cette secomaéeiie, et de lintroduire ched.
austroafricanumlFP 2173. La souche IFP 2173 ainsi transforméerpiiiétre de capable de

minéraliser totalement le 2-EHN.
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Identification de I'alcane hydroxylase impliguée das I'étape initiale de dégradation du
2-EHN

J'ai montré que la souche di& austroafricanumliFP 2173 possede au moins trois alcane
hydroxylases.

Chaque géne d’alcane hydroxylase trouvé a été oftams un systéme d’expression qui
permet de tester leur activité vis-a-vis des alsaralu 2-EHN.

Je n'ai pas pu montrer l'activité des alcane hydases transmembranaires, AlkB1 et AlkB2
vis-a-vis des alcanes ern;,Cs et du 2-EHN avec le systéeme d'expression utillsgz &1.
smegmatismc2155. J'ai testé la dégradation du 2-EHN Parputida Gpol pGEc4Z&B-
pCom8-PFR1500 (van Beilagi al, 2005) et il s’avere que cette souche exprima@GiM@153

de Mycobacteriumsp. HXN-1500 (qui a deux acides aminés de difféeeavec celui de la
souche IFP 2173) ne dégrade pas le 2-EHN, ni kaykexanol.

Pour poursuivre nos travaux, il conviendrait, tlsgr un autre vecteur d'expression chez
Mycobacterium smegmatigdinsi, les alcane hydroxylases de la souche IEP3Zourraient
étre insérées dans ce vecteur. Ces derniers sdils#s pour transformevl. smegmatisCes

souches transformées seraient alors testées isgd@sn-alcanes et du 2-EHN.

Recherche de protéine spécifigues facilitant la déadation du 2-EHN par la souche IFP
2173

La souche IFP 2173 est la seule qui dégrade le I2-&khs HMN (en milieu biphasique). Je
pense que cette particularité pourrait avoir delgjirees :

* la synthese de biosurfactants par la bactérie,

* une modification de sa paroi par modification deptloglycanes ou de la

composition en acides mycoliques.

Concernant le premier point, j’ai observé que leemide culture liquide devenait trouble lors
de la dégradation du 2-EHN par la souche IFP 2T#.phénoméne n'est pas di a la
biomasse mais a la présence de substances visitil&lydrophobes puisqu’elles forment un
film sur 'eau. Ce surnageant de culture méritethétre analysé pour savoir s’il s’agit
effectivement de biosurfactants.
L’'analyse protéomique a permis de trouver certaipestéines impliquées dans le
métabolisme des lipides membranaires comme legcosgyl transférases » ou le « mycolic
acid condensate ». Etant donné I'hydrophobicitéadearoi igure 5.3) sur 2-EHN. En effet,
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la souche forme des agrégats trés hydrophobesjsperssion, dans le milieu liquide. Nous
pouvons penser la bactérie modifie son enveloppg pocéder au substrat. Des analyses
comme celles de Bouchez-Naitali al. (1999) pourraient étre entreprises dans un premier
temps. Nous pourrions essayer de déterminer la asitigm en glycosides et en glycolipides,
déterminer la tension interfaciale et la tension sl@face (potentiely) et mesurer
I’hydrophobicité cellulaire (par détermination doyscentage d’adhérence a I'hexadécane). A

terme, il conviendrait de rechercher les enzymssaesables de ces modifications.

Figure 5.3: Photo de M. austroafricanum IFP 2173 en miliewegx et en présence de 2-
EHN

Recherche de marqueurs de la dégradation du 2-EHNaahs les sols

Par une approche protéomique

Grace a la somme de données accumulée par I'analgssmique, nous avons un panel de
protéines induites ou spécifiques de la dégradatesnhydrocarbures et plus particulierement
du 2-EHN que l'on peut classer parmi les hydrocasbubranchés récalcitrants a la
dégradation. En analysant les protéines des bestéu sol par électrophorese 1D et 2D, puis
en les identifiant par analyse en LC-MS/MS, tel geta a été décrit par Benndaf al.,
(2007) nous pourrions déterminer le métaprotéoma dbl contaminé par les hydrocarbures.
Les résultats de I'analyse des protéines induite2<HN pourront alors étre utilisés, a titre
de comparaison, pour retrouver des protéines margue la dégradation des hydrocarbures.
En comparant le jeu de données du métaprotéomeldet £elui obtenu sur 2-EHN nous
pourrons retrouver des protéines marqueurs degiadation des hydrocarbures.

Par une approche génomique
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Il s’agit ici de cibler les génes codant des enzymresentes dans le sol et susceptibles d’agir
vis-a-vis des hydrocarbures. Pour ce faire, nousrjpms extraire des ADN du sol et faire par
simple analyse PCR avec des oligonucléotides speed des genealkB1, alkB2 et de

cypl53pour rechercher ces enzymes, indiquant une actieitdégradation des alcanes.
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Table S2 Proteins found in both 2-EHN and acetate-growls.ce
Relative abundances of proteins based on pepterapcounts were calculated as indicated in Nteand Methods. Lines shown on a light
gray background highlight proteins more abunda2#EHN than on acetate. Proteins found to be at teassfold more abundant on 2-EHN

than on acetate were shown on dark gray background

Description

Accession

MW

DNA-directed RNA polymerase
subunit beta' - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

RPOC MYCVP

147052.31}3093,40

147052

37,35

0,3609

ANNEXES

0,3539

1,02

0,88

2391,62

147052

33,16

0,2572

0,2649

ANNEXES

0,74

UPF0182 protein Mvan_1814 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Y1814 MYCVP

109188.2411779,18

109188

32,14

0,2582

0,1820

1879,76

109188

31,24

0,2860

0,1960

Bacterial nucleoid protein Hbs - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Protein translocase subunit secA 1
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

A1T702_MYCVP

SECA1 MYCVP

21780.83

759,14

104706.66]2582,72

21781

104707

33,33

44,69

1,0708

0,4502

0,5482

0,4132

0,77

0,72

724,28

2022,14

21781

104707

33,33

34,38

0,7972

0,3074

0,4486

0,2631

0,79

0,73

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TFZ4 MYCVP

41883.71

1161,06

41884

49,87

0,4323

0,3425

898,64

41884

30,79

0,2623

0,2312

60 kDa chaperonin - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T352 MYCVP

56479.01

1566,86

56479

53,42

0,4498

0,3608

0,48

0,31

1595,22

56479

48,43

0,4404

0,3651

0,69

0,25

Aldehyde dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T1A6_MYCVP

50532.71

995,56

50533

36,17

0,1837

0,2007

1261,03

50533

37,91

0,5043

0,3239

ATP synthase subunit alpha - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

ATPA MYCVP

58539.13

1811,65

58539

51,11

0,5222

0,4408

1169,06

58539

35,74

0,2985

0,2854

- 185 -



Description

60 kDa chaperonin - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Accession

A1T577 MYCVP

MW

56450.72

1321,39

56451

53,41

16

0,2760

0,2985

0,28

0,26

1421,39

56451

50,49

18

0,4070

0,3651

ANNEXES

0,52

0,67

DoxX family protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAJ9 MYCVP

28987.64

635,93

28988

38,89

0,3046

0,2808

0,28

0,36

864,06

28988

46,30

11

1,0185

0,4816

0,51

0,65

ATP synthase B chain - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TD58 MYCVP

47254.07

1431,81

47254

53,61

17

0,4578

0,4414

0,86

1,12

1458,72

47254

49,65

18

0,8895

0,4943

0,49

0,64

ATP synthase F1, beta subunit -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TD55_MYCVP

51712.54

2655,75

51713

84,89

27

2,9295

0,9114

1,27

0,19

1491,79

51713

59,57

17

0,4829

0,3838

0,49

0,13

Alanyl-tRNA synthetase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T8E8 MYCVP

96732.02

1359,64

96732

32,74

18

0,1474

0,1629

0,33

0,26

1415,76

96732

29,04

17

0,1661

0,1526

0,49

0,31

Elongation factor Tu - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

EFTU_MYCVP

43775.51

1353,75

43776

70,28

18

1,2031

0,5601

0,71

0,35

1259,20

43776

59,45

16

1,1674

0,4577

0,45

0,13

SPFH domain, Band 7 family
protein precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T8R6_MYCVP

43890.91

900,84

43891

43,50

11

0,2296

0,2458

0,24

0,31

741,35

43891

31,83

11

0,3050

0,2488

0,45

0,58

AMP-dependent synthetase and
ligase - M. vanbaalenii (strain DSM
7251 / PYR-1)

AI1TDN5_MYCVP

65646.4

959,91

65646

36,41

15

0,2148

0,2162

0,26

0,35

787,24

65646

26,51

12

0,1762

0,1602

0,44

0,29

2-oxoglutarate dehydrogenase E2
component - M. vanbaalenii (strain

Conserved large membrane
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TB23 MYCVP

Al1T1J6_MYCVP

60755.09

109259.06

978,12

1344,01

60755

109259

29,48

22,72

13

18

0,1873

0,1163

0,1965

0,1386

0,22

0,44

0,29

0,41

959,23

959,62

60755

109259

29,48

18,35

13

14

0,2170

0,0806

0,1989

0,1018

0,42

DSM 7251 / PYR-li

0,42

0,54

0,54

2-oxoglutarate decarboxylase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

KGD_MYCVP

136894.62

954,84

136895

14,47

15

0,0620

0,0832

0,25

0,07

809,17

136895

14,39

12

0,0704

0,0647

0,42

0,22

- 186 -



Description

Accession

MW

ATPase AAA-2 domain protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1TG29 MYCVP

93507.17

1032,39

93507

20,71

16

0,1092

0,1455

0,30

0,21

1162,87

93507

26,94

18

0,1338

0,1726

ANNEXES

0,41

0,27

Aldehyde dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T359 MYCVP

54677.22

1099,65

54677

37,02

13

0,2668

0,2285

0,30

0,40

825,97

54677

25,75

0,1728

0,1390

0,39

0,51

ATP synthase subunit alpha - M.
smegmatis (strain ATCC 700084 /
mc(2)155)

ATPA_MYCS2

58852.41

958,43

58852

27,48

12

0,2568

0,1835

0,40

0,00

736,01

58852

23,18

0,1549

0,1263

0,39

0,00

DNA-directed RNA polymerase
subunit beta - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

RPOB_MYCVP

128409.17

1376,65

128409

20,82

19

0,1304

0,1208

0,42

0,40

1240,67

128409

19,88

19

0,1051

0,1222

0,39

0,25

DNA-directed RNA polymerase -
Kineococcus radiotolerans
SRS30216

ABWS5T1 KINRA

144009.61

900,42

144010

10,39

13

0,0542

0,0662

0,26

0,00

777,98

144010

9,01

11

0,0489

0,0552

0,39

0,00

DNA-directed RNA polymerase
subunit beta' - Thermobifida fusca
(strain YX)

RPOC THEFY

145204.74

788,40

145205

9,62

13

0,0457

0,0655

0,24

0,00

702,21

145205

8,26

11

0,0405

0,0547

0,39

0,00

ATP synthase F1, beta subunit -
M. gilvum PYR-GCK

A4T8K2 9MYCO

52187.69

2008,64

52188

66,88

21

1,5056

0,5401

1,00

0,00

1024,92

52188

45,57

13

0,2780

0,2472

0,38

0,00

Elongation factor Tu - M.
paratuberculosis

EFTU_MYCPA

43743.51

1015,79

43744

43,32

13

0,7066

0,3194

0,57

0,00

972,63

43744

39,55

12

0,6819

0,2850

0,37

0,00

DNA-directed RNA polymerase -
Salinispora tropica CNB-440

A4XBOQS5 9ACTO

143940.44

741,96

143940

8,94

12

0,0424

0,0604

0,22

0,00

648,53

143940

7,57

10

0,0370

0,0496

0,37

0,00

AMP-dependent synthetase and
ligase - M. vanbaalenii (strain DSM
7251 / PYR-1)

A1TA99 MYCVP

106130.07

1438,73

106130

23,96

18

0,1541

0,1439

0,40

0,52

928,03

106130

20,75

14

0,0904

0,1055

0,35

0,45

UPF0182 protein Mmcs_1415 - M.
sp. (strain MCS)

Y1415 MYCSS

109334.6

628,51

109335

11,18

0,0430

0,0519

0,21

0,02

641,59

109335

11,68

0,0622

0,0601

0,35

0,07

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlT1Q8 MYCVP

49410.64

1189,46

49411

46,17

15

0,2884

0,3316

0,37

0,48

1365,88

49411

51,28

16

0,4428

0,3729

0,34

0,44

30S ribosomal protein S3 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RS3 _MYCVP

30690.16

617,05

30690

36,79

0,2354

0,3100

0,21

0,28

623,34

30690

42,14

0,2928

0,3137

0,34

0,38
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ACETATE
. . emPAl SpCount
Description Accession MW score | mass |coverage #ipeps |96AbdC [9AbaC [96Abde | 9ABC
emPAl | notre | SpC SpC
Mascot | emPAl | total |unigues
ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1T5C6_MYCVP | 91158.67 | 620,81 | 91159 | 17,03 9 0,0665 | 0,0733| 0,17 0,22 731,42 | 91159 | 16,06 12 10,1289 0,1051| 0,34 0,44
PYR-1)
Phage shock protein A, PspA - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T7R2 MYCVP | 29466.92 | 807,29 | 29467 | 46,32 9 0,4682 | 0,3303| 0,26 0,35 ]1048,76| 29467 | 71,32 13 |1,27020,6392| 0,32 0,42
PYR-1)
Peroxidase/catalase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TAO09 MYCVP | 82156.54 | 842,93 | 82157 | 16,49 10 |0,0757|0,0941| 0,17 0,22 941,76 | 82157 | 21,69 12 10,1382 0,1196| 0,32 0,38
PYR-1)
Carbamoyl-phosphate synthase
large chain - M. vanbaalenii (strain | CARB_MYCVP |119250.73] 610,18 {119251| 10,43 10 |0,0578|0,0607| 0,18 0,14 865,98 |[119251| 15,11 14 (0,0899|0,0915( 0,32 0,36
DSM 7251 / PYR-1)
Nitrate reductase, alpha subunit -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | AITDS1 MYCVP |135975.57|1050,54(135976| 16,18 17 10,0718 0,0977| 0,29 0,36 929,28 135976 13,59 13 10,0523 0,0716| 0,32 0,42
PYR-1)
30S ribosomal protein S13 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / RS13 MYCVP | 14342.78 | 526,60 | 14343 | 43,85 6 0,6226 | 0,5441| 0,24 0,31 609,61 | 14343 | 43,85 7 10,6589 |0,7424| 0,31 0,40
PYR-1)
Extracellular solute-binding protein,
family 1 precursor - M. vanbaalenii | ALT9P5 MYCVP | 35423.05 | 540,96 | 35423 | 24,53 6 0,1874 | 0,1411| 0,29 0,38 841,48 | 35423 | 36,96 8 |[0,3061|0,2121( 0,31 0,38
(strain DSM 7251 / PYR-1)
Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain | ALTBP7 MYCVP | 69303.03 |1404,49| 69303 | 45,56 20 |0,3063|0,3080| 0,48 | 0,62 |1062,61| 69303 | 32,86 15 |0,1771|0,2025| 0,31 | 0,40
DSM 7251 / PYR-1)
Dihydrolipoyl dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T382 MYCVP | 49718.61 | 464,47 | 49719 | 18,63 6 0,0593 | 0,0927| 0,16 0,14 587,09 | 49719 | 22,62 8 |[0,1055|0,1349( 0,31 0,18
PYR-1)
AMP-dependent synthetase and
ligase - M. vanbaalenii (strain DSM | A1ITTAZ4 MYCVP | 64511.65 | 768,07 | 64512 | 28,16 10 |0,09220,1272| 0,16 0,21 | 747,42 | 64512 | 28,16 10 |0,18080,1287| 0,31 0,40
7251 / PYR-1)
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 |\ yra,7 gmyco |140933.68] 715,11 [140934| 10,69 | 11 |0,0396|0,0560| 0,20 | 0,03 |599.96 140934| 9,45 9 [0,0460(0,0452| 031 | 0,07
component - M. gilvum PYR-GCK
DNA-directed RNA polymerase
subunit beta' - Corynebacterium RPOC CORDI |147891.15] 614,69 (147891, 7,59 9 0,0374 | 0,0423| 0,21 0,03 |540,78 |147891| 7,29 8 |[0,0322|0,0376( 0,31 0,04
diphtheriae
FAD dependent oxidoreductase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | A1T5J9 MYCVP | 63539.49 |1189,55| 63539 | 41,03 15 |0,2456|0,2266| 0,32 | 0,41 |1109,48| 63539 | 40,00 16 |0,2396|0,2523| 0,30 | 0,38
PYR-1)
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Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T1P9 MYCVP

43299.94

1043,36

43300

54,45

12

0,4050

0,2861

0,45

0,55

679,34

43300

41,48

0,2481

0,1895

Description Accession MW

Isocitrate lyase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 1 PYR.1) ALT9D2 MYCVP | 85792.26 | 933,38 | 85792 | 19,00 | 15 |0,1136|0,1497| 0,28 | 0,24 |886,95 85792 | 20,28 | 14 |0,0926 0,1383| 0,30 | 0,25
ATP synthase F1, alpha subunit - | \yrex0 omyco | 59050.4 | 749,96 | 59050 | 2239 | 10 |0,21500,1429| 0,30 | 0,00 |612,56 59050 2034 | 8 |0,1239 01085 0,30 | 0,00
M. gilvum PYR-GCK RS S
Bacterioferritin - M. vanbaalenii

. ALT9J5 MYCVP | 18317.24 | 748,74 | 18317 | 62,05 | 9 |1,6935|0,7578| 0,37 | 0,14 |730,59 | 18317 | 74,70 | 10 |1,7920|0,9583| 0,28 | 0,13
(strain DSM 7251 / PYR-1) Ao
Extracellular solute-binding protein,
family 3 precursor - M. vanbaalenii | ALT7UO_MYCVP | 29017.56 | 747,69 | 20018 | 4588 | 9 |0,3571|0,3383| 0,29 | 038 |76224 29018 4588 | 9 |0,4403|03423| 028 | 0,36
(strain DSM 7251 / PYR-1)
ATP synthase F1, beta subunit -
M. smegmatis (strain ATCC AOR200 MYCS?2 | 51584.43 |1643,00 51584 | 53,85 | 17 |0,7422|0,3807| 0,87 | 0,00 |898,38 51584 | 37,82 | 11 |0,2102|0,1976| 0,28 | 0,00
700084 / mc(2)155)
AMP-dependent synthetase and | »,1gys oMyCO | 65400.96 | 389,69 | 65401 | 10,61 | 5 |0,0605|0,0543| 0,20 | 0,03 |401,91|65401| 1279 | 6 |0,0959 00678| 028 | 0,09
ligase - M. gilvum PYR-GCK

0,27

0,34

Fumarate reductase/succinate
dehydrogenase flavoprotein
domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

AITFF3_MYCVP

59931.0

1352,68

59931

43,42

17

0,3187

0,2995

0,36

0,47

844,85

59931

26,10

11

0,2028

0,1611

0,27

0,34

Saccharopine dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TC30_MYCVP

44785.73

955,50

44786

43,20

13

0,2784

0,3083

0,24

0,31

679,93

44786

27,92

0,2088

0,1543

0,27

0,34
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vanbaalenii (strain DSM 7251 /

Short-chain

dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Alpha amylase, catalytic region -

A1T1R6_MYCVP

Description Accession MW
Polyribonucleotide
nucleotidyltransferase - M. ALT7L4 MYCVP | 80123.29

28219.06

604,56

28219

33,98

0,2261

0,2926

721,65

28219

33,98

0,2392

0,2960

ANNEXES

452,60 | 80123 | 12,73 0,0622 | 0,0635 767,72 | 80123 | 22,68 0,1321 0,1236

DSM 7251 / PYR-1)

M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1TD28 MYCVP | 78030.41 | 545,95 | 78030 | 15,51 8 10,0643 |0,0766| 0,13 0,17 873,03 | 78030 | 24,54 12 (0,1152|0,1279| 0,25 0,33
PYR-1)

Putative esterase precursor - M.

vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T9L3 MYCVP | 36354.8 | 377,24 | 36355 | 15,76 5 10,1804 |0,1082| 0,20 0,26 | 384,59 | 36355 | 15,76 5 10,1909 |0,1095| 0,25 0,33
PYR-1)

L-glutamine synthetase - M.

vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TB29 MYCVP |53650.54 11239,90| 53651 | 40,86 15 ]0,42360,2917| 0,49 0,55 546,85 | 53651 | 21,97 7 10,1251 |0,1032| 0,25 0,25
PYR-1

1,4-alpha-glucan branching

enzyme - M. vanbaalenii (strain A1TD29 MYCVP | 83368.61 | 466,88 | 83369 | 10,83 6 [0,0592|0,0508( 0,16 0,21 532,34 | 83369 | 12,55 7 (0,0871|0,0613( 0,25 0,33
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Preprotein translocase secAl 1
subunit - M. tuberculosis (strain
F11)

A1QWH6_MYCTF

107535.98

546,83

107536

8,09

8

0,0490

0,0529

380,50

107536

7,98

7

0,0463

0,0461

Description Accession MW
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1T2Q8 MYCVP |109506.69| 895,00 {109507| 15,50 11 |0,06420,0749| 0,20 0,26 | 682,44 |109507| 12,86 9 [0,0620|0,0600( 0,25 0,33
PYR-1)
Protein translocase subunit SeCA 1| ge oy mycua | 106260.2 | 635,61 106260 849 | 9 |0,0551|0,0613| 0,21 | 005 |460,87 106260 839 | & |00526|0,0542| 025 | 0,15
- M. ulcerans (strain Agy99)
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | AILTCD8 MYCVP | 16174.64 | 701,99 | 16175 | 83,89 8 1,6011|0,7674( 0,32 0,41 |741,96 | 16175 | 83,89 8 1,6942 |0,7765( 0,24 0,31
PYR-1)
50S ribosomal protein L15 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T4S5 MYCVP | 15519.49 | 419,19 | 15519 | 40,82 5 ]0,3059|0,3500( 0,25 | 0,33 |566,93|15519 | 41,50 6 |0,7314|0,4837| 0,24 | 0,31
PYR-1)
50S ribosomal protein L1 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / RL1 MYCVP 24964.24 | 723,87 | 24964 | 45,22 8 0,4016 | 0,3559| 0,18 0,14 770,36 | 24964 | 50,00 9 10,5970(0,4395| 0,24 0,18
PYR-1)
Elongation factor Tu - M. duvalii A1C3G9 9MYCO | 23566.19 | 547,69 | 23566 | 44,39 7 0,88440,3127| 0,32 0,00 | 667,99 | 23566 | 44,39 8 1,2899|0,3937( 0,24 0,00
(S)-2-hydroxy-acid oxidase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T4N1 MYCVP | 42021.73 ] 722,28 | 42022 | 36,65 10 |0,14570,2276| 0,16 0,12 635,59 | 42022 | 33,33 8 |[0,1777|0,1680( 0,24 0,22
PYR-1)
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1T8Y8 MYCVP | 20555.4 | 199,02 | 20555 | 16,24 3 0,1068 | 0,1143| 0,15 0,19 244,71 | 20555 | 16,24 3 10,1130 (0,1157| 0,24 0,31
PYR-1)
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate
acyltransferase - M. vanbaalenii A1TCF2 MYCVP | 57046.1 | 496,72 | 57046 | 16,99 7 (0,0716|0,0948( 0,13 0,17 492,63 | 57046 | 19,50 8 |(0,1013|0,1133( 0,24 0,31

istrain DSM 7251 / PYR-li

30S ribosomal protein S7 - M.
gilvum PYR-GCK

A4T1R4 9MYCO

17521.48

561,37

17521

55,35

0,8417

0,6586

607,46

17521

55,35

0,5667

0,6664

50S ribosomal protein L22 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T4P4 MYCVP

16544.97

406,66

16545

46,67

0,4657

0,2238

498,71

16545

48,00

0,2880

0,3181

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T364 MYCVP

32123.51

563,77

32124

37,67

0,2979

0,2415

707,36

32124

40,75

0,4191

0,2923
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vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T2R3_MYCVP

Al1TGZ8 MYCVP

Description Accession MW
ATPase associated with various
cellular activities, AAA_3 - M. AL1T806 MYCVP | 41506.06

66326.37

55019.72

998,86

789,44

634,76

41506

66326

55020

56,10

27,57

21,00

15

12

0,3970

0,1236

0,0872

0,4439

0,1562

0,1363

0,29

0,18

0,12

0,38

0,24

0,16

794,73

730,60

597,51

41506

66326

55020

46,49

26,91

15,40

11

11

0,2075

0,1058

0,1062

0,2708

0,1408

0,1185

ANNEXES

0,22

0,22

0,22

0,29

0,29

0,29

Succinate dehydrogenase subunit
A - M. vanbaalenii (strain DSM
7251 / PYR-1)

A1T5G6_MYCVP

64130.25

990,75

64130

27,62

13

0,1727

0,1825

0,22

0,29

632,41

64130

18,70

0,0985

0,1135

0,22

0,29

LGFP repeat protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Aminopeptidase N. Metallo
peptidase. MEROPS family MO1 -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T7V3_MYCVP

A1TCD4 MYCVP

A1T8C8 MYCVP

71365.92

94980.44

26926.39

694,50

516,04

438,55

71366

94980

26926

25,31

13,09

32,38

0,0811

0,0447

0,2445

0,0852

0,0609

0,2562

0,17

0,17

0,17

0,22

0,22

0,22

583,00

477,13

644,14

71366

94980

26926

20,99

13,56

44,67

10

0,0858

0,0473

0,5102

0,0735

0,0616

0,4634

0,22

0,22

0,21

0,29

0,29

0,27

DivIVA family protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITAWO MYCVP

29817.8

1165,83

29818

71,22

15

1,0267

0,8246

0,53

0,69

643,51

29818

38,38

10

0,3079

0,3904

0,21

0,27
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Description Accession MW
g%c&e”"fe"'“”"v" givum PYR- | \41aG8 omyco | 18401.28 | 440,88 | 18401 | 2094 | 6 |09266|03605| 0,29 | 003 |471,07|18401| 2094 | 6 |06413 03648| 021 | 0,04
Enolase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) ENO_MYCVP 44948.04 |1267,83| 44948 | 56,26 15 (0,2772|0,3879( 0,38 0,38 |1143,66| 44948 | 44,68 13 (0,2627|0,3108( 0,21 0,16
Rieske - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1TB03 MYCVP | 44233.66 |1311,11| 44234 | 39,30 16 |(0,5227|0,4445( 0,33 0,43 | 779,82 | 44234 | 27,11 10 (0,1646|0,2140( 0,21 0,27
ATP synthase gamma chain - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / ATPG _MYCVP | 33565.26 | 649,50 | 33565 | 36,57 9 0,2382|0,2703( 0,28 0,36 |601,71 | 33565 | 28,80 7 0,1534 (10,1894 | 0,21 0,27
PYR-1)
ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | A1T852_MYCVP | 44157.67 |1005,45| 44158 | 36,91 11 |0,3183|0,2440| 0,22 | 0,16 |532,56 | 44158 | 19,70 6 |0,1238|0,1084| 0,21 | 0,27
PYR-1)
Catalase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1TAO03 MYCVP | 77886.79 | 800,51 | 77887 | 24,51 13 (0,1411|0,1406( 0,36 0,38 |671,98 | 77887 | 19,58 10 (0,1051|0,1018( 0,21 0,27
ABC transporter domain protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | ALTOW6 MYCVP | 70700.0 |1094,87| 70700 | 32,87 15 (0,1494|0,1949( 0,24 0,31 |584,85 | 70700 | 18,69 9 0,0973 (10,1006 | 0,21 0,27
PYR-1)
Carbamoyl-phosphate synthase L
chain, ATP-binding - M. gilvum AATE27 9MYCO | 63033.42 ] 810,81 | 63033 | 32,46 9 0,1938|0,1147( 0,25 0,26 |550,56 | 63033 | 22,16 7 0,0889 (0,0851| 0,21 0,18
PYR-GCK
Probable malate:quinone
oxidoreductase - M. vanbaalenii MQO MYCVP | 55846.63 | 668,00 | 55847 | 28,38 9 0,1118|0,1335( 0,16 0,21 |518,80 | 55847 | 16,80 6 0,0777 |0,0815| 0,21 0,27
(strain DSM 7251 / PYR-1)
Beta-ketoacyl synthase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T9S5 MYCVP (156802.47] 888,64 |156802| 13,11 15 (0,0454|0,0709( 0,24 0,31 | 798,21 [{156802| 12,08 14 (0,0443|0,0662( 0,21 0,27
PYR-1)
Alanyl-tRNA synthetase - M.
smegmatis (strain ATCC 700084 / |AOQWQ4 MYCS2 | 96723.12 | 432,75 | 96723 8,20 6 [0,0328|0,0431( 0,11 0,00 ]431,49 | 96723 8,20 6 [0,0404|0,0436( 0,21 0,00
mc(2)155)
50S ribosomal protein L23 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / RL23 MYCVP | 10923.02 | 204,34 | 10923 | 43,00 3 0,2683|0,2634( 0,11 0,14 | 380,42 | 10923 | 64,00 6 0,6195 | 0,9257 | 0,20 0,25
PYR-1)
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Description

Accession

MW

50S ribosomal protein L10 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL10 MYCVP

18544.88

632,03

18545

61,90

0,5910

0,5873

680,18

18545

61,90

0,7742

0,5943

ANNEXES

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAI8 MYCVP

13176.77

354,23

13177

50,42

0,2918

0,3139

401,46

13177

57,98

0,5924

0,4614

SOUL heme-binding protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TB69 MYCVP

21524.92

324,87

21525

32,66

0,3607

0,2156

520,89

21525

47,69

0,6871

0,4605

Elongation factor Tu - M.
nonchromogenicum

A1C3C9 MYCNO

23649.23

544,59

23649

44,39

1,0276

0,3104

562,17

23649

35,98

0,7853

0,3141

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T8C9_MYCVP

37575.64

964,59

37576

42,57

0,3379

0,4097

736,81

37576

38,86

0,2425

0,2714

SSU ribosomal protein S5P - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

A1T4S3 MYCVP

23098.18

571,59

23098

49,77

0,3157

0,4014

450,69

23098

31,67

0,2718

0,2565

Elongation factor Tu -
Saccharopolyspora erythraea
(strain NRRL 23338)

EFTU SACEN

44013.56

489,58

44014

21,25

0,2567

0,1075

617,24

44014

21,25

0,2420

0,1324

Isocitrate dehydrogenase, NADP-
dependent - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TA13 MYCVP

82312.64

579,69

82313

16,98

0,0601

0,0827

756,75

82313

21,93

0,0799

0,1070

Amino acid permease-associated
region - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

AITGM9_MYCVP

54647.37

492,60

54647

16,27

0,0755

0,0827

460,97

54647

16,27

0,0676

0,0836

Phosphoenolpyruvate carboxylase
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

Al1T8L4 MYCVP

102786.23

627,78

102786

13,06

0,0461

0,0721

551,98

102786

12,10

0,0488

0,0729

ATP synthase subunit alpha - M.
aratuberculosis

ATPA MYCPA

59955.89

632,89

59956

15,05

0,1281
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Description

Accession

MW

UspA domain protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAD9 MYCVP

15175.01

466,21

15175

53,06

0,4246

0,6635

487,68

15175

53,06

0,4493

0,6714

ANNEXES

Electron transfer flavoprotein,
alpha subunit - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T6W5 _MYCVP

31955.8

510,43

31956

33,12

0,1285

0,2008

705,48

31956

44,83

0,2339

0,2954

50S ribosomal protein L5 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Periplasmic solute binding protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T4R8 MYCVP

A1TFZ5 MYCVP

21174.14

31898.17

444,09

687,98

21174

31898

43,23

34,77

0,4558

0,4599

0,2899

0,2919

589,10

574,47

21174

31898

54,17

27,81

0,5874

0,2742

0,2933

0,2032

50S ribosomal protein L2 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL2 MYCVP

30381.28

418,18

30381

28,99

0,1109

0,1733

469,18

30381

29,35

0,2135

0,1754

Anion-transporting ATPase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGBO_MYCVP

40915.0

485,54

40915

37,47

0,2002

0,2030

418,21

40915

24,08

0,1375

0,1742

Extracellular ligand-binding
receptor precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T878 MYCVP

41593.68

1161,92

41594

67,99

0,4391

0,3924

726,17

41594

36,51

0,2066

0,1704

Putative membrane protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlT117 MYCVP

15285.45

168,14

15285

18,12

0,1069

0,0988

235,91

15285

39,86

0,2424

0,1690

Glycosyltransferases-like protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITGW4 MYCVP

72580.89

417,91

72581

11,84

0,0534

0,0595

594,15

72581

16,39

0,0839

0,0975

ATP synthase subunit alpha - M.
sp. (strain JLS)

ATPA MYCSJ

59602.61

503,19

59603

14,60

0,0903

0,0899

360,58

59603

10,54

0,0609

0,0611

ATP synthase epsilon chain - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

ATPE _MYCVP

13321.74

488,23

13322

44,63

0,3965

0,3060

493,88

13322

44,63

0,3003

0,3097
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Description

Accession

MW

Putative alanine and proline rich
membrane protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AI1TFRO_MYCVP

17744.88

430,85

17745

56,52

0,3203

0,3825

0,15

0,19

402,74

17745

56,52

0,2590

0,2885

ANNEXES

0,17

0,22

Photosystem | assembly BtpA - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T8C7_MYCVP

28605.89

330,79

28606

24,06

0,2219

0,1881

0,15

0,19

432,74

28606

38,72

0,2348

0,2376

0,17

0,22

50S ribosomal protein L3 - M. sp.
(strain JLS)

RL3 MYCSJ

22849.02

245,02

22849

17,39

0,1657

0,1010

0,11

0,03

324,64

22849

23,67

0,2231

0,1477

0,17

0,04

SSU ribosomal protein S1P - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAF3_MYCVP

53505.34

1353,39

53505

43,00

17

0,4253

0,3576

0,33

0,36

572,64

53505

30,04

0,1254

0,1428

0,17

0,18

Adenosylhomocysteinase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TSW9_MYCVP

52973.93

517,43

52974

19,42

0,0915

0,1227

0,12

0,05

459,43

52974

18,09

0,0968

0,1048

0,17

0,18

Putative conserved membrane
protein MmpS3 - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TB06_MYCVP

28694.04

269,01

28694

19,62

0,0700

0,0770

0,11

0,14

259,45

28694

19,62

0,0988

0,0779

0,17

0,22

Valyl-tRNA synthetase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TC28 MYCVP

99480.1

535,51

99480

10,40

0,0370

0,0578

0,13

0,17

563,74

99480

12,72

0,0448

0,0670

0,17

0,22

Peroxidase/catalase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9D9 _MYCVP

80799.68

433,75

80800

11,17

0,0337

0,0527

0,11

0,14

515,64

80800

15,94

0,0426

0,0636

0,17

0,22

Carbon starvation protein CstA -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T6P1 MYCVP

81590.54

485,96

81591

11,88

0,0464

0,0621

0,11

0,14

463,88

81591

11,88

0,0491

0,0527

0,17

0,22

Alanyl-tRNA synthetase - M.
gilvum PYR-GCK

A4TBW4 9MYCO

96941.07

406,75

96941

9,42

0,0381

0,0430

0,11

0,03

559,98

96941

11,66

0,0462

0,0517

0,17

0,04

DNA-directed RNA polymerase
subunit beta 2 - Nocardia farcinica

RPOB2 NOCFA

128526.64

571,56

128527

8,39

0,0398

0,0434

0,15

0,03

571,15

128527

10,19

0,0421

0,0501

0,17

0,04

Protein translocase subunit secA 1

SECA1 MYCSJ

106268.18

388,12

106268

5,90

0,0343
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Description

Accession

MW

Beta-ketoacyl synthase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /

H-+-transporting two-sector
ATPase, B/B' subunit - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9S6_MYCVP

A1TD59 MYCVP

189524.92

17210.91

461,20

17211

45,78

0,4318

0,2961

444,73

17211

45,78

0,4569

0,2997

ANNEXES

LSU ribosomal protein L4P - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T4P0_MYCVP

23606.45

232,75

23606

22,43

0,0895

0,1398

430,92

23606

44,86

0,2635

0,2495

LSU ribosomal protein L1P - M.
gilvum PYR-GCK

A4T1M1 9MYCO

25357.45

325,89

25357

22,17

0,1422

0,1275

463,58

25357

31,30

0,2855

0,2248

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Cytochrome c oxidase, subunit Il
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1

von Willebrand factor, type A - M.

AITEF9 _MYCVP

A1TB08 MYCVP

30525.82

38430.55

489,84

550,30

30526

38431

31,77

34,67

0,1995

0,1418

0,1716

0,1559

623,51

488,70

30526

38431

31,77

34,10

0,2505

0,2032

0,2157

0,1577

7251/ PYR-1)

vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T900 MYCVP | 65118.94 ]| 689,72 | 65119 | 27,24 10 (0,0805|0,1258| 0,15 0,19 | 677,52 | 65119 | 25,38 0,0745(0,1113| 0,15 0,20
PYR-1)

AMP-dependent synthetase and

ligase - M. vanbaalenii (strain DSM | A1T245 MYCVP | 60722.78 | 933,89 | 60723 | 35,69 13 [0,1548|0,1965| 0,22 0,29 |577,12 | 60723 | 21,74 0,0812 | 0,1046| 0,15 0,20
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Description

Accession

MW

Alpha/beta hydrolase fold - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Transketolase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T5D5_MYCVP

A1T8M7_MYCVP

31289.07

75227.79

441,95

281,66

31289

75228

27,46

0,1324

0,0297

0,1308

0,0363

351,38

581,95

31289

75228

23,24

19,62

0,2042

0,0624

0,0998

0,0809

ANNEXES

AMP-dependent synthetase and
ligase - M. vanbaalenii (strain DSM
7251/ PYR-1)

A1T5H3 MYCVP

67133.21

949,48

67133

0,1612

0,1714

517,85

67133

14,91

0,0718

0,0789

Phenylalanyl-tRNA synthetase
beta subunit - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TAB4 MYCVP

88113.87

584,43

88114

13,32

0,0623

0,0763

559,90

88114

13,32

0,0586

0,0772

Cytochrome b/b6, N-terminal
domain - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR-1

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TB04 MYCVP

A1THV8 MYCVP

60210.47

96551.03

685,84

815,58

60210

96551

19,56

14,82

0,1417

0,0684

0,1391

0,0968

430,98

570,65

60210

96551

10,79

11,74

0,0708

0,0405

0,0746

0,0605

Respiratory nitrate reductase beta
subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TDSO MYCVP

61643.27

1060,15

61643

39,29

0,2186

0,2368

353,28

61643

12,14

0,0486

0,0587

ATP synthase subunit beta -
Nocardia farcinica

ATPB_NOCFA

52207.9

390,22

52208

13,29

0,1227

0,0543

314,11

52208

13,29

0,0715

0,0549

6-phosphogluconate
dehydrogenase, decarboxylating -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /

Lysyl-tRNA synthetase precursor -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9P1 MYCVP

AITAC7 MYCVP

52601.71

120361.2

558,25

331,93

52602

120361

28,03

5,00

0,0670

0,1047

0,0217 |0,0279| 0,09

0,12

306,18

433,00

52602

120361

13,81

7,19

0,0587

0,0545

0,0316 | 0,0407 | 0,15

0,13

-198 -



Description

SSU ribosomal protein S6P - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Accession

A1THY7 MYCVP

10985.83

286,46

10986

47,47

0,2683

0,4192

0,12

0,16

363,45

10986

56,57

0,6195

0,9257

ANNEXES

0,14

0,18

SSU ribosomal protein S4P - M.
gilvum PYR-GCK

A4TEJ4 9MYCO

23277.39

556,77

23277

36,02

0,3805

0,4893

0,21

0,28

418,02

23277

26,54

0,2697

0,2547

0,14

0,18

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGZ2 MYCVP

23598.15

250,77

23598

28,04

0,2001

0,1398

0,12

0,16

394,04

23598

41,59

0,3232

0,2495

0,14

0,18

DSBA oxidoreductase precursor -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TBC6_MYCVP

24216.89

480,95

24217

36,82

0,1516

0,1823

0,09

0,07

526,49

24217

47,27

0,2518

0,2397

0,14

0,07

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

A1T390_MYCVP

29972.82

370,25

29973

32,36

0,1400

0,1376

0,11

0,14

490,17

29973

40,73

0,2172

0,2214

0,14

0,18

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

AITAS2 MYCVP

31253.41

487,89

31253

27,11

0,1610

0,1667

0,12

0,16

549,01

31253

30,28

0,2042

0,2093

0,14

0,15

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TB05_MYCVP

22701.13

389,81

22701

30,10

0,2124

0,2608

0,21

0,28

370,39

22701

30,10

0,1766

0,2020

0,14

0,18

Hydroxyneurosporene-O-
methyltransferase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T7X3_MYCVP

39123.44

669,27

39123

40,22

10

0,2451

0,2525

0,20

0,26

611,41

39123

30,42

0,1710

0,1851

0,14

0,18

LSU ribosomal protein L27P - M.
gilvum PYR-GCK

A4T2J3 9MYCO

9427.01

150,78

9427

23,53

0,2111

0,1802

0,08

0,10

157,16

9427

23,53

0,3669

0,1823

0,14

0,18

50S ribosomal protein L9 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL9 MYCVP

15803.65

278,21

15804

20,98

0,1533

0,1594

0,08

0,10

328,68

15804

20,98

0,2292

0,1613

0,14

0,18

DNA-directed RNA polymerase
subunit alpha - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

RPOA MYCVP

37995.58

1277,69

37996

66,67

15

0,7250

0,5170

0,33

0,16

451,36

37996

26,67

0,1525

0,1602

0,14

0,07
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Description

Accession

MW

3-ketoacyl-CoA thiolase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T1Q9 MYCVP

46900.1

849,55

46900

34,74

11

0,2575

0,2233

0,29

0,38

552,85

46900

23,94

0,1319

0,1453

ANNEXES

0,14

0,18

UPF0353 protein Mvan_2751 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Y2751 _MYCVP

36001.11

309,21

36001

18,96

0,0885

0,0832

0,09

0,12

464,31

36001

33,33

0,1936

0,1400

0,14

0,18

Chaperone protein dnaK - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

DNAK MYCVP

66614.09

989,03

66614

32,56

14

0,1776

0,1918

0,28

0,36

554,42

66614

19,34

0,0827

0,1081

0,14

0,18

Diacylglycerol O-acyltransferase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T1M7 MYCVP

52477.13

794,89

52477

27,25

11

0,1554

0,1907

0,17

0,22

448,57

52477

14,05

0,0842

0,1062

0,14

0,18

Fumarase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TE24 MYCVP

49913.9

789,08

49914

37,34

12

0,1484

0,2320

0,16

0,21

478,67

49914

18,24

0,0756

0,0933

0,14

0,18

Periplasmic binding protein/Lacl
transcriptional regulator precursor -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TC88 MYCVP

34009.97

354,01

34010

28,70

0,0752

0,1175

0,08

0,10

314,99

34010

23,77

0,0796

0,0901

0,14

0,18

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1THD6_MYCVP

46746.14

331,41

46746

11,08

0,0775

0,0614

0,16

0,21

327,15

46746

13,44

0,0820

0,0808

0,14

0,18

Translation elongation factor 2 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T4L5 MYCVP

76964.92

433,90

76965

11,02

0,0356

0,0556

0,09

0,10

633,10

76965

16,74

0,0691

0,0787

0,14

0,18

(S)-2-hydroxy-acid oxidase - M.
gilvum PYR-GCK

A4T1S5 9MYCO

41729.6

375,05

41730

21,90

0,0586

0,0916

0,08

0,02

300,64

41730

16,09

0,0779

0,0710

0,14

0,09

Cell wall arabinan synthesis
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TGU7 MYCVP

115331.22

581,86

115331

14,60

0,0403

0,0558

0,15

0,19

571,77

115331

10,88

0,0331

0,0426

0,14

0,18

Cell wall arabinan synthesis
protein precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TGU5 MYCVP

116168.62

541,55

116169

10,23

0,0355

0,0485

0,12

0,16

516,42

116169

7,88

0,0375

0,0423

0,14

0,18

Isocitrate lyase - M. avium (strain
104)

AOQGD1 MYCA1

85190.12

314,93

85190

6,59

0,0259

0,0405

0,11

0,02

303,43

85190

6,59

0,0274

0,0410

0,14

0,05

Cell wall arabinan synthesis
protein precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TGU6_MYCVP

115543.69

338,65

115544

6,45

0,0186

0,0291

0,08

0,10

469,23

115544

7,76

0,0285

0,0359

0,14

0,18
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Description

Accession

MW

Beta-ketoacyl synthase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9S8 MYCVP

165519.07

347,08

165519

0,0154

0,0241

385,36

165519

0,0163

0,0244

ANNEXES

DNA-directed RNA polymerase
beta' chain - Clostridium difficile
(strain 630)

Q18CF3_CLOD6

129648.04

322,11

129648

0,0165

0,0257

296,86

129648

0,0174

0,0205

DNA-directed RNA polymerase,
subunit beta-prime - Chloroflexus
aggregans DSM 9485

AOGXV7 9CHLR

168843.91

245,39

168844

3,06

0,0125

0,0154

253,46

168844

3,06

0,0132

0,0156

50S ribosomal protein L19 - M.
gilvum PYR-GCK

A4TE75 9MYCO

12856.95

361,79

12857

34,48

0,3047

0,4761

351,26

12857

34,48

0,4539

0,4818

30S ribosomal protein S8 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RS8 MYCVP

14477.78

216,89

14478

32,06

0,2490

0,1789

358,21

14478

38,93

0,3635

0,3937

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

Al1T118 MYCVP

20045.05

443,87

20045

36,90

0,2596

0,3147

476,18

20045

36,90

0,2747

0,3185

Electron transfer flavoprotein beta-
subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T6W4 MYCVP

27787.45

451,32

27787

29,89

0,1250

0,1953

690,42

27787

40,23

0,2030

0,3033

Phospholipid/glycerol
acyltransferase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TGX1 MYCVP

28543.94

467,47

28544

30,15

0,1502

0,1881

530,10

28544

38,55

0,2348

0,2376

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR-1

A1TG46_MYCVP

25342.79

576,71

25343

50,87

0,3885

0,2799

543,88

25343

40,43

0,2855

0,2248

30S ribosomal protein S7 -
Rhodococcus sp. (strain RHAL)

RS7 RHOSR

17545.53

276,98

17546

18,87

0,1842

0,2063

319,57

17546

18,87

0,1949

0,2088

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T8J9 MYCVP

23966.2

174,34

23966

10,60

0,0377

0,0590

292,82

23966

16,24

0,1258

0,1390

Cell division protein FtsX - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T6D5_MYCVP

33055.52

206,39

33056

13,67

0,0781

0,0655

366,82

33056

22,00

0,1297

0,1234
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Description

Accession

MW

Ketol-acid reductoisomerase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

ILVC MYCVP

36453.67

361,64

36454

19,64

0,0872

0,1078

0,11

0,14

359,27

36454

16,62

0,0922

0,1091

ANNEXES

0,13

0,16

Diacylglycerol O-acyltransferase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TB43 MYCVP

51303.36

574,67

51303

19,96

0,0954

0,1078

0,13

0,17

517,62

51303

20,39

0,1010

0,1091

0,13

0,16

Extracellular solute-binding protein,
family 3 precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T8Y9 MYCVP

32119.17

347,34

32119

17,87

0,1273

0,0953

0,13

0,17

439,18

32119

17,87

0,1088

0,0965

0,13

0,16

Carboxyl transferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T506 MYCVP

58328.8

967,31

58329

39,43

13

0,1816

0,2082

0,22

0,24

505,48

58329

18,30

0,0737

0,0933

0,13

0,13

Peptidase S15 - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

AlT716_MYCVP

58664.94

545,09

58665

20,00

0,0691

0,1080

0,13

0,17

475,96

58665

17,43

0,0620

0,0927

0,13

0,16

UbIA prenyltransferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGW2 MYCVP

33217.73

457,98

33218

24,92

0,1214

0,1536

0,13

0,09

330,36

33218

17,94

0,1040

0,0926

0,13

0,16

Inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T593 MYCVP

53453.83

449,81

53454

14,64

0,0656

0,1026

0,12

0,16

427,35

53454

14,02

0,0694

0,0859

0,13

0,16

TAP domain protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1TB42 MYCVP

54943.45

657,59

54943

24,27

0,1146

0,1366

0,16

0,21

447,49

54943

17,64

0,0795

0,0832

0,13

0,16

Signal recognition particle-docking
protein FtsY - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Al1T742 MYCVP

46780.21

595,49

46780

29,41

0,1250

0,1440

0,16

0,16

360,17

46780

15,53

0,0675

0,0808

0,13

0,09

4-alpha-glucanotransferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9X7_MYCVP

80487.92

494,89

80488

11,08

0,0472

0,0631

0,13

0,17

493,03

80488

14,09

0,0575

0,0746

0,13

0,16

Acetolactate synthase, large
subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T6Y7 MYCVP

66474.73

272,42

66475

12,58

0,0341

0,0534

0,07

0,09

334,99

66475

12,42

0,0446

0,0666

0,13

0,16

Putative monooxygenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T6S6_MYCVP

56913.7

470,84

56914

17,21

0,0718

0,1122

0,15

0,19

359,34

56914

14,31

0,0644

0,0644

0,13

0,16

Succinate dehydrogenase subunit
A - M. vanbaalenii (strain DSM
7251/ PYR-1)

A1T1T3 MYCVP

69384.14

502,48

69384

14,44

0,0650

0,0879

0,12

0,09

377,69

69384

10,32

0,0507

0,0633

0,13

0,16
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ANNEXES

Description Accession MW
FAD linked oxidase domain protein
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251 | ALTGU2 MYCVP | 50540.51 | 603,05 | 50541 | 25,93 | 8 [0,1124(0,1303| 0,3 | 0417 |295.15/|50541| 1046 0,0494 | 0,0569| 0,13 | 0,16
/ PYR-1)
ATPase AAA-2 domain protein -
Nocardioides sp. (strain BAA-499 / | ALSDX3 NOCSJ | 95054.72 | 299,18 | 95055 | 4,98 5 [0,0230/0,0359| 0,09 | 0,02 |30803|95055| 6,83 0,0297 | 0,0444| 0,13 | 0,02
1S614)
Glycosyl transferase, family 51 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALITHY9 MYCVP | 86637.79 | 243,41 | 86638 | 6,61 4 |0,0199/0,0311| 0,05 | 0,07 |35238/|86638| 8,89 0,0330|0,0402| 0,13 | 0,16
PYR-1)
Asparagine synthase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / AL1TB09 MYCVP | 72487.38 | 548,00 | 72487 | 18,09 | 8 |0,0616|0,0834| 0,15 | 0,19 |282,10 72487 | 8,05 0,0327|0,0382| 0,13 | 0,16
PYR-1)
Aldehyde dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALT550 MYCVP | 55001.66 | 756,64 | 55002 | 29,48 | 10 |0,1618|0,1568| 0,21 | 0,09 |219,64 55002 | 8,37 0,0252|0,0376| 0,13 | 0,16
PYR-1
2-oxoglutarate dehydrogenase, E1
and E2 components - 00S3U7 RHOSR |138268.25| 283,83 |138268| 3,58 | 4 |0,0122|0,0190| 0,07 | 0,05 |234,55 138268 3,66 0,0163|0,0192| 0,13 | 0,07
Rhodococcus sp. (strain RHA1)
;O)Eggg‘izaﬁse)decarboxy'ase'M' KGD_MYCSJ |139507.11| 482,61 |139507| 544 | 7 |0,0253|0,0342| 0,12 | 0,00 |280,29 |139507| 3,71 0,0161|0,0190| 0,13 | 0,00
DNA-directed RNA polymerase - | )50z opirM |128792.48| 235,34 |128792| 3,16 | 4 |0,01310,0204| 0,09 | 000 |22879 128792 248 0,0102 [0,0153| 0,13 | 0,00
Halothermothrix orenii H 168
50S ribosomal protein L6 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / RL6 MYCVP | 19308.4 | 442,02 19308 | 41,14 | 5 |0,3526/0,2519| 0,13 | 0,16 |49856 19308 | 54,86 0,3731|0,4385| 0,11 | 0,11
PYR-1)
30S ribosomal protein S17 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALT4P8 MYCVP | 11120.0 | 234,14 | 11120 | 32,67 | 4 |0,38870,4058| 0,15 | 0,19 | 181,39 |11120| 31,68 0,4113|0,2590| 0,11 | 0,15
PYR-1)
ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | ALT7U1 MYCVP | 28713.82 | 520,35 | 28714 | 32,18 | 6 |0,2205(0,1871| 0,12 | 0,16 |53589 28714 | 3218 0,1935|0,1893| 0,11 | 0,15
PYR-1)
Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR | o1 1903 mycvp | 29611.66 | 339,48 | 29612 | 26,77 | 5 |0,1430/0,1403| 011 | 0,14 |382,45 29612 | 29,64 0,1848|0,1816| 0,11 | 0,15
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)
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Description

Accession

MW

Ferritin, Dps family protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TH15

MYCVP

19916.25

194,59

19916

21,55

0,1116

0,1191

0,09

0,09

307,90

19916

27,62

0,1624

0,1764

ANNEXES

0,11 0,11

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TDV2

MYCVP

26181.85

204,22

26182

23,11

0,0786

0,0858

392,00

26182

41,60

0,1812

0,1669

Limonene-1,2-epoxide hydrolase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlT7R4

MYCVP

20862.81

277,46

20863

19,05

0,1053

0,1645

280,43

20863

19,05

0,1114

0,1665

Methyltransferase type 11 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Phosphoribosylglycinamide
formyltransferase 2 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

MYCVP

A1T1BO

A1T2X3

MYCVP

25067.91

40505.98

235,99

365,41

25068

40506

18,06

23,10

0,0830

0,0933

0,0904

0,1193

281,83

430,59

25068

40506

26,87

22,83

0,1183

0,0988

0,1312

0,1207

TRAP transporter solute receptor,
TAXI family precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T6F5

MYCVP

35013.83

630,58

35014

37,76

0,1625

0,2134

428,27

35014

22,09

0,0972

0,1147

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

MYCVP

A1TFZ0

28157.77

362,59

28158

35,14

0,1537

0,1922

289,71

28158

17,65

0,1014

0,1134

2-nitropropane dioxygenase, NPD
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

A1TFUO

MYCVP

36366.29

246,72

36366

12,73

0,0376

0,0587

364,80

36366

19,39

0,0926

0,1095

Alpha/beta hydrolase fold - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

MYCVP

Al1T7T2

31804.23

229,49

31804

12,46

0,0618

0,0684

254,85

31804

15,92

0,0654

0,0977

FAD-dependent pyridine
nucleotide-disulphide
oxidoreductase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TINO

MYCVP

48827.91

706,12

48828

33,70

0,1351

0,1595

499,91

48828

19,60

0,0924

0,0959
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Description

Accession

MW

Band 7 protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T512 MYCVP

49815.42

1182,14

49815

50,44

0,2851

0,3280

479,12

49815

16,15

0,0626

0,0936

ANNEXES

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

AITEE7 MYCVP

41575.61

613,09

41576

26,36

0,1270

0,1684

348,33

41576

17,57

0,0781

0,0930

Succinate-semialdehyde
dehydrogenase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

AITEP9 MYCVP

50555.79

401,61

50556

19,12

0,0834

0,0907

378,58

50556

18,70

0,0882

0,0918

Peptidase S1 and S6,
chymotrypsin/Hap - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TDL9 MYCVP

50925.08

1067,29

50925

44,47

0,1819

0,2842

422,75

50925

17,95

0,0738

0,0911

Amidase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1THD7 MYCVP

51893.95

741,13

51894

25,48

0,1085

0,1470

469,92

51894

12,53

0,0720

0,0890

Bacterial translation initiation factor
3 - M. vanbaalenii (strain DSM
7251/ PYR-1)

A1TAC5 MYCVP

26461.63

230,45

26462

18,11

0,0541

0,0846

286,50

26462

18,11

0,0573

0,0856

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

FAD dependent oxidoreductase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAV7_ MYCVP

Al1T1B8 MYCVP

47795.8

55369.17

850,72

525,51

47796

55369

39,64

0,1581

0,0995

0,2174

0,1162

359,10

261,98

47796

55369

17,37

0,0798

0,0552

0,0788

0,0665

Malate synthase G - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

MASZ MYCVP

79277.96

280,05

79278

0,0280

0,0438

448,03

79278

0,0435

0,0650

Glycoside hydrolase 15-related -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TBV8 MYCVP

74742.31

273,95

74742

12,08

0,0299

0,0468

504,25

74742

14,73

0,0465

0,0582

Phytoene dehydrogenase-related
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T5F8 MYCVP

53869.01

277,64

53869

16,36

0,0433

0,0524

255,08

53869

16,47

0,0459

0,0530

DNA polymerase | - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TAF8_MYCVP

99540.9

429,62

99541

11,39

0,0370

0,0578

370,00

99541

10,07

0,0336

0,0502
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Description

Accession

MW

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TEK1 MYCVP

74209.17

579,21

74209

13,20

0,0444

0,0693

393,44

74209

0,0319

0,0477

ANNEXES

(Glutamate--ammonia-ligase)
adenylyltransferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Acetyl-/propionyl-coenzyme A
carboxylase alpha chain - M.
smegmatis (strain ATCC 700084 /
mc(2)155)

A1TB39 MYCVP

AOQTE1 MYCS2

107801.36

63098.6

406,46

365,59

107801

63099

12,22

0,0245

0,0632

0,0382

0,0565

417,66

219,76

107801

63099

10,47

0,0307

0,0473

0,0459

0,0445

PTS system, fructose subfamily,
IIC subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR-1

Protein translocase subunit secA 1
- M. smegmatis (strain ATCC
700084 / mc(2)155)

A1T195 MYCVP

SECA1 MYCS2

66047.79

106422.32

601,42

476,96

66048

106422

23,83

0,0894

0,0343

0,0933

0,0461

474,48

339,75

66048

106422

12,17

0,0448

0,0263

0,0423

0,0393

DNA gyrase subunit A - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T108 MYCVP

139424.65

320,02

139425

0,0152

0,0238

421,00

139425

0,0196

0,0293

50S ribosomal protein L7/L12 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL7 MYCVP

13451.08

322,53

13451

28,46

0,1934

0,3023

428,66

13451

37,69

0,2962

0,4425

50S ribosomal protein L14 - M.
gilvum PYR-GCK

A4TEC7 9MYCO

13380.36

269,76

13380

24,59

0,2837

0,3060

261,86

13380

24,59

0,3003

0,3097

Putative anti-sigma regulatory
factor, serine/threonine protein
kinase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T5N8_MYCVP

17159.68

196,42

17160

22,93

0,0920

0,1437

271,97

17160

28,66

0,1448

0,2163

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TA82 MYCVP

31557.45

865,77

31557

55,59

0,2248

0,3512

478,34

31557

41,47

0,1380

0,2062
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Description Accession MW
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | AITEO7 MYCVP | 2073356 | 219,57 | 20734 | 21,81 | 3 |0,1060 0,1136| 0,05 | 0,07 |309,62 |20734 | 27,13 0,2027 [0,1677| 0,10 | 0,13
PYR-1)
Alpha/beta hydrolase fold - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / AIT9F2 MYCVP | 32903.21 | 245,05 | 32003 | 1672 | 4 |0,0593 0,0926| 0,05 | 0,07 |409,68 32903 | 24,41 0,1303|0,1575| 0,10 | 0,13
PYR-1)
Probable integration hostfactor - | g 36 pHoSR | 11177.27 | 164,18 | 11177 | 1980 | 2 |01638|01445| 017 | 010 |161,63|11177| 1980 0,0979 |0,1462| 0,10 | 0,05
Rhodococcus sp. (strain RHA1)
DSBA oxidoreductase precursor - | »,7500 oMyco | 24231.92 | 302,41 | 24232 | 21,82 | 3 |0,0864 0,0938| 005 | 002 |369,97 24232 | 32,27 0,1604 | 0,1366| 0,10 | 0,02
M. gilvum PYR-GCK
Enolase - M. bovis ENO MYCBO | 44834.81 | 424,29 | 44835 | 1560 | 5 |0,0538 0,0841| 0,12 | 0,03 |507,92 | 44835 16,08 0,0866 |0,1064| 0,10 | 0,02
30S ribosomal protein S11 rpsK - | ) 5x39 wycTE | 14775.98 | 231,89 | 14776 | 11,94 | 2 |0,11110.1023] 007 | 009 |19077 | 14776 | 11,04 0,1176 |0,1035| 0,10 | 0,13
M. tuberculosis (strain F11)
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | ALT3A0 MYCVP | 30390.46 | 321,39 | 30390 | 22,83 | 4 |0,0868 0,1021| 0,09 | 012 |323,70 30390 | 22,83 0,0019 [0,1033| 0,10 | 0,13
PYR-1)
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | ALTDHO MYCVP | 31780.79 | 198,68 | 31781 | 1563 | 3 |0,0618 0,0684| 0,05 | 007 |231,69 |31781| 1597 0,0866 |0,0977| 0,10 | 0,13
PYR-1)
Cytochrome PA450 - M. vanbaalenii | o1 ropo Mycvp | 50211.14 | 711,33 | 50211 | 26,75 | 9 |0.11340,1535| 015 | 019 |404.16 50211 | 16,01 0,0619|0,0926| 0,20 | 0,13
(strain DSM 7251 / PYR-1) -
Dimethyladenosine transferase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | ALTEH3 MYCVP | 34370.04 | 747,45 | 34370 | 3526 | 10 [0,2657|0,3075| 0,17 | 0,22 |224,93|34370| 14,74 0,0786 |0,0890| 0,10 | 0,13
PYR-1)
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | ALTAPO_MYCVP | 52332.76 | 345,78 | 52333 | 14,32 | 6 |0,0673 0,0871| 0,09 | 012 |401,99 |52333 | 1347 0,0713 |0,0881| 0,10 | 0,13
PYR-1)
Putative uncharacterized protein | \ y1e47 omyco | 27287.93 | 240,38 | 27288 | 1751 | 3 |01610|00817| 0,12 | 009 |287.27 | 27288 | 1751 0,1360 [0,0827| 0,10 | 0,09
precursor - M. gilvum PYR-GCK
Putative lipoprotein LprC precursor
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251 | AITDG4 MYCVP | 19224.49 | 162,05 | 19224 | 12,22 | 2 |0,1167 00753| 0,13 | 017 |151,36 19224 | 12,22 0,0841|0,0762| 0,10 | 0,13
/ PYR-1)
50S ribosomal protein L17 - M. RL17 MYCA1 |19920.54|111,83|19921| 773 | 1 |00762 00332| 0,08 | 010 |17316/19921| 16,02 0,0806 0,0733| 0,10 | 0,04
avium (strain 104)
FAD dependent oxidoreductase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | AITH18 MYCVP | 51113.47 | 34353 | 51113 | 12,88 | 5 [0,0573|0,0720| 0,08 | 0,10 |35517 |51113| 12,28 0,0606 |0,0729| 0,10 | 0,13
PYR-1)
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Description

FAD-dependent pyridine
nucleotide-disulphide
oxidoreductase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Accession

A1T9R1 MYCVP

MW

56394.71

433,15

56395 | 16,21

0,0725

0,0959

0,11

0,14

312,97

56395 | 11,52

0,0435

ANNEXES

0,0650| 0,10

0,13

Acyl-CoA dehydrogenase domain
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TH37 MYCVP

49968.53

561,11

49969 | 27,13

0,0988

0,1544

0,13

0,17

270,46

49969 | 14,22

0,0386

0,0577| 0,10

0,13

Glycoside hydrolase, family 76 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T2V4 MYCVP

40764.9

399,37

40765 | 20,81

0,0756

0,1181

0,08

0,10

231,55

40765 | 10,54

0,0349

0,0522| 0,10

0,13

Glycerol-3-phosphate
acyltransferase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TCF1 MYCVP

87701.88

427,78

87702 | 12,17

0,0491

0,0572

0,13

0,17

381,33

87702 | 10,41

0,0387

0,0486| 0,10

0,13

Fructose-6-phosphate
phosphoketolase - M. vanbaalenii
strain DSM 7251 / PYR-1

Al1T9M1 MYCVP

92300.5

153,63

92301 | 3,58

0,0137

0,0214

0,05

0,07

384,93

92301 | 9,30

0,0307

0,0459| 0,10

0,09

SSS sodium solute transporter

jeikeium (strain K411)

superfamily - M. vanbaalenii (strain | ALTDT9_MYCVP | 56094.47 | 378,12 | 56094 | 12,26 0,0513|0,0646| 0,15 0,19 | 215,42 | 56094 9,25 0,0339 (0,0368| 0,10 0,13
DSM 7251 / PYR-1)

DNA-directed RNA polymerase

subunit beta - Corynebacterium RPOB CORJK | 129023.0 | 180,41 (129023, 2,90 0,0166 | 0,0151| 0,07 0,05 |328,34 |{129023| 5,97 0,0213 |0,0262| 0,10 0,02

Putative acyl-CoA carboxylase
alpha subunit - Nocardia farcinica

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Q57157 _NOCFA

A1T616_MYCVP

63260.5

8655.58

150,34

209,82

63261 5,57

8656 | 40,96

0,0205

0,4038

0,0207

0,3763

0,05

0,05

0,03

0,07

150,18

378,15

63261 5,57

8656 73,49

0,0297

1,0459

0,0210| 0,10

1,0145] 0,08

0,11

0,11
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Description

Accession

MW

50S ribosomal protein L21 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TC23 MYCVP

11452.45

325,02

11452

42,31

0,2478

0,3872

0,15

0,19

371,39

11452

42,31

0,3901

0,3918

ANNEXES

0,08

0,11

UPF0234 protein Mvan_0997 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Y997 MYCVP

17942.41

234,74

17942

30,67

0,1791

0,2011

0,07

0,09

344,40

17942

36,81

0,2539

0,3794

0,08

0,09

Acyl carrier protein - M. smegmatis
(strain ATCC 700084 / mc(2)155)

AOROB3_MYCS2

10730.36

214,98

10730

35,05

0,2774

0,2713

0,07

0,03

248,68

10730

35,05

0,1837

0,2745

0,08

0,02

Phosphopantetheine-binding
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TBI7 MYCVP

10666.37

214,98

10666

35,42

0,2774

0,2713

0,07

0,03

248,68

10666

35,42

0,1837

0,2745

0,08

0,02

Activator of Hsp90 ATPase 1
family protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TF60_MYCVP

16827.59

265,80

16828

37,50

0,2663

0,2197

0,11

0,14

291,28

16828

37,50

0,2086

0,2223

0,08

0,11

50S ribosomal protein L14 -
Arthrobacter aurescens (strain
TC1)

RL14 ARTAT

13280.38

214,73

13280

19,67

0,1288

0,2013

0,08

0,00

211,95

13280

19,67

0,2099

0,2037

0,08

0,00

50S ribosomal protein L14 -
Nocardia farcinica

RL14 NOCFA

13365.35

214,73

13365

19,67

0,1274

0,1990

0,08

0,03

211,95

13365

19,67

0,2073

0,2014

0,08

0,05

LpgN precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TEI9 MYCVP

23081.62

344,86

23082

40,61

0,1634

0,1956

0,08

0,10

369,11

23082

40,61

0,1729

0,1980

0,08

0,11

50S ribosomal protein L11 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL11 MYCVP

15058.08

278,28

15058

20,59

0,1647

0,1702

0,09

0,12

333,80

15058

20,59

0,1743

0,1723

0,08

0,11

Elongation factor Ts - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

EFTS MYCVP

28781.21

179,32

28781

17,56

0,0490

0,0766

0,05

0,07

388,38

28781

28,63

0,0983

0,1469

0,08

0,05

Polar amino acid ABC transporter,
inner membrane subunit - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T7T9 MYCVP

23908.19

194,65

23908

17,51

0,0610

0,0954

0,07

0,09

231,68

23908

25,81

0,1258

0,1390

0,08

0,11

Acetolactate synthase, small
subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T6Y8 MYCVP

18104.87

324,31

18105

32,93

0,1265

0,1977

0,09

0,07

257,84

18105

21,34

0,0906

0,1354

0,08

0,07

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T8R7_MYCVP

12624.84

198,85

12625

27,19

0,1382

0,2159

0,05

0,07

121,84

12625

27,19

0,1462

0,1258

0,08

0,11
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Description

Accession

MW

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /

50S ribosomal protein L32 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Serine/threonine protein kinase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9B3 MYCVP

RL32 MYCVP

A1T125 MYCVP

13067.98 | 139,39 154,94

6492.73

110,78

6493 27,12 1 10,1896 |0,1127| 0,08 0,10 | 111,41 | 6493 27,12 1 |0,2007 |0,1140| 0,08 0,11

45443.88 | 557,11 | 45444 | 27,60 8 [0,0957|0,1496( 0,16 0,21 | 379,07 | 45444 | 18,40 6 10,0699 |0,1045| 0,08 0,11

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T350_MYCVP

31845.42 | 236,76 | 31845 | 16,26 3 [0,0618|0,0684( 0,05 0,07 |381,60 31845 | 21,11 4 10,0654 0,0977| 0,08 0,11

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T8Q7 MYCVP

33202.59 | 312,29 | 33203 | 18,27 4 [0,0774|0,0915( 0,09 0,12 |365,59 | 33203 | 17,94 4 [0,1040|0,0926( 0,08 0,11

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlT170 MYCVP

42140.77 | 293,70 | 42141 | 11,75 4 10,0444 0,0693| 0,05 0,07 | 292,51 | 42141 | 12,79 5 [0,0768|0,0916( 0,08 0,11

DNA-directed RNA polymerase
subunit alpha - Streptomyces
coelicolor

RPOA_STRCO

36673.04 | 471,33 | 36673 | 18,92 6 0,1279|0,1351| 0,15 0,05 |234,70 | 36673 | 14,41 4 [0,0725|0,0824( 0,08 0,02

4-aminobutyrate aminotransferase
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

A1T889 MYCVP

47123.38 | 216,66 | 47123 | 9,35 3 [0,0282|0,0440( 0,05 0,07 |321,29 | 47123 | 15,42 5 10,0536 |0,0801| 0,08 0,11

Sensor protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T6Y3 MYCVP

48712.68 | 498,46 | 48713 | 22,85 7 10,0875|0,1152| 0,15 0,12 | 315,70 | 48713 | 16,97 5 [0,0516|0,0771( 0,08 0,09

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T2U8 MYCVP

29022.16 | 189,48 | 29022 | 12,55 3 [0,0920|0,0759( 0,09 0,12 | 205,12 | 29022 | 12,55 3 [0,0973|0,0769( 0,08 0,11
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Accession

MW

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TDK4 MYCVP

29079.3

341,21

29079

19,92

0,0690

0,0759

0,05

0,07

347,92

29079

18,80

0,0730

0,0769

ANNEXES

0,08

0,11

Cytochrome P450 - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T2N9 MYCVP

48860.61

354,08

48861

15,54

0,0605

0,0758

0,09

0,12

308,81

48861

13,51

0,0640

0,0767

0,08

0,11

NAD(P) transhydrogenase, alpha
subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T1C1 MYCVP

52667.06

509,42

52667

20,29

0,0923

0,1236

0,13

0,09

300,99

52667

16,53

0,0585

0,0704

0,08

0,09

Extracellular solute-binding protein,
family 1 precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T8D2 MYCVP

47323.48

788,79

47323

34,68

0,2276

0,1661

0,45

0,59

250,06

47323

14,86

0,0665

0,0614

0,08

0,11

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TAS1 MYCVP

52429.94

562,02

52430

25,00

0,1069

0,1243

0,15

0,19

324,58

52430

13,24

0,0588

0,0546

0,08

0,11

Alpha/beta hydrolase fold-3
domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Al1T727 MYCVP

39431.29

303,11

39431

21,70

0,0626

0,0748

0,11

0,14

249,25

39431

12,01

0,0363

0,0542

0,08

0,11

Cobalamin synthesis protein, P47K
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TFZ2 MYCVP

42101.57

454,58

42102

20,68

0,1059

0,1135

0,15

0,17

238,02

42102

14,66

0,0613

0,0504

0,08

0,11

Sensor protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T9E3 MYCVP

58287.08

759,41

58287

26,47

10

0,0928

0,1451

0,13

0,17

235,94

58287

8,51

0,0325

0,0485

0,08

0,11

Monooxygenase, FAD-binding - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T290 MYCVP

46433.81

230,64

46434

15,88

0,0396

0,0619

0,05

0,07

202,06

46434

13,03

0,0420

0,0452

0,08

0,11

Succinyl-CoA ligase [ADP-forming]
subunit alpha - M. ulcerans (strain
Agy99)

AOPWDO_MYCUA

30804.3

173,70

30804

9,64

0,0285

0,0446

0,03

0,00

178,98

30804

9,64

0,0480

0,0451

0,08

0,00

Signal recognition particle-docking
protein FtsY - M. gilvum PYR-GCK

A4TE62 9MYCO

49073.28

279,93

49073

10,31

0,0372

0,0581

0,05

0,02

209,55

49073

8,30

0,0285

0,0425

0,08

0,04

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

A1T896_MYCVP

33062.51

184,66

33063

14,70

0,0590

0,0413

0,11

0,14

170,71

33063

14,70

0,0443

0,0418

0,08

0,11

Oxidoreductase, molybdopterin
binding precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T6P3_MYCVP

52992.36

157,20

52992

5,56

0,0160

0,0249

0,03

0,03

237,61

52992

11,43

0,0581

0,0392

0,08

0,11
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Accession

MW

Signal recognition particle subunit
FFH/SRP54 - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Al1T746_MYCVP

55112.93

637,77

55113

26,35

0,0747

0,1168

219,89

55113

0,0251

0,0375

ANNEXES

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase - M. gilvum PYR-
GCK

A4TC16 9MYCO

38668.24

448,30

38668

20,17

0,0808

0,1263

160,13

38668

0,0236

0,0353

Gluconate transporter - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1THM6 MYCVP

48315.55

274,67

48316

12,07

0,0379

0,0428

248,44

48316

0,0290

0,0278

Acyl-CoA dehydrogenase domain
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1

A1TBN9 MYCVP

74348.31

315,94

74348

8,00

0,0301

0,0471

233,16

74348

0,0249

0,0272

50S ribosomal protein L29 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL29 MYCVP

8715.54

301,75

8716

62,03

0,9593

0,9765

277,58

8716

62,03

0,6613

0,6240

Translation initiation factor IF-1,
InfA - M. ulcerans (strain Agy99)

AOPMB2 MYCUA

8483.56

164,88

8484

41,56

0,4134

0,3840

158,45

8484

41,56

0,4374

0,3885

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T6B9 MYCVP

14965.8

127,06

14966

16,91

0,1100

0,1014

238,41

14966

33,82

0,2511

0,2633

50S ribosomal protein L24 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL24 MYCVP

11339.13

290,97

11339

47,57

0,3751

0,3932

262,82

11339

39,81

0,2663

0,2519

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TDT8 MYCVP

13182.99

151,85

13183

25,21

0,2009

0,1180

214,68

13183

31,93

0,2126

0,2060
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Description Accession MW

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain A1T4K8 MYCVP | 13284.34 | 204,44 | 13284 | 37,50 3 10,1288 |0,2013| 0,08 0,10 200,29 | 13284 | 37,50 3 10,1363 |0,2037| 0,07 0,09
DSM 7251 / PYR-1)

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

? AlU8S9 MYCSK | 18627.24 | 268,09 | 18627 | 29,59 4 0,1224 10,1913 0,08 0,03 |307,65 | 18627 | 29,59 4 10,1296 (0,1936| 0,07 0,04
- M. sp. (strain KMS) e

30S ribosomal protein S9 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T552 MYCVP | 18789.15| 170,37 | 18789 | 30,00 3 0,0818 | 0,1278| 0,04 0,05 181,58 | 18789 | 29,41 4 10,1275|0,1905| 0,07 0,09
PYR-1)

TrkA-N domain protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T7Y6 _MYCVP | 23736.35 | 153,38 | 23736 9,77 2 [0,0381|0,0596( 0,04 0,05 | 402,08 | 23736 | 32,09 5 [0,1274|0,1904( 0,07 0,09
PYR-1)

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain A1T119 MYCVP | 15098.18 | 128,85 | 15098 | 14,60 2 0,0637 | 0,0996 | 0,05 0,07 197,33 | 15098 | 21,17 3 |[0,1142|0,1706 | 0,07 0,09
DSM 7251 / PYR-1)

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1T9Z0 MYCVP | 15392.01 | 272,38 | 15392 | 35,71 4 10,1596 | 0,2494| 0,05 0,07 | 226,69 | 15392 | 25,90 3 [0,1120|0,1674( 0,07 0,09
PYR-1)

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | ALTAY3 MYCVP | 15679.16 | 129,37 | 15679 | 14,79 2 0,0611 | 0,0955| 0,05 0,07 170,14 | 15679 | 22,54 3 |[0,1090|0,1628 | 0,07 0,09
PYR-1)

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain Al1T728 MYCVP | 27225.87 | 407,35 | 27226 | 39,69 6 ]0,1610|0,2009( 0,11 0,07 397,65 |27226 | 34,24 5 10,1057 |0,1579| 0,07 0,05
DSM 7251 / PYR-1)

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | AITE21 MYCVP | 27948.44 | 200,93 | 27948 | 12,17 3 [0,0509|0,0795( 0,04 0,05 |371,94 | 27948 | 22,43 5 [0,1024|0,1530( 0,07 0,09
PYR-1)

Two component transcriptional
regulator, LuxR family - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T859 MYCVP | 23425.43 | 175,47 | 23425 | 18,40 3 [0,0624|0,0975( 0,04 0,05 | 276,75 | 23425 | 22,64 4 10,0953 0,1424| 0,07 0,05

Putative conserved
transmembrane protein precursor -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlT1I6_MYCVP | 23604.4 | 198,09 | 23604 | 19,63 3 [0,1212|0,0970( 0,09 0,12 | 296,51 | 23604 | 35,51 4 (0,1282|0,1415( 0,07 0,09

SSU ribosomal protein S14P - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TGGO MYCVP | 11572.4 | 130,58 | 11572 | 20,00 2 0,0881|0,1377| 0,13 0,17 153,28 | 11572 | 20,00 2 10,0932|0,1393| 0,07 0,09
PYR-1)

- 213 -



Description

Accession

MW

Phospholipid/glycerol
acyltransferase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TAY9 MYCVP

26237.96

278,95

26238

21,85

0,1354

0,1221

0,11

0,14

298,64

26238

27,92

0,1110

0,1236

ANNEXES

0,07

0,09

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AI1TE92 MYCVP

12952.5

104,85

12953

10,26

0,0336

0,0525

0,11

0,14

176,45

12953

11,11

0,0816

0,1219

0,07

0,09

ClpP1 peptidase. Serine
peptidase. MEROPS family S14 /
ATP-dependent Clp protease
proteolytic subunit ClpP - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TCB7 MYCVP

20963.52

299,51

20964

22,11

0,1045

0,1121

0,05

0,07

312,74

20964

22,11

0,1106

0,1135

0,07

0,09

Chromosome segregation DNA-
binding protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlTI23 MYCVP

35728.83

407,23

35729

25,00

0,1102

0,1400

0,09

0,12

339,22

35729

20,37

0,0750

0,1120

0,07

0,07

Binding-protein-dependent
transport systems inner membrane
component precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T8D0 MYCVP

28801.91

244,69

28802

14,76

0,0697

0,0766

0,08

0,10

247,33

28802

15,13

0,0737

0,1102

0,07

0,09

30S ribosomal protein S5 -
Nocardia farcinica

RS5 _NOCFA

22388.86

229,28

22389

16,35

0,0958

0,1034

0,05

0,03

224,77

22389

16,35

0,1380

0,1046

0,07

0,05

LSU ribosomal protein L25P - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITEGO MYCVP

22811.74

236,86

22812

20,18

0,0646

0,1010

0,04

0,05

234,35

22812

20,18

0,0684

0,1022

0,07

0,09

Carbamoyl-phosphate synthase
small subunit - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T8HO_MYCVP

39787.11

502,36

39787

27,42

0,0780

0,1218

0,08

0,10

321,28

39787

17,17

0,0656

0,0981

0,07

0,09

Bacterial proteasome, beta
component. Threonine peptidase.
MEROPS family TO1B - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAP4 MYCVP

31998.01

386,53

31998

27,24

0,1033

0,1268

0,09

0,12

307,47

31998

19,73

0,0859

0,0969

0,07

0,09

Putative tuberculin related peptide
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T322 MYCVP

15988.1

217,58

15988

28,29

0,1503

0,1566

0,05

0,07

185,46

15988

17,93

0,1060

0,0943

0,07

0,09
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Description Accession MW

UDP-N-acetylglucosamine--N-
acetylmuramyl-(pentapeptide)
pyrophosphoryl-undecaprenol N-
acetylglucosamine transferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

MURG _MYCVP | 42074.46 | 274,77 | 42074 | 22,25 4 10,0444 0,0693| 0,05 0,07 | 292,62 | 42074 | 14,92 5 [0,0613|0,0916( 0,07 0,09

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | AITDK1 MYCVP | 25741.97 | 212,88 | 25742 | 14,53 3 [0,0803|0,0876( 0,05 0,07 | 223,59 | 25742 | 14,53 3 [0,1142|0,0886( 0,07 0,09
PYR-1)

Beta-lactamase domain protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1T2Y5 _MYCVP | 26264.39 | 122,79 | 26264 7,98 2 10,0340/ 0,0532( 0,03 0,03 202,30 | 26264 | 12,20 3 |0,0578|0,0864( 0,07 0,09
PYR-1)

Periplasmic solute binding protein
precursor - M. vanbaalenii (strain A1TFZ1 MYCVP | 35502.07 | 629,95 | 35502 | 41,25 7 0,4806 | 0,1737| 0,32 0,41 311,45 |35502 | 26,09 4 |0,0756|0,0857 | 0,07 0,09
DSM 7251 / PYR-1)

Homoserine dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TD75 MYCVP | 45383.68 | 402,78 | 45384 | 21,76 7 10,0806 |0,1259( 0,09 0,12 | 415,97 | 45384 | 15,53 5 |[0,0561|0,0839( 0,07 0,09
PYR-1)

Sulfate ABC transporter,
periplasmic sulfate-binding protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TBV6 MYCVP | 36353.46 | 687,20 | 36353 | 46,11 8 [0,1296|0,2025( 0,11 0,14 | 356,65 | 36353 | 18,86 4 [0,0733|0,0833( 0,07 0,09

Anion-transporting ATPase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TGA9 MYCVP | 36810.5 | 746,84 | 36811 | 46,71 11 |0,2371|0,3215| 0,17 0,22 |231,57 |36811| 15,57 4 10,0549 |0,0821| 0,07 0,09
PYR-1)

Anthranilate
phosphoribosyltransferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TB0O0 MYCVP | 37248.12 | 354,18 | 37248 | 16,57 4 10,0512 0,0800| 0,05 0,07 | 345,14 | 37248 | 18,05 4 |(0,0711|0,0809( 0,07 0,09

Enoyl-CoA hydratase/isomerase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | AITGS8 MYCVP | 28944.72 | 207,03 | 28945 | 15,21 3 10,0488 |0,0763| 0,04 0,05 | 265,68 | 28945 | 15,21 3 10,0734 |0,0772| 0,07 0,09
PYR-1)

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | ALTC86 MYCVP | 29199.37 | 250,49 | 29199 | 14,72 3 0,0482 | 0,0753| 0,05 0,07 215,73 | 29199 | 14,72 3 |[0,0510|0,0762( 0,07 0,09
PYR-1)

Succinyl-CoA synthetase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TEP3 MYCVP | 40947.2 | 980,73 | 40947 | 43,93 12 10,3264 0,3129| 0,22 0,28 336,86 | 40947 | 13,71 4 |[0,0635|0,0726( 0,07 0,09
PYR-1)
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MW

O-methyltransferase domain
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T3R7_MYCVP

30828.88

137,44

30829

10,71

0,0454

0,0446

0,04

0,05

201,69

30829

10,71

0,0679

0,0718

ANNEXES

0,07

0,09

Dyp-type peroxidase family
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

AITEES MYCVP

47257.57

436,92

47258

23,08

0,0910

0,0985

0,11

0,14

240,87

47258

13,29

0,0412

0,0615

0,07

0,09

Phosphate ABC transporter,
periplasmic phosphate-binding
protein precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

AI1TFB3_MYCVP

38379.81

235,34

38380

12,07

0,0354

0,0553

0,07

0,09

245,60

38380

11,41

0,0374

0,0559

0,07

0,09

DNA-directed RNA polymerase
subunit alpha - Saccharopolyspora
erythraea (strain NRRL 23338)

RPOA_SACEN

38669.01

306,23

38669

14,25

0,0808

0,0765

0,11

0,00

179,26

38669

10,54

0,0518

0,0554

0,07

0,00

Protein phosphatase 2C domain
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T128 MYCVP

53889.48

294,58

53889

13,70

0,0433

0,0677

0,07

0,07

205,83

53889

9,00

0,0355

0,0530

0,07

0,05

D-3-phosphoglycerate
dehydrogenase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Al1T6Z3 MYCVP

54330.13

439,27

54330

20,49

0,0643

0,1005

0,09

0,12

322,06

54330

11,07

0,0351

0,0525

0,07

0,05

Catalase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TGG2 MYCVP

54623.57

427,73

54624

16,13

0,0529

0,0827

0,08

0,10

305,58

54624

12,90

0,0349

0,0522

0,07

0,09

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAP6 _MYCVP

54878.27

308,42

54878

9,04

0,0238

0,0373

0,04

0,05

288,84

54878

10,64

0,0348

0,0519

0,07

0,09

Translation elongation factor Tu -
Alkaliphilus metalliredigens (strain
QYMF)

A6TWI4 ALKMQ

43678.2

198,04

43678

4,28

0,0306

0,0306

0,08

0,10

359,27

43678

8,82

0,0587

0,0484

0,07

0,07

Beta-lactamase domain protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlT7Q2 MYCVP

59239.91

540,86

59240

19,18

0,0910

0,1068

0,13

0,17

283,46

59240

9,29

0,0412

0,0477

0,07

0,09

Glucose-6-phosphate isomerase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

G6PI_MYCVP

59558.17

220,18

59558

10,35

0,0300

0,0469

0,05

0,07

281,48

59558

10,54

0,0317

0,0474

0,07

0,09

Protein kinase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TE68 MYCVP

60519.25

351,03

60519

12,55

0,0469

0,0593

0,08

0,10

305,02

60519

9,09

0,0401

0,0466

0,07

0,09

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AI1TE57 MYCVP

62381.04

232,84

62381

6,88

0,0208

0,0325

0,05

0,07

277,27

62381

11,82

0,0388

0,0451

0,07

0,09
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Description Accession MW
Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | A1T394 MYCVP | 49741.16 | 444,44 | 49741 | 24,56 0,08500,1120| 0,11 | 0,12 |231,02 49741 | 6,86 0,0281|0,0419| 0,07 | 0,09
PYR-1)
ABC-3 protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / AITFZ6 MYCVP | 68170.52 | 341,55 | 68171 | 10,85 0,0258 | 0,0404| 0,07 | 0,09 |227,43 68171 11,45 0,02730,0408| 0,07 | 0,09
PYR-1)
TAP domain protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T801 MYCVP |53402.72 | 701,87 | 53403 | 34,23 00777 0,1214| 013 | 017 |266,21 53403 | 9,48 0,0358 |0,0388| 0,07 | 0,09
PYR-1)
Glutamine synthetase - QOSHK2 RHOSR | 53450.42 | 291,67 | 53450 | 11,34 0,03380,0529| 0,08 | 0,02 |146,95 53450 8,04 0,0358 |0,0388| 0,07 | 0,02
Rhodococcus sp. (strain RHA1)
'\P"\?E‘tgéﬁ”thaseG'M' givum A4TAC4 9MYCO | 79995.21 | 280,05 | 79995 | 7,02 0,02780,0434| 0,08 | 002 |284,04 79995 6,33 0,0230|0,0344| 0,07 | 0,02
MMPL domain protein precursor -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | ALTDUS MYCVP | 81628.22 | 382,10 | 81628 | 7,95 0,0272 10,0424 011 | 0,14 |26588 81628 6,40 0,0225(0,0336| 0,07 | 0,09
PYR-1
Acetyl-coenzyme A synthetase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | AITG95 MYCVP | 72845.3 | 148,25 | 72845 | 5,89 0,0176 |0,0275| 0,04 | 0,05 |220,13|72845| 7,70 0,0254 [0,0278| 0,07 | 0,09
PYR-1)
Lipopolysaccharide biosynthesis | \55y35 wmycsy | 496806 | 157,20 | 49681 | 5,76 0,0367 | 0,0267| 0,07 | 005 |12573 49681 5,76 0,0504 |0,0270| 0,07 | 0,09
precursor - M. sp. (strain JLS)
Sulfatase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR.1) AITE04 MYCVP | 55838.17 | 268,53 | 55838 | 9,86 0,0322 0,0503| 0,05 | 0,05 |150,08 55838 | 4,54 0,0247 [0,0239| 0,07 | 0,09
FHA domain containing protein
precursor - M. vanbaalenii (strain | ALTFR2 MYCVP | 28533.32 | 103,09 | 28533 | 8,11 0,0310  0,0228| 0,04 | 005 |104,86 28533 | 8,11 0,0328 |0,0230| 0,07 | 0,09
DSM 7251 / PYR-1)
Phosphoenolpyruvate carboxylase
- M. smegmatis (strain ATCC CAPP_MYCS2 |103287.61| 150,54 103288 2,24 0,0080 0,0125| 0,03 | 000 |17328 103288 3,41 0,0129 |0,0193| 0,07 | 0,00
700084 / mc(2)155)
50S ribosomal protein L20 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / RL20 MYCVP | 14441.94 | 301,15 | 14442 | 42,75 0,2490 0,2719| 0,11 | 0,14 |209,45 | 14442 33,59 0,1211|0,1810| 0,06 | 0,07
PYR-1)
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Description

Accession

MW

SSU ribosomal protein S18P - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1THY5 MYCVP

9927.37

150,99

9927

27,78

0,1071

0,1673

128,37

9927

27,78

0,2050

0,1693

ANNEXES

50S ribosomal protein L31 type B -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RL31B_MYCVP

10249.15

134,16

10249

11,83

0,1027

0,1604

128,50

10249

11,83

0,1086

0,1623

30S ribosomal protein S16 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

RS16_MYCVP

16969.01

206,62

16969

22,73

0,0935

0,0874

326,70

16969

24,68

0,1474

0,1478

Tetratricopeptide TPR_2 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T7N9 MYCVP

17087.25

218,63

17087

21,29

0,1380

0,1449

190,69

17087

21,29

0,1461

0,1466

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

Al1T723 MYCVP

17013.14

186,29

17013

24,68

0,1933

0,0868

177,80

17013

33,77

0,1461

0,1466

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGN6_MYCVP

24120.7

306,13

24121

29,15

0,0869

0,1357

304,89

24121

26,46

0,0919

0,1374

FHA domain containing protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T129 MYCVP

18970.44

224,96

18970

23,84

0,0812

0,1269

270,42

18970

23,84

0,0859

0,1284

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AI1TANO_MYCVP

25897.88

278,03

25898

26,81

0,0794

0,1241

262,61

25898

23,40

0,0840

0,1256

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TDA4 MYCVP

31210.07

174,91

31210

18,73

0,0631

0,0698

237,05

31210

18,02

0,0668

0,0998

Phosphoribosylformylglycinamidine
synthase | - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

AITFE9 MYCVP

23389.85

163,60

23390

20,28

0,0628

0,0981

252,87

23390

22,17

0,0959

0,0993

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

A1TE44 MYCVP

23475.8

204,62

23476

19,25

0,0900
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Description Accession MW

50S ribosomal protein L1 - M.

. RL1 MYCUA 24798.2 | 152,73 | 24798 | 10,67 2 0,0362 | 0,0566 | 0,04 0,03 204,68 | 24798 | 15,56 3 |[0,0618|0,0924( 0,06 0,02
ulcerans (strain Agy99)

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / | A1T8K7 MYCVP | 34768.65 | 153,84 | 34769 9,49 3 0,0395 | 0,0617| 0,04 0,05 227,51 | 34769 | 12,34 4 10,0587 0,0877| 0,06 0,05
PYR-1)

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9F5 MYCVP | 26076.4 | 239,86 | 26076 | 18,57 3 10,0790 |0,0863| 0,05 0,07 | 272,71 | 26076 | 18,57 3 10,0836 |0,0873| 0,06 0,07

NusA antitermination factor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / AlT7H6 _MYCVP | 35949.75 ] 167,12 | 35950 7,06 2 0,0242 | 0,0378| 0,05 0,07 | 212,73 | 35950 | 15,34 4 [0,0565|0,0845| 0,06 0,07
PYR-1)

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | AITE64 MYCVP | 17651.07 | 121,43 | 17651 | 13,13 2 0,0883|0,0830| 0,07 0,09 122,67 |17651| 15,00 2 10,0935|0,0840| 0,06 0,07
PYR-1)

TspO and MBR like proteins
precursor - M. vanbaalenii (strain | ALTAH9 MYCVP | 18561.84 | 189,62 | 18562 | 22,62 2 [0,0830|0,0784( 0,05 0,07 | 174,03 | 18562 | 22,62 2 [0,1296|0,0794( 0,06 0,07
DSM 7251 / PYR-1)

Acetolactate synthase, small

. . A1UE94 MYCSK | 18653.15| 160,64 | 18653 | 13,61 2 0,0499 | 0,0779| 0,07 0,03 160,31 | 18653 | 13,61 2 10,0528 |0,0788| 0,06 0,04
subunit - M. sp. (strain KMS) -

Succinate dehydrogenase subunit
B - M. vanbaalenii (strain DSM Al1T1T2 MYCVP | 28676.02 | 188,53 | 28676 | 15,38 3 |0,0700|0,0770| 0,05 0,07 | 213,75 | 28676 | 15,38 3 10,0741 |0,0779| 0,06 0,07
7251 / PYR-1)

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain Al1TG12 MYCVP | 19665.93 | 175,48 | 19666 | 25,28 2 10,0773|0,0734( 0,08 0,10 | 175,84 | 19666 | 25,28 2 10,0818|0,0743( 0,06 0,07
DSM 7251 / PYR-1)

Transaldolase - M. vanbaalenii

. A1T8M6 MYCVP | 40171.68 | 450,46 | 40172 25,75 7 0,1131|0,1474| 0,11 0,14 266,03 | 40172 11,23 4 0,0496 | 0,0742| 0,06 0,07
(strain DSM 7251 / PYR-1) AR A

Glycosyl transferase, group 1 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TFR7 MYCVP | 40987.58 | 180,89 | 40988 | 10,47 3 10,0457 |0,0513| 0,07 0,09 270,72 | 40988 | 14,25 4 (10,0484 |0,0723| 0,06 0,07
PYR-1)

O-methyltransferase domain
protein - M. vanbaalenii (strain A1T9S0 MYCVP | 31157.22 ] 212,15 | 31157 | 10,25 2 0,0448 | 0,0441| 0,04 0,05 242,66 | 31157 | 13,43 3 |[0,0671|0,0709( 0,06 0,07
DSM 7251 / PYR-1)

HAD-superfamily subfamily 1B
hydrolase, TIGR01490 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T3D1 MYCVP | 31721.56 | 309,99 | 31722 | 28,28 5 [0,1047|0,1285( 0,08 0,10 | 233,39 |31722| 18,18 3 [0,0656|0,0695( 0,06 0,07
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Description

Accession

MW

S-adenosylmethionine synthetase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

METK MYCVP

42787.05

682,19

42787

37,09

10

0,1634

0,2217

0,15

0,17

279,39

42787

14,43

0,0461

0,0689

ANNEXES

0,06

0,07

RNA methyltransferase, TrmH
family, group 3 - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TG08 MYCVP

32500.22

144,31

32500

11,19

0,0427

0,0421

0,04

0,05

229,64

32500

12,54

0,0638

0,0676

0,06

0,07

Fructose-bisphosphate aldolase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAD8 MYCVP

33016.05

243,62

33016

14,67

0,0590

0,0655

0,05

0,07

250,88

33016

19,21

0,0443

0,0663

0,06

0,07

Protein translocase subunit secF -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T892 MYCVP

45156.83

416,87

45157

19,51

0,0533

0,0834

0,07

0,09

324,63

45157

11,71

0,0434

0,0648

0,06

0,07

D-amino-acid dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITEF3_MYCVP

45479.86

532,77

45480

29,63

0,1302

0,1755

0,16

0,21

245,10

45480

8,33

0,0430

0,0643

0,06

0,07

Solute-binding protein precursor -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AL1TFW4 MYCVP

36488.02

178,26

36488

13,60

0,0525

0,0585

0,05

0,07

299,18

36488

17,82

0,0396

0,0592

0,06

0,07

Ppx/GppA phosphatase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T3C1 _MYCVP

36851.17

398,11

36851

18,52

0,1058

0,1066

0,09

0,12

192,03

36851

8,66

0,0392

0,0586

0,06

0,07

Putative esterase precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITGWO MYCVP

37525.6

168,22

37526

12,46

0,0362

0,0566

0,05

0,07

247,32

37526

11,33

0,0536

0,0572

0,06

0,04

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AlT7G3_MYCVP

37552.31

358,49

37552

22,87

0,1237

0,1608

0,11

0,14

135,30

37552

9,97

0,0383

0,0572

0,06

0,07

FAD dependent oxidoreductase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9X2 MYCVP

52495.54

257,40

52496

13,00

0,0346

0,0540

0,05

0,07

263,31

52496

11,74

0,0366

0,0546

0,06

0,07

Adenylosuccinate lyase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITFG6_MYCVP

53447.82

291,86

53448

10,72

0,0338

0,0529

0,05

0,07

275,13

53448

10,52

0,0358

0,0535

0,06

0,07

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TF13 MYCVP

40625.74

202,99

40626

12,47

0,0332

0,0519

0,04

0,05

186,47

40626

11,92

0,0352

0,0525

0,06

0,07
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Description

Accession

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TB27 MYCVP

27095.94

219,01

27096

16,26

0,1004

0,0821

0,08

0,10

125,38

27096

13,01

0,0556

0,0519

ANNEXES

0,06

0,07

Triosephosphate isomerase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

TPIS MYCVP

27396.01

155,73

27396

17,27

0,0521

0,0814

0,04

0,05

150,71

27396

12,45

0,0344

0,0514

0,06

0,07

Phosphoglycerate kinase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

PGK_MYCVP

42101.95

306,01

42102

19,41

0,0579

0,0905

0,07

0,09

225,55

42102

11,78

0,0337

0,0504

0,06

0,07

Acetyl-CoA acetyltransferases - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TE52 MYCVP

42307.06

583,14

42307

33,33

0,1897

0,1934

0,17

0,22

196,52

42307

11,20

0,0335

0,0501

0,06

0,07

FAD-dependent pyridine
nucleotide-disulphide
oxidoreductase precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9A9 MYCVP

58458.25

252,13

58458

9,42

0,0395

0,0617

0,07

0,09

204,80

58458

7,34

0,0324

0,0484

0,06

0,07

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1

Carbohydrate kinase, YjeF related

A1TGZ6 _MYCVP

14692.24

108,59

14692

15,79

0,0660

0,0457

0,07

0,09

121,25

14692

15,79

0,0699

0,0463

0,06

0,07

DSM 7251/ PYR-1)

Putative uncharacterized protein

protein - M. vanbaalenii (strain Al1T564 MYCVP | 46796.5 | 165,89 | 46797 8,32 3 0,0284 | 0,0443| 0,07 0,09 ] 160,90 | 46797 7,44 0,0300 | 0,0449| 0,06 0,07
DSM 7251 / PYR-1)

Signal peptide peptidase SppA,

67K type - M. vanbaalenii (strain Al1T4S7 MYCVP | 62674.56 | 972,53 | 62675 | 30,40 12 10,1630 0,1686| 0,21 0,28 227,32 | 62675 9,31 0,0300 | 0,0448| 0,06 0,07

DSM 7251/ PYR-1)

precursor - M. vanbaalenii (strain A1T584 MYCVP | 32380.55| 322,65 | 32381 | 20,75 4 (10,1019 |0,0945( 0,09 0,12 ] 185,48 | 32381 8,50 0,0454 | 0,0428| 0,06 0,07
DSM 7251 / PYR-1)

Extracellular solute-binding protein,

family 1 - M. vanbaalenii (strain A1T855 MYCVP | 50055.73 | 725,75 | 50056 | 32,32 10 |0,13040,1782| 0,22 0,29 ] 259,96 | 50056 8,57 0,0279 | 0,0417| 0,06 0,07
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Description

Elongation factor Tu -
Pseudonocardia sp. AL040410-06

Accession

A6N2A3 9PSEU

MW

35076.09

125,01

35076

12,58

0,0548

0,0387

0,07

0,02

138,99

35076

12,58

0,0580

0,0391
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0,06

0,02

Extracellular solute-binding protein,
family 1 precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

ALITHX5 MYCVP

36821.54

606,36

36822

37,72

0,1771

0,1653

0,15

0,19

142,90

36822

9,94

0,0549

0,0372

0,06

0,07

Ferredoxin-dependent glutamate
synthase precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1THG2 MYCVP

58184.61

675,77

58185

27,34

12

0,1336

0,1864

0,17

0,17

165,03

58185

6,37

0,0237

0,0354

0,06

0,07

Probable propionyl-CoA
carboxylase beta chain 5 - M.
leprae

PCCB_MYCLE

59359.21

269,17

59359

8,91

0,0388

0,0471

0,07

0,03

240,68

59359

8,91

0,0319

0,0347

0,06

0,04

Serine/threonine protein kinase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T27Z1 MYCVP

82008.88

452,10

82009

8,72

0,0396

0,0618

0,09

0,05

188,35

82009

4,97

0,0224

0,0335

0,06

0,07

FAD dependent oxidoreductase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T596_MYCVP

63059.28

633,50

63059

27,34

0,1194

0,1144

0,18

0,24

194,26

63059

7,96

0,0298

0,0324

0,06

0,07

NADH-quinone oxidoreductase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T6A0_MYCVP

84389.45

273,20

84389

7,43

0,0262

0,0409

0,08

0,10

215,22

84389

6,13

0,0217

0,0324

0,06

0,07

Extracellular solute-binding protein,
family 1 precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TAIS_MYCVP

42304.06

736,50

42304

37,50

0,3069

0,1934

0,28

0,36

171,23

42304

9,90

0,0335

0,0320

0,06

0,07

1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate
synthase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

DXS_MYCVP

68008.51

186,71

68009

5,34

0,0189

0,0296

0,04

0,05

197,61

68009

6,96

0,0274

0,0299

0,06

0,07

ABC transporter domain protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9W5 MYCVP

70603.86

247,60

70604

8,74

0,0249

0,0388

0,05

0,07

160,06

70604

4,37

0,0192

0,0287

0,06

0,07

Serine hydroxymethyltransferase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AI1TE31 MYCVP

51510.08

360,28

51510

13,68

0,0352

0,0550

0,05

0,07

134,22

51510

5,13

0,0174

0,0260

0,06

0,07

- 222 -




Description

Accession

MW

Cytochrome bd ubiquinol oxidase,
subunit | - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T8Y7 MYCVP

53643.6

186,76

53644

10,06

0,0337

0,0382

0,08

0,10

193,81

53644

6,98

0,0356

0,0249

ANNEXES

0,06

0,07

Prolipoprotein diacylglyceryl
transferase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T8X6_MYCVP

84815.45

252,58

84815

4,44

0,0150

0,0234

0,05

0,07

227,27

84815

4,44

0,0158

0,0237

0,06

0,07

Delta-1-pyrroline-5-carboxylate
dehydrogenase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TDQ1 MYCVP

58543.4

151,43

58543

4,14

0,0222

0,0225

0,04

0,05

140,79

58543

3,95

0,0235

0,0227

0,06

0,07

DNA polymerase | - M. smegmatis
(strain ATCC 700084 / mc(2)155)

A0QYZ2 MYCS2

99836.25

247,81

99836

7,17

0,0218

0,0341

0,07

0,02

157,55

99836

4,19

0,0134

0,0200

0,06

0,02

Phosphoenolpyruvate carboxylase
- M. gilvum PYR-GCK

A4TC23 9MYCO

103365.2

246,24

103365

5,64

0,0165

0,0258

0,05

0,00

166,28

103365

3,41

0,0129

0,0192

0,06

0,00

ATPase, P-type - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TF11 MYCVP

85584.61

362,53

85585

9,13

0,0258

0,0403

0,07

0,09

136,21

85585

3,47

0,0157

0,0153

0,06

0,07

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T268 MYCVP

48784.47

469,51

48784

20,75

0,1534

0,0947

0,28

0,36

101,09

48784

3,61

0,0397

0,0133

0,06

0,07

Microcompartments protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AI1TGN5_MYCVP

9248.77

131,92

9249

27,38

0,2149

0,1830

0,05

0,07

176,45

9249

40,48

0,2274

0,3398

0,04

0,05

Pyridoxamine 5'-phosphate
oxidase-related, FMN-binding - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITAN1 MYCVP

14983.94

153,79

14984

17,65

0,0649

0,1014

0,04

0,05

224,37

14984

25,00

0,1164

0,1740

0,04

0,05

Ribosomal protein L24 -
Thermosinus carboxydivorans
Norl

AIHOMZ2 9FIRM

11827.65

133,81

11828

10,28

0,0861

0,1345

0,05

0,07

173,91

11828

10,28

0,0911

0,1361

0,04

0,05

Putative conserved
transmembrane protein precursor -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T3D8_MYCVP

18539.74

240,07

18540

26,79

0,1224

0,1913

0,05

0,07

196,03

18540

19,64

0,0879

0,1313

0,04

0,05

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AITFT2 MYCVP

19013.88

174,60

19014

20,35

0,0806

0,1260

0,05

0,07

197,74

19014

20,35

0,0853

0,1275

0,04

0,05

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TD11 MYCVP

12756.88

133,92

12757

14,78

0,0787

0,1230

0,05

0,07

120,55

12757

14,78

0,0833

0,1245

0,04

0,05
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Description

Accession

MW

RNA polymerase, sigma-24
subunit, ECF subfamily - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T590_MYCVP

20584.74

121,01

20585

21,93

0,0447

0,0698

239,22

20585

22,22

0,0774

0,1157

ANNEXES

Succinate dehydrogenase,
cytochrome b subunit - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T5G8 MYCVP

15969.48

126,08

15969

19,31

0,0601

0,0939

0,03

0,03

127,06

15969

19,31

0,1070

0,0950

0,04

0,05

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGN3 _MYCVP

17662.6

227,25

17663

36,88

0,0883

0,1380

211,29

17663

20,63

0,0935

0,0840

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. gilvum PYR-GCK

A4TFK5 9MYCO

27307.36

210,46

27307

17,93

0,0742

0,0814

223,69

27307

18,73

0,0551

0,0823

Polyphosphate glucokinase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T7X5 MYCVP

27745.35

292,69

27745

28,57

0,0731

0,1143

230,68

27745

23,02

0,0543

0,0812

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T871 MYCVP

28008.81

160,44

28009

16,14

0,0506

0,0791

149,58

28009

20,08

0,0536

0,0800

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TCH5 MYCVP

28124.81

190,51

28125

17,65

0,0504

0,0787

228,85

28125

17,11

0,0533

0,0797

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1

Thiosulfate sulfurtransferase - M.

vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TH97 MYCVP

AITFC2 MYCVP

19064.04

30824.39

313,25

120,51

19064

30824

20,81

0,0806

0,0285

0,1260

0,0446

179,27

170,15

19064

30824

19,65

13,21

0,0517

0,0480

0,0773

0,0718

Transcriptional regulator, PadR
family - M. vanbaalenii (strain DSM
7251 / PYR-1)

Al1THZ2 MYCVP

20570.68

197,99

20571

0,0732

0,0698

172,45

20571

14,44

0,0473

0,0706
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Description Accession MW

GCNb5-related N-acetyltransferase
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251 | AITBY3 MYCVP | 22322.03 | 106,16 | 22322 7,43 1 0,0407 | 0,0294 | 0,04 0,05 | 154,55 |22322 | 12,38 2 |[0,0700|0,0643( 0,04 0,05
/ PYR-1)

Luciferase family protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TF83 MYCVP | 36381.13 | 246,72 | 36381 | 11,52 4 [0,0527|0,0823( 0,07 0,09 ]208,74 | 36381 8,79 3 [0,0398|0,0594( 0,04 0,05
PYR-1)

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain | AITELO_MYCVP | 11755.04 | 94,02 | 11755 | 13,21 1 |0,0871|0,0585( 0,03 0,03 98,10 | 11755 | 13,21 1 |0,0921|0,0592| 0,04 0,05
DSM 7251 / PYR-1)

Patatin - M. vanbaalenii (strain

A1T466_MYCVP | 37100.29 | 222,68 | 37100 | 11,87 3 [0,0367|0,0573( 0,04 0,05 | 247,49 | 37100 | 11,87 3 [0,0388|0,0580( 0,04 0,05
DSM 7251 / PYR-1) -

NAD-dependent
epimerase/dehydratase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TCV4 MYCVP | 38174.78 | 279,25 | 38175 | 14,70 4 [0,0498|0,0778( 0,05 0,07 | 188,89 | 38175 | 10,37 3 [0,0377|0,0563( 0,04 0,05

IMP dehydrogenase family protein
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251 | A1T594 MYCVP | 39386.35 | 216,27 | 39386 | 18,44 4 10,0480 |0,0750| 0,05 0,07 161,99 | 39386 | 13,69 3 10,0364 |0,0544] 0,04 0,05
/ PYR-1)

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | ALTGR5 MYCVP | 39471.7 | 471,78 | 39472 | 31,56 7 0,1367|0,1507| 0,12 0,14 188,47 | 39472 | 10,89 3 [0,0363|0,0542( 0,04 0,05
PYR-1)

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | AITDX3 MYCVP | 26123.57 | 118,97 | 26124 6,75 1 |0,0342|0,0250( 0,03 0,03 121,88 |26124| 10,13 2 10,0362 |0,0541| 0,04 0,05
PYR-1)

Alcohol dehydrogenase GroES
domain protein - M. vanbaalenii A1TH77 MYCVP | 40115.79 | 516,50 | 40116 | 24,45 7 0,1131|0,1474| 0,12 0,16 | 155,17 | 40116 | 10,36 3 |[0,0356|0,0532| 0,04 0,05
(strain DSM 7251 / PYR-1)

NAD-dependent
epimerase/dehydratase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T3C8 MYCVP |40120.95| 318,15 | 40121 | 24,45 6 |0,0772|0,1206| 0,08 0,10 | 124,72 | 40121 | 10,99 3 [0,0356|0,0532( 0,04 0,05

Citrate synthase - M. vanbaalenii

R A1TF47 MYCVP | 40324.59 | 128,07 | 40325 8,20 2 0,0213|0,0333| 0,03 0,03 | 141,60 | 40325 14,75 3 0,0354 [ 0,0529| 0,04 0,05
(strain DSM 7251 / PYR-1) S ——

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1T8L5 MYCVP | 13329.06 | 99,58 | 13329 | 11,57 1 0,0740 | 0,0506| 0,05 0,07 117,82 | 13329 | 11,57 1 ]0,0343|0,0512| 0,04 0,05
PYR-1)
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Description

Accession

MW

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAN4 MYCVP

27774.22

372,19

27774

24,24

0,0973

0,1137

0,09

0,12

248,99

27774

14,39

0,0541

0,0505

ANNEXES

0,04

0,05

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAC1 MYCVP

28667.0

179,59

28667

12,69

0,0308

0,0482

0,03

0,03

187,73

28667

14,62

0,0521

0,0488

0,04

0,05

M18 family aminopeptidase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TFE2 MYCVP

44549.45

260,08

44549

13,86

0,0416

0,0650

0,07

0,09

216,69

44549

7,67

0,0317

0,0473

0,04

0,05

Binding-protein-dependent
transport systems inner membrane
component precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T8D1_MYCVP

31282.83

150,22

31283

7,39

0,0281

0,0439

0,05

0,07

142,36

31283

7,39

0,0297

0,0444

0,04

0,05

Putative conserved membrane
protein precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Al1T273 MYCVP

47303.83

342,27

47304

13,49

0,0504

0,0788

0,08

0,10

151,66

47304

7,67

0,0296

0,0443

0,04

0,05

Putative conserved
transmembrane protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T270 MYCVP

31466.74

167,90

31467

15,38

0,0443

0,0692

0,05

0,07

204,78

31467

10,84

0,0295

0,0441

0,04

0,05

Putative uncharacterized protein -
M. gilvum PYR-GCK

A4TBD7 9MYCO

47878.93

170,72

47879

6,90

0,0277

0,0432

0,04

0,02

166,91

47879

6,90

0,0293

0,0437

0,04

0,02

Putative uncharacterized protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T9P6 _MYCVP

48456.45

288,28

48456

10,91

0,0378

0,0591

0,05

0,07

180,86

48456

7,50

0,0289

0,0432

0,04

0,05

Superoxide dismutase - M.
austroafricanum

Q60QF34 9MYCO

16288.15

100,67

16288

19,59

0,0587

0,0411

0,04

0,05

124,07

16288

19,59

0,0278

0,0416

0,04

0,05

Aminotransferase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T5F0_MYCVP

50427.5

135,81

50428

8,30

0,0261

0,0408

0,04

0,03

177,66

50428

10,04

0,0276

0,0413

0,04

0,05

Diacylglycerol kinase, catalytic
region - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T605 MYCVP

34041.72

135,04

34042

8,74

0,0256

0,0400

0,04

0,05

148,31

34042

8,74

0,0271

0,0405

0,04

0,05

Signal transduction histidine-
protein kinase/phosphatase mprB -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

MPRB_MYCVP

51928.28

376,11

51928

13,98

0,0681

0,0880

0,09

0,12

169,49

51928

8,05

0,0268

0,0401

0,04

0,05
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Description

Accession

MW

Phosphoesterase, PA-
phosphatase related - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T278 MYCVP

52482.83

279,66

52483

12,55

0,0346

0,0540

0,05

0,07

133,69

52483

9,05

0,0265

0,0396

ANNEXES

0,04

0,05

NAD-dependent
epimerase/dehydratase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TED4 MYCVP

35464.46

288,12

35464

24,22

0,0903

0,1116

0,09

0,12

150,21

35464

7,45

0,0259

0,0387

0,04

0,05

Aldehyde dehydrogenase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGN1 MYCVP

54373.26

415,57

54373

14,31

0,0533

0,0671

0,13

0,17

252,08

54373

9,31

0,0255

0,0381

0,04

0,05

DNA-directed RNA polymerase
subunit alpha - Corynebacterium
jeikeium (strain K411)

RPOA_CORJK

36794.73

208,72

36795

11,08

0,0682

0,0579

0,07

0,00

124,90

36795

7,19

0,0392

0,0372

0,04

0,00

NUDIX hydrolase precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T873 MYCVP

37225.59

296,24

37226

18,05

0,0512

0,0800

0,07

0,09

154,69

37226

8,58

0,0387

0,0367

0,04

0,05

CHAD domain containing protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1TB47 MYCVP

57096.38

476,58

57096

19,27

0,0502

0,0785

0,08

0,10

216,64

57096

11,18

0,0242

0,0361

0,04

0,05

DEAD/DEAH box helicase domain
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TDJ5 MYCVP

61973.7

1104,39

61974

44,94

19

0,2358

0,3387

0,26

0,29

177,95

61974

6,04

0,0221

0,0331

0,04

0,05

DNA gyrase subunit B - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T107 MYCVP

74244.1

172,96

74244

3,41

0,0112

0,0175

0,03

0,03

209,03

74244

5,04

0,0183

0,0273

0,04

0,05

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T4D2_MYCVP

76478.39

139,10

76478

4,46

0,0167

0,0170

0,04

0,05

186,11

76478

6,78

0,0177

0,0264

0,04

0,05

GTP-binding protein engA - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

ENGA MYCVP

50827.64

245,01

50828

16,23

0,0358

0,0560

0,05

0,07

138,37

50828

7,79

0,0177

0,0264

0,04

0,05

Putative uncharacterized protein -
Corynebacterium glutamicum
(strain R)

A40DW3 CORGB

54097.54

273,36

54098

8,55

0,0431

0,0521

0,07

0,02

136,77

54098

4,28

0,0256

0,0247

0,04

0,02

Serine/threonine protein kinase -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T124 MYCVP

66729.15

259,15

66729

10,07

0,0264

0,0413

0,05

0,07

140,91

66729

6,93

0,0133

0,0198

0,04

0,05
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Accession

MW

DEAD/DEAH box helicase domain
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TANS MYCVP

101987.03

440,28

101987

0,0309

0,0483

197,31

101987

0,0131

0,0195

ANNEXES

Acyl-CoA dehydrogenase - M.
ulcerans (strain Agy99)

AOPN85 MYCUA

71849.81

132,73

71850

0,0116

0,0181

143,56

71850

0,0189

0,0184

Malate synthase G - Nocardia
farcinica

MASZ NOCFA

79210.11

188,20

79210

0,0161

0,0252

152,69

79210

0,0111

0,0166

Condensin subunit Smc - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T740 MYCVP

129506.76

282,37

129507

0,0165

0,0258

166,99

129507

0,0102

0,0152

DNA-directed RNA polymerase
beta subunit - Flavobacteriales
bacterium HTCC2170

A4AT69 9FLAO

142511.7

122,80

142512

0,0057

0,0090

167,61

142512

0,0092

0,0138

Cold-shock DNA-binding protein
family - M. vanbaalenii (strain DSM
7251/ PYR-1

Redoxin domain protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TF67 MYCVP

A1TCJ7_MYCVP

14952.83

17154.88

147,97

139,45

14953

17155

19,35

0,0649

0,0551

0,1014

0,0861

163,99

162,13

14953

17155

19,35

0,0686

0,0583

0,1026

0,0872

Single-stranded DNA-binding
protein - M. ulcerans (strain Agy99)

AOPKH6_MYCUA

17648.73

173,66

17649

18,75

0,0535

0,0836

167,18

17649

18,75

0,0566

0,0846

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TG98 MYCVP

19251.33

147,12

19251

13,71

0,0482

0,0753

135,81

19251

13,71

0,0510

0,0762

Transcriptional regulator, TetR
family - M. vanbaalenii (strain DSM
7251 / PYR-1)

A1T791 MYCVP

19574.26

131,42

19574

12,99

0,0473

0,0739

129,70

19574

12,99

0,0500

0,0748

Microcompartments protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGN2 MYCVP

21284.04

123,61

21284

11,62

0,0431

0,0673

136,41

21284

11,62

0,0456

0,0681

Putative conserved
transmembrane protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T7U3_MYCVP

21367.31

136,62

21367

16,49

0,0428

0,0669

184,15

21367

16,49

0,0453

0,0677
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PYR-1)

Description Accession MW
RNA polymerase sigma factor sigK
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251 SIGK MYCVP | 21619.14 | 139,35 | 21619 | 13,27 2 10,0423 |0,0662| 0,04 0,05 |137,91 |21619| 13,27 2 10,0448 |0,0669| 0,03 0,04
/ PYR-1)
Beta-lg-H3/fasciclin precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1T7C3 MYCVP | 22395.92 | 240,83 | 22396 | 21,59 2 10,0407 |0,0636| 0,07 0,09 | 143,65 |22396 | 23,44 2 10,0430|0,0643| 0,03 0,04

Transcriptional regulator, TetR
family - M. vanbaalenii (strain DSM

7251/ PYR-li

FAD-binding 9, siderophore-
interacting domain protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAJS5 MYCVP

A1TDJ3_MYCVP

23268.17 | 122,65 | 23268 | 10,43 2 10,0631|0,0609| 0,04 0,05 | 135,39 |23268 | 10,43 2 10,0412 |0,0616| 0,03 0,04

26100.43 | 153,41 | 26100 | 8,86 2 [0,0342|0,0534( 0,03 0,03 | 162,71 | 26100 | 8,86 2 |[0,0362|0,0541( 0,03 0,04

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TDY1 MYCVP

26415.42 | 153,49 | 26415 | 10,42 2 [0,0339|0,0529( 0,03 0,03 | 158,65 | 26415 | 10,42 2 [0,0358|0,0535( 0,03 0,04

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TH92 MYCVP

26615.09 | 168,42 | 26615 | 17,01 3 [0,0539|0,0842( 0,04 0,05 | 157,64 | 26615 | 11,62 2 0,0355|0,0531| 0,03 0,04

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T885 MYCVP

13201.29| 98,59 | 13201 | 11,67 1 |0,0330|0,0516| 0,03 0,03 | 94,35 | 13201 | 11,67 1 10,0349 |0,0522| 0,03 0,04

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T902_MYCVP

27377.4 | 121,65 | 27377 | 12,50 2 [0,0325|0,0508( 0,03 0,03 | 128,71 | 27377 9,27 2 [0,0344|0,0514( 0,03 0,04

Cobyrinic acid a,c-diamide
synthase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

Al1T611 MYCVP

28162.93 | 137,88 | 28163 | 10,16 2 ]0,0315|0,0492| 0,03 0,03 |162,33 | 28163 | 8,98 2 ]0,0333/0,0498| 0,03 0,04

ABC transporter-related protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T300_MYCVP

31880.96 | 219,11 | 31881 | 12,11 3 [0,0436|0,0681( 0,04 0,05 | 140,18 | 31881 8,30 2 10,0291|0,0434| 0,03 0,04
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Description

Accession

MW

Metallophosphoesterase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TGB3 MYCVP

34633.73

97,66

34634

7,01

0,0251

0,0186

0,03

0,03

135,76

34634

11,78

0,0265

0,0397

ANNEXES
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0,04

SMP-30/Gluconolaconase/LRE
domain protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TATO MYCVP

35077.95

379,23

35078

23,27

0,0914

0,1129

0,08

0,10

147,75

35078

8,18

0,0262

0,0391

0,03

0,04

Luciferase family protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T2Y6 MYCVP

37509.93

185,33

37510

10,88

0,0363

0,0568

0,05

0,07

149,89

37510

8,24

0,0244

0,0365

0,03

0,04

Phospholipid/glycerol
acyltransferase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T3C9_MYCVP

38757.99

142,65

38758

5,68

0,0222

0,0347

0,04

0,05

144,40

38758

5,68

0,0235

0,0352

0,03

0,04

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1T419 MYCVP

39044.07

342,33

39044

13,28

0,0635

0,0757

0,07

0,09

134,12

39044

6,50

0,0234

0,0349

0,03

0,04

Monooxygenase, FAD-binding - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TC37 MYCVP

40506.33

182,94

40506

11,41

0,0465

0,0521

0,07

0,09

126,88

40506

7,88

0,0225

0,0336

0,03

0,04

Colicin V production protein
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TGAO_MYCVP

40766.69

131,81

40767

6,49

0,0330

0,0329

0,04

0,05

123,97

40767

10,34

0,0223

0,0333

0,03

0,04

O-succinylhomoserine
sulfhydrylase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Al1T2X6_MYCVP

43764.32

103,20

43764

4,28

0,0195

0,0147

0,03

0,03

132,35

43764

7,05

0,0207

0,0309

0,03

0,04

Superoxide dismutase, copper/zinc
binding precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T323 MYCVP

23155.2

194,72

23155

12,38

0,0635

0,0992

0,04

0,05

141,11

23155

12,38

0,0414

0,0287

0,03

0,04

Amine oxidase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T687 MYCVP

48125.63

299,58

48126

9,89

0,0381

0,0595

0,09

0,12

159,46

48126

4,94

0,0187

0,0280

0,03

0,04

Conserved hypothetical proline
and alanine rich protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T181 MYCVP

49165.82

106,22

49166

3,59

0,0083

0,0130

0,01

0,02

135,06

49166

6,95

0,0183

0,0274

0,03

0,04

Acyl-CoA dehydrogenase domain
protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T1B7 MYCVP

49106.41

232,95

49106

9,19

0,0269

0,0420

0,04

0,02

123,23

49106

6,73

0,0183

0,0274

0,03

0,04
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Description

Accession

MW

Peptidase M1, membrane alanine
aminopeptidase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TG58 MYCVP

50569.67

153,80

50570

6,75

0,0168

0,0262

0,03

0,03

123,51

50570

4,58

0,0178

0,0265

ANNEXES
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Glycosyl transferase, group 1 - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

AI1TFS3_MYCVP

51111.74

564,22

51112

25,43

0,0960

0,1285

0,12

0,16

134,26

51112

5,17

0,0176

0,0262

0,03

0,04

Glycyl-tRNA synthetase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

SYG_MYCVP

53074.58

298,73

53075

12,45

0,0341

0,0532

0,05

0,07

131,97

53075

5,81

0,0169

0,0252

0,03

0,04

Carboxyl transferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

Al1TGV4 MYCVP

55847.71

866,87

55848

35,70

11

0,1754

0,1747

0,20

0,26

134,45

55848

4,93

0,0160

0,0239

0,03

0,04

AMP-dependent synthetase and
ligase - M. vanbaalenii (strain DSM
7251/ PYR-1)

A1TIN1 _MYCVP

58953.94

230,91

58954

11,21

0,0303

0,0474

0,05

0,07

140,08

58954

5,05

0,0151

0,0226

0,03

0,04

Extracellular solute-binding protein,
family 5 precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1TDF9 MYCVP

59078.79

258,39

59079

9,87

0,0390

0,0473

0,09

0,12

146,15

59079

5,77

0,0151

0,0225

0,03

0,04

Protein-export membrane protein
SecD - M. vanbaalenii (strain DSM
7251 / PYR-1)

A1T891 MYCVP

61951.94

239,09

61952

7,28

0,0209

0,0327

0,05

0,07

176,29

61952

4,09

0,0143

0,0214

0,03

0,04

CTP synthase - M. smegmatis
(strain ATCC 700084 / mc(2)155)

A0QYQ7 MYCS2

64218.97

150,05

64219

4,80

0,0131

0,0204

0,03

0,03

124,64

64219

4,46

0,0138

0,0206

0,03

0,04

Proton-translocating NADH-
quinone oxidoreductase, chain L
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T695 _MYCVP

65598.49

375,19

65598

10,74

0,0270

0,0422

0,07

0,09

195,29

65598

6,71

0,0135

0,0202

0,03

0,04

AMP-dependent synthetase and
ligase - M. vanbaalenii (strain DSM
7251 / PYR-1)

AITGV6_MYCVP

68263.78

133,30

68264

4,84

0,0189

0,0295

0,04

0,02

123,37

68264

4,35

0,0130

0,0194

0,03

0,04

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T9P3 MYCVP

37173.51

206,61

37174

13,95

0,0367

0,0573

0,05

0,07

112,88

37174

4,75

0,0247

0,0176

0,03

0,04

Alpha/beta hydrolase fold
precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1T567_MYCVP

39006.21

248,55

39006

12,15

0,0485

0,0542

0,05

0,07

92,78

39006

4,52

0,0234

0,0167

0,03

0,04
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Description

Accession

MW

PE-PGRS family protein precursor
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

A1TFR1 MYCVP

42924.24

632,01

42924

32,54

0,0710

0,0885

0,16

0,21

95,84

42924

6,15

0,0101

0,0152

ANNEXES
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ATP synthase F1, beta subunit -
Elusimicrobium minutum Peil91

A9HZ27 9BACT

52636.52

98,92

52637

3,35

0,0078

0,0121

0,04

0,05

104,02

52637

3,35

0,0170

0,0123

0,03

0,04

ABC transporter-related protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TBN7 MYCVP

70697.6

373,60

70698

12,15

0,0392

0,0498

0,08

0,09

91,60

70698

2,65

0,0125

0,0091

0,03

0,04

Cell divisionFtsK/SpolllE precursor
- M. vanbaalenii (strain DSM 7251
/ PYR-1)

A1T261 MYCVP

145791.36

936,87

145791

17,36

15

0,0616

0,0772

0,30

0,33

136,48

145791

2,19

0,0059

0,0089

0,03

0,04

Phosphoribosylformylglycinamidine
synthase 2 - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

PURL _MYCVP

80664.58

149,92

80665

2,86

0,0103

0,0161

0,03

0,03

108,60

80665

1,50

0,0053

0,0080

0,03

0,04

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1TAP5 MYCVP

6970.22

171,95

6970

33,33

0,1728

0,2700

0,07

0,09

96,11

6970

31,75

0,0708

0,1057

0,01

0,02

Phosphatidyl-N-
methylethanolamine N-
methyltransferase /
phosphatidylethanolamine N-
methyltransferase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1)

A1T9A4 MYCVP

23797.26

116,85

23797

6,94

0,0379

0,0275

0,03

0,03

97,14

23797

6,94

0,0186

0,0278

0,01

0,02

Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T3N2_MYCVP

31820.86

136,31

31821

5,88

0,0130

0,0204

0,03

0,03

110,88

31821

5,88

0,0138

0,0206

0,01

0,02

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T6F9_MYCVP

32481.69

101,71

32482

5,08

0,0128

0,0199

0,03

0,03

108,21

32482

5,08

0,0135

0,0202

0,01

0,02

Sulfate ABC transporter, ATPase
subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1)

A1TBV3 MYCVP

36495.4

224,81

36495

16,76

0,0374

0,0585

0,04

0,05

103,58

36495

6,18

0,0120

0,0179

0,01

0,02

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /
PYR-1)

A1T3C2 _MYCVP

40980.89

93,29

40981

4,84

0,0100

0,0157

0,03

0,03

110,95

40981

4,84

0,0106

0,0159

0,01

0,02
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Description Accession MW

Aminodeoxychorismate lyase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T8FO MYCVP | 45106.07 | 340,76 | 45106 | 16,83 5 [0,0533|0,0834( 0,07 0,09 96,95 | 45106 3,41 1 ]0,0096|0,0144( 0,01 0,02
PYR-1)

Putative uncharacterized protein -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1T5H2 MYCVP | 46538.4 | 168,15 | 46538 5,20 2 (0,0183|0,0286( 0,04 0,05 97,04 | 46538 3,31 1 ]0,0093|0,0139| 0,01 0,02
PYR-1)

GAF sensor signal transduction
histidine kinase - M. vanbaalenii A1T4X9 MYCVP | 60624.45] 383,78 | 60624 | 14,34 5 0,03780,0591| 0,07 0,09 ] 103,05 | 60624 3,45 1 ]0,0071|0,0106| 0,01 0,02
(strain DSM 7251 / PYR-1)

Putative feruloyl-CoA synthetase -

. Q6N943 RHOPA | 68499.87 | 98,34 | 68500 1,77 1 0,0059 | 0,0093| 0,03 0,03 93,80 | 68500 1,77 1 |0,0063|0,0094| 0,01 0,02
Rhodopseudomonas palustris
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Table S3: Proteins found to be specific to 2-EHN or aagtown cells.
Proteins were ordered according to their relatimenalance (decreasing), calculated on the bas@aifdpectral counts

ANNEXES

2-EHN emPAl SpCount
%Abdc | sAbde | *AP 70A00C
Description Accession Score Mass | Coverage |#peps MW emPAIl | notre P
SpC |unique
Mascot | emPAlI
total S
g’:‘rg:'éec‘f;e)d RNA polymerase subunit beta’ - Frankia sp, RPOC FRASC | 88331 143811 | 987 | 13 | 143810,9| 0,0532 | 00671045 | 0,00
Cytochrome P450 alkane hydroxylase - M. sp, HXN-1500 Q65A64 9MYCO | 881,79 | 47646 36,26 11 | 47645,81| 0,4338 | 0,2207 | 0,34 | 0,44
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase / short chain enoyl-CoA
hydratase . M. vanbaaloni (train DSM 7251 1 PYR-1) ALTF87 MYCVP | 1096,51 76177 | 2545 | 14 |76176,53| 0,1669 | 0,1616 | 0,30 | 0,31
Cytochrome P450 - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) | A1TGJ1 MYCVP | 789,50 | 47228 26,34 10 | 47228,04| 0,2162 | 0,1951 | 0,27 | 0,34
65 kDa heat shock protein - uncultured bacterium ASDSN4 9BACT | 507,15 | 12411 | 41,07 5 | 12410,62 | 0,6719 | 0,5117 | 0,24 | 0,00
65 kDa heat shock protein - M. sp, WR94 A8BDSMO 9MYCO | 503,98 | 12477 46,02 5 12476,5 | 0,6594 | 0,5039 | 0,24 | 0,02
?'Z%hla;%i‘ﬁnl)phosPhory'ases - M. vanbaaleni (strain DSM | A1 1po7 Mycvp | 680,32 | 96940 | 1578 | 11 | 96939,63 | 0,0586 | 0,0876 | 0,24 | 0,31
Eg’gfrl‘;myc'” esterase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | \1rax7 mycvp | 849,08 | 74587 | 21,68 | 11 | 745865 | 0,114 | 0,1212 | 0,22 | 0,29
Carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP-binding - M.
vanbagleni (strain DSM 7251 / PYR.1) AITCG7 MYCVP | 641,30 | 69177 | 21,18 | 10 | 69176,83 | 0,1113 | 0,1178 | 0,22 | 0,29
E;(i(irl:gosomal protein L3 - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | g, 3 \iyovp | 44429 | 23031 | 4498 | 6 | 2303115 0,3369 | 0.2583 | 0,21 | 0,09
?,gSF{f'Bosoma' protein S2 - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | ooy myvevp | 617,31 | 29855 | 20,66 6 | 2985542 | 0,3079 | 0,798 | 0,21 | 0,27
Non-ribosomal peptide synthetase - M. vanbaalenii (strain
DoM 7251 1 PYR.1) ALTG57 MYCVP | 454,89 | 139528 | 7,27 8 | 139528,4 | 0,0344 | 0,0400 | 0,21 | 0,27
E{’(gf’f)te carboxylase - M. vanbaalenil (strain DSM 7251/ A1T730 MYCVP | 513,69 | 122367 | 8,18 7 | 122367,4| 0,0267 | 0,0399 | 0,21 | 0,27
Glutamate dehydrogenase - M. sp, (strain KMS) AlUJ73 MYCSK | 391,57 | 176501 | 4,18 6 | 176501,1| 0,0180 | 0,0228 | 0,21 | 0,02
Dihydrolipoyl dehydrogenase - M. gilvum PYR-GCK A4T276 9MYCO | 362,08 | 50233 15,79 6 50232,88 | 0,0890 | 0,0926 | 0,20 | 0,04
/Fff(‘l’?”_';‘;‘te hydratase 1 - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | p11g0> mycvp | 573,19 | 103098 | 10,12 | 8 | 103097,6| 0,0487 | 00562 | 0,20 0,15
DNA-directed RNA polymerase - Cyanothece sp, CCY 0110 | A31JL7 9CHRO | 294,98 | 128671 | 3,42 4 | 128670,9 | 0,0214 | 0,0207 | 0,20 | 0,05
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2-EHN emPAl SpCount
0, 0,
%Abdc | %Abde | *AP %0400
Description Accession Score Mass | Coverage |#peps MW emPAIl | notre P
SpC |unique
Mascot | emPAlI
total s
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) AIT1A7 MYCVP | 683,82 | 29920 | 45,96 9 |29920,33| 0,3059 | 0,3265 | 0,17 | 0,22
}V'F?\t(aF'z'_‘iﬁpe”de”t hydrolase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 »1 71> Mycvp | 356,87 | 33041 | 16,00 | 5 |33040,81| 01297 | 0,1234]0,17 | 0,13
DNA-directed RNA polymerase subunit beta -
Sacoharopolyspora erythracs (strain NRRL 23338) RPOB _SACEN | 520,57 | 128603 | 8,13 8 |128603,3| 0,0377 | 0,0438 | 0,17 | 0,02
2-oxoglutarate decarboxylase - M. leprae KGD_MYCLE 369,98 | 136935 571 6 136935,2 | 0,0274 | 0,0299 | 0,17 | 0,00
Elongation factor Tu - M. saskatchewanense A1C3B7 9MYCO | 490,64 | 23443 27,70 6 23443,21| 0,4764 | 0,2512 | 0,15 | 0,00
?é%{sltg'%e_‘i‘)’x'” peroxidase - M. vanbaalenii (strain DSM | n11504 Mycvp | 383,15 | 26586 | 3320 | 5 | 2658621 02176 | 01632 0,15 | 0,20
Metal-dependent hydrolase - M. gilvum PYR-GCK A4TFH6 9MYCO | 355,83 | 33248 | 21,52 5 | 3324801 0,1285 | 0,1224 | 0,15 | 0,11
Transcription termination factor Rho - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) ALTD72 MYCVP | 42542 | 72407 | 12,31 7 | 72406,52 | 0,0566 | 0,0722 | 0,15 | 0,13
Integral membrane sensor signal transduction histidine kinase
M, vanbamlenis (strain DSM 7251 / PYR-1) ALTGI9 MYCVP | 342,70 & 41089 | 16,09 4 | 4108942 | 0,1364 | 0,0721 | 0,15 | 0,20
;'$%t_i;‘°Ck protein Hsp20 - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 A1 14vg Mycvp | 462,96 | 15639 | 39.44 7 | 156389 | 0,5571 | 0,6362 | 0,13 | 0,16
Acyl-CoA dehydrogenase domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 1 PYR.1) ALTCG6 MYCVP | 404,94 | 40989 | 21,51 5 | 40988,75| 0,0794 | 0,0945 | 0,13 | 0,16
/D;,h\}’gt‘i’)‘yac'd dehydratase - M. vanbaalenil (strain DSM 7251 | p1 7114 mycvp | 469,20 | 58792 | 17,79 | 7 |58792,09 | 0,0730 | 0,0024 | 0,13 | 0,16
/F’E,‘:(péo_rl‘g’"c‘m carboxylase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 | p11cgg Mycvp | 327,96 | 55020 | 1320 | 5 | 55019,98 | 0,0556 | 0,0669 | 0,13 | 0,16
Heavy metal translocating P-type ATPase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR.) A1TBG2 MYCVP | 282,51 | 69983 | 10,06 5 | 6998346 | 0,0420 | 0,0509 | 0,13 | 0,16
E&'Q_tl‘;po'somerase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ AITG67 MYCVP | 387,65 104437 | 822 6 | 1044372 | 00268 | 0,0401 [ 0,13 | 0,16
ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit - marine | \4Arvs 9ACTN | 250,34 | 91054 | 544 4 | 91054,14 | 0,0200 | 0,0299 | 0,13 | 0,09
actinobacterium PHSC20C1
gi%’flo)'oma'” protein - M. vanbaalenil (strain DSM 7251 / A1T4X1 MYCVP | 519,05 | 28129 | 29,81 | 8 | 281294 | 01993 | 0,2978|0,11 | 0,15
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Two component transcriptional regulator, LuxR family - M. ALTGIS8 MYCVP | 313,84 @ 23513 | 37,16 5 |23512,67| 0,1291 | 0,1929 | 0,11 | 0,15
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) ' ' ' ' ' ' '
gc‘:olit":ha'” dehydrogenase/reductase SDR - M. givum PYR- |y rre0 gMyco | 464,61 | 29172 | 23,02 5 |29172,43| 0,1241 | 0,1448 | 0,11 | 0,15
sgéit'yg$gf;‘;‘ra0ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \1rpoy mMycvp | 35337 | 40253 | 1753 | 6 | 4025256 | 01192 | 0,1216 | 0,11 | 0,15
anC(Cz%lfgg"y protein - M. smegmatis (strain ATCC 700084/ | \o~s50 Mycs2 | 541,35 | 52314 | 17,89 7 | 5231443 0,0844 | 0,065 | 0,11 | 0,02
MaoC domain protein dehydratase - M. vanbaalenii (strain
DSM 72511 PYR.1) A1T1Q7 MYCVP | 250,81 | 30852 | 21,43 4 | 30852,3 | 0,0002 | 0,1015 | 0,11 | 0,15
Translation elongation factor 1A - Acidovorax sp, (strain JS42) | A1W20Q5 ACISJ | 475,15 | 43200 11,48 43200,16 | 0,1082 | 0,0887 | 0,11 | 0,00
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase - M. vanbaalenii
(ctraim DSM 7251/ PYR-1) ALT8M5 MYCVP | 293,07 | 57255 | 13,08 5 | 5725506 | 0,0530 | 0,0640 | 0,11 | 0,13
Carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP-binding - M. A4TFJO OMYCO | 505,17 | 70222 | 16,46 6 |70222,00| 0,0588 | 0,0625 | 0,11 | 0,15
gilvum PYR-GCK
Heavy metal translocating P-type ATPase - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR.) A1T4W9 MYCVP | 303,16 | 80710 @ 9,96 5 |80709,65| 0,0357 | 0,0435 | 0,11 | 0,15
Aminotransferase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) | AITH91 MYCVP | 212,62 | 51559 | 7,02 3 | 51559,07 | 0,0270 | 0,0403 | 0,11 | 0,15
Polyphosphate kinase - Nocardia farcinica Q5YRY4 NOCFA | 280,87 | 80503 6,02 4 |80502,66)] 0,0358 | 0,0341 | 0,11 | 0,07
sgéi“)’g\‘(’g‘fgfrade”zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \119p4 Mycvp | 320,19 | 13244 | 4500 | 4 | 1324361 0,3045 | 03136 | 0,10 | 0,13
sgéi“)’g\‘(’g‘fgfrade”zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | A1 14v7 mycvp | 22065 | 15624 | 2887 | 4 | 1562412 0,1655 | 02473 | 0,10 | 0,13
sgéi“)’g\‘(’g‘fgfrade”zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | 1 rcvg Mycvp | 199,34 | 14716 | 3083 | 3 | 1471556 | 0,2571 | 01774 | 0,10 | 0,13
Elongation factor Tu - Haemophilus influenzae R3021 A4N742 HAEIN | 309,56 | 31308 | 19,72 4 |31307,82 | 0,1394 | 0,0993 | 0,10 | 0,05
Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 1 PYR.1) PSD_MYCVP | 276,15 | 24322 | 28,96 3 | 24322,14| 0,1227 | 0,0944 | 0,10 | 0,13
50S ribosomal protein L17 rplQ - M. tuberculosis (strain F11) | A1QX36 MYCTF | 173,16 | 19463 16,48 2 19463,33 | 0,0829 | 0,0752 | 0,10 | 0,04
Elongation factor Tu - Propionibacterium acnes EFTU PROAC 315,77 | 44112 13,97 4 |44112,37] 0,0883 | 0,0665 | 0,10 | 0,00
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5;06”194"’;“0” factor Tu - Nocardioides sp, (strain BAA-499 / EFTU NOCSJ | 276,28 | 43825 | 16,08 3 | 4382533 0,0892 | 0,0483 | 0,10 | 0,00
4Fe-4S ferredoxin, iron-sulfur binding domain protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TF53 MYCVP | 259,45 | 59113 9,87 4 |59112,53| 0,0320 | 0,0478 | 0,10 | 0,13
O-acetylhomoserine/O-acetylserine sulfhydrylase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T5D4 MYCVP | 205,34 | 47004 11,94 3 | 47004,12 | 0,0414 | 0,0446 | 0,10 | 0,13
Glutamine synthetase, type | - M. smegmatis (strain ATCC
700084 / me(2)155) AOR0O79 MYCS2 | 191,81 | 53558 9,26 3 |53558,34| 0,0357 | 0,0387 | 0,10 | 0,05
Carboxyl transferase - M. gilvum PYR-GCK A4TFI9 OMYCO | 182,12 | 57778 7,81 3 | 57778,48| 0,0239 | 0,0357 | 0,10 | 0,13
Aconitase - M. gilvum PYR-GCK A4TC60 9MYCO | 383,76 | 102214 5,98 5 |102213,9| 0,0225 | 0,0336 | 0,10 | 0,02
;i“;}’l'itRNA synthetase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | o1 1106 Mycvp | 34863 | 107220 | 616 | 5 | 1072294 0,0213 | 0,0319 [ 0,10 | 013
E\e(ts:';)etoacy' synthase - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 | p\q1910 Mycvp | 352,68 | 191807 | 3,50 5 | 1918072 | 00115 | 0,0173 [ 0,10 | 0,07
sgéit')’g\‘(’g‘fgfra‘“er'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | n179vg Mycvp | 244,06 | 21095 | 4241 | 5 | 2109546 | 0,1492 | 02230 | 0,08 @ 0,11
'\P"\fg‘ﬁ;rans‘cerase type 11 - M. vanbaalenii (strain DSM 725171\ 766 MycvP | 408,57 28092 | 2549 | 5 | 280021 | 0,014 | 01515 [008 | 0,11
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T2X8 MYCVP | 417,10 | 30955 23,13 5 |30955,42| 0,1145 | 0,1342 | 0,08 | 0,11
SPFH domain, Band 7 family protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1T409 MYCVP | 309,04 | 32967 16,72 5 |32966,67 | 0,1054 | 0,1239 | 0,08 | 0,11
Phospholipid/glycerol acyltransferase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) ALTGX0 _MYCVP | 256,93 | 27118 26,02 4 |27118,44| 0,0794 | 0,1186 | 0,08 | 0,11
50S ribosomal protein L16 - M. gilvum PYR-GCK A4TEB7 9MYCO | 128,11 | 15732 13,29 15731,54 | 0,0646 | 0,0966 | 0,08 | 0,11
Acyl CoA dehydrogenase domain protein - M. givum PYR- | \47rig omyco | 34050 | 42108 | 1671 | 5 | 4210777 | 0,0613 | 0,0916 [ 0,08 = 011
sgéit'yg$gf;‘fra0ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \11gpg MycvP | 188,17 | 25907 | 1319 | 3 | 25907.28 | 0,0840 | 0,0877 | 0,08 | 0,11
’;ng{'gi“g_cl';‘ate synthetase - M. vanbaalenii (strain DSM PURA_MYCVP | 330,68 | 46259 16,43 5 | 46259,15| 0,0548 | 0,0820 | 0,08 | 0,11
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%aS‘:ly'/gF',yf;'f‘i')O'acy'tra”Sferase - M. vanbaalenii (strain DSM | »11pg6 Mycvp | 317,06 | 49643 @ 13,91 5 | 49643,35| 0,0504 | 0,0753 | 0,08 | 0,11
UspA domain protein - M. gilvum PYR-GCK A4TDL2 9MYCO | 204,21 | 31448 10,18 3 31448,32 | 0,0662 | 0,0700 | 0,08 | 0,04
Arginine deiminase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-
D A1T4X5 MYCVP | 272,83 | 45677 | 12,05 4 | 45677,39 | 0,0695 | 0,0639 | 0,08 | 0,11
s'zzslpf‘g‘?gj;“'”O”a”Sferase - M. vanbaalenii (strain DSM | p17507 mycvp | 204,02 | 47323 | 1395 | 4 | 4732347 | 00665 | 0,0614 | 0,08 | 0,11
sggl‘jeg’fg‘_jle)”t oxidoreductase - M. vanbaalenii (strain DSM | \1 131 Mycvp | 243,95 | 54109 | 9,78 4 | 5410948 | 0,0353 | 0,0528 [ 0,08 | 0,11
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase / short chain enoyl-CoA | r\ g0 Mmycsk | 282,64 | 76087 | 8,10 5 | 76087,38 | 0,0382 | 0,0464 | 0,08 | 0,04
hydratase - M. sp, (strain KMS)
(P)ppGpp synthetase |, SpoT/RelA - M. vanbaalenii (strain
DS 7251 PYR-1) A1T895 MYCVP | 321,33 | 87096 | 8,72 5 | 87096,4 | 0,0268 | 0,0400 | 0,08 | 0,07
écé’ltCOA dehydrogenase domain protein - M. gilvum PYR- | 41505 omyco | 222,61 | 72396 | 547 3 | 72396,22 | 0,0256 | 0,0280 | 0,08 | 0,02
Alkylglycerone-phosphate synthase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR.1) A1TBJ3 MYCVP | 127,67 | 55039 | 5,73 2 |55039,13 | 0,0162 | 0,0243 | 0,08 | 0,11
Putative uncharacterized protein - Corynebacterium A4QDGO_CORGB | 156,94 | 83813 | 5,26 3 | 83812,73 | 0,0218 | 0,0240 | 0,08 | 0,04
glutamicum (strain R)
Thioredoxin - M. gilvum PYR-GCK A4TAS4 OMYCO | 194,29 | 11564 | 36,19 3 | 11563,89 | 0,2582 | 0,2451 | 0,07 | 0,04
Thioredoxin - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlTI20 MYCVP | 194,29 | 11749 35,85 3 11749,05| 0,2544 | 0,2418 | 0,07 | 0,04
ﬁﬁ‘gﬁ’f)” domain protein - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 | r17gx0 mycvp | 270,38 | 16054 | 24,14 | 4 | 16054,16 | 0,1590 | 02376 | 0,07 | 0,09
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR.) A1TOM8 MYCVP | 239,75 | 23199 | 22,86 4 | 23198,85 | 0,0970 | 0,1450 | 0,07 | 0,09
;’ggf')’g;’g‘f;‘fra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM |\ 7561 mycvp | 336,12 | 29154 | 25,91 29153,61 | 0,0969 | 0,1448 | 0,07 | 0,09
Nitroreductase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T9R7 MYCVP | 231,12 | 26971 20,41 26971,33 | 0,1074 | 0,1198 | 0,07 | 0,09
ésgit/raP'LSRpf’{;er're'md protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \1r6po mycvp | 248,06 | 28114 | 21,96 28114,11 | 0,1014 | 0,134 | 0,07 | 0,09
;'\'?I;‘f'f)‘e dehydrogenase - M. vanbaalenil (strain DSM 7251/ o100 mycvp | 339,58 | 35414 | 2118 | 5 | 3541426 | 0,0756 | 0,1129 [ 0,07 | 0,09
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Carbon monoxide dehydrogenase subunit G - M. vanbaalenii
(ctrain DSM 7251 / PYR-1) ALTFKS MYCVP | 221,87 | 23742 | 17,47 3 | 2374161 | 0,1274 | 0,0976 | 0,07 | 0,09
f,gSRf'Bosoma' protein L13 - M. vanbaalenii (strain DSM7251/| g 13 yycvp | 142,12 | 16254 | 1633 | 2 | 1625378 0,1042 | 0,0027 [ 0,07 | 0,09
g"za;:el 7t§$g¥1?'term'”a' domain - M. vanbaalenii (strain DSM | n11Ea2 Mycvp | 228,09 | 39165 | 1545 4 |39165,12 | 0,0670 | 0,0764 | 0,07 | 0,09
?E;t/rirfg?{;er're'ated protein - M. vanbaalenii (strain DSM | zy76v» Mycvp | 268,63 | 30260 | 1564 | 3 | 30259,74 | 0,0490 | 0,0733 | 0,07 | 0,09
S\'fée_‘gate decarboxylase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ |\ 1565 mycvp | 269,07 | 51364 | 11,37 | 5 | 51363,63 | 0,0485 | 0,0725 | 0,07 | 0,09
FAD-dependent pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase | \4re1 9 gMyco | 224,17 | 42755 | 11,51 | 4 | 4275518 | 0,0601 | 0,0689 | 0,07 | 0,09
- M. gilvum PYR-GCK
Lipolytic enzyme, G-D-S-L family precursor - M. vanbaalenii
(sirain DSM 7251 / PYR.) ALTES51 MYCVP | 20546 | 32989 & 9,38 3 | 3208851 | 0,0443 | 0,0663 | 0,07 | 0,09
Substrate-binding region of ABC-type glycine betaine transport
oystem preeursor - M. vanbaaleni (otrain DSM 7251 / pyR.1) | ALTGRE MYCVP | 19453 | 33038 | 1367 3 | 33038,2 | 0,0443 | 0,0663 | 0,07 | 0,09
ATPase associated with various cellular activities, AAA_3 - M. | \ 4159 oMYCO | 309,57 | 34334 16,35 3 | 34334,29| 0,0786 | 0,0633 | 0,07 | 0,02
gilvum PYR-GCK
Ribonucleoside-diphosphate reductase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR-1) A1T4Y2 MYCVP | 360,74 | 75365 & 8,03 5 | 75364,63 | 0,0314 | 0,0469 | 0,07 | 0,09
Polar amino acid ABC transporter, inner membrane subunit -
M. vanbaaleni (strain DM 7251 1 PYR-L) ALT7T8 MYCVP | 120,59 | 31603 | 10,10 2 | 31603,26 | 0,0659 | 0,0439 | 0,07 | 0,09
}V'F?\t(hg_"lgalony"COA mutase - M. vanbaalenil (strain DSM 72511, 11650 Mycvp | 308,52 | 80142 | 10,71 5 |80141,73| 0,0293 | 0,0438 | 0,07 | 0,09
‘éggi’\;'gef’éa;‘)d factor, type A - M. vanbaalenii (strain DSM | ) 7evme Mycvp | 201,68 | 73635 | 658 | 4 | 7363528 | 0,0251 | 0,0376 | 0,07 | 0,09
Acyl CoA dehydrogenase domain protein - M. givum PYR- | 41018 omMvCO | 261,85 | 77867 | 8,35 4 | 77866,94 | 0,0303 | 0,0354 | 0,07 | 0,02
Cell divisionFtsK/SpolllE precursor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR.1) AITHQ9 MYCVP | 272,99 | 121831 | 5,87 5 |121831,2 | 0,0186 | 0,0278 | 0,07 | 0,09
Transcription-repair coupling factor - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 1 PYR.1) ALITEFO MYCVP | 280,05 | 130115 | 4,31 5 |130114,8 | 0,0174 | 0,0259 | 0,07 | 0,05
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ATP synthase subunit beta - Corynebacterium diphtheriae ATPB CORDI 193,35 | 52229 6,24 52228,87 | 0,0266 | 0,0256 | 0,07 | 0,05
'F'fﬂg_”lc)y"tRNA synthetase - M. vanbaalenii (strain DSM 725171 p11gq6 Mycvp | 18035 | 122155 | 3,78 4 | 1221545 | 00146 | 0,0219 [ 0,07 | 0,09
523;3“;32?1‘;’““"“‘3 synthase - M. vanbaalenii (strain DSM | 7620 Mycvp | 287,02 | 94209 @ 537 3 | 9429934 | 00193 | 0,0212 [ 0,07 | 0,09
%'”tamate synthase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /PYR- | 1113 mycve | 289,53 | 163676 | 3,77 5 | 163676,3 | 0,0136 | 0,0204 | 0,07 | 0,09
Lysyl-tRNA synthetase - M. ulcerans (strain Agy99) AOPP57 MYCUA | 208,77 | 120106 | 3,11 3 | 1201055 | 0,0149 | 0,0165 | 0,07 | 0,02
ATPase - Algoriphagus sp, PR1 A3HZ66 9SPHI | 136,10 | 93601 | 1,88 2 | 93601,23 | 0,0093 | 0,0140 | 0,07 | 0,09
sgé"it')’g\‘(’g‘fgfra‘:ter'zed protein - M. vanbaaleni (strain DSM | \1re\yo mycvp | 319,60 | 13486 | 2051 | 4 | 1348649 | 02047 | 03059 | 0,06 | 0,07
LSU ribosomal protein L12P - M. sp, (strain KMS) AlUBJ1 MYCSK | 229,47 | 13389 27,91 3 13389,07 | 0,1348 | 0,2014 | 0,06 | 0,04
?285%?%"53'[‘1")}" protein S18P - M. vanbaalenii (strain DSM | \1 1561 Mycvp | 155,60 | 9435 | 30,59 | 2 | 943518 | 0,1202 | 0,1795 | 0,06 | 0,07
Putative uncharacterized protein precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251/ PYR.1) A1TB77 MYCVP | 120,12 | 10645 | 17,71 2 | 10645,26 | 0,1043 | 0,1559 | 0,06 | 0,07
Thiol peroxidase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) | ALT9C6 MYCVP | 215,63 | 16941 | 46,10 16940,54 | 0,0989 | 0,1478 | 0,06 | 0,07
Two component transcriptional regulator, LuxR family - M.
vanbasleni (strain DSM 7251 / PYR.1) A1T511 MYCVP | 326,81 | 22955 & 23,08 4 | 2295524 | 0,0082 | 0,1468 | 0,06 | 0,04
sgéalt')’g\‘(‘g‘f;‘;‘ra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | 11576 Mycvp | 204,28 | 17348 | 26,75 | 3 | 1734836 | 0,0057 | 0,1430 | 0,06 | 0,07
Transcriptional regulator, TetR family - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR.1) ALTIX1 MYCVP | 202,45 | 24761 | 26,67 24760,84 | 0,0888 | 0,1327 | 0,06 | 0,07
Translation elongation factor Ts - M. gilvum PYR-GCK A4TC66 OMYCO | 286,74 | 28972 | 19,77 28972,24 | 0,0730 | 0,1091 | 0,06 | 0,00
E‘C’{‘z@;i‘gg;‘ factor Ts - M. smegmatis (strain ATCC 700084 / EFTS MYCS2 | 230,66 | 29388 | 16,85 29387,53 | 0,0720 | 0,1076 | 0,06 | 0,02
;'$%t_i;‘°Ck protein Hsp20 - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 | oy reyws mycvp | 154,11 | 16203 | 1565 | 2 | 1620314 | 0,0626 | 0,0935 | 0,06 | 0,07
LppM precursor - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TAYO MYCVP | 157,76 | 24663 16,07 3 24662,83 | 0,0622 | 0,0929 | 0,06 | 0,07
RNA polymerase beta-subunit - M. avium 069042 MYCAV | 209,83 | 25537 | 18,97 3 | 25536,86 | 0,0854 | 0,0891 | 0,06 | 0,04
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Eggi";%?{gf‘i’)dratase/ isomerase - M. vanbaalenii (strain DSM | \1 1060 mycvp | 182,53 | 25692 | 14,59 3 | 25692,34 | 0,0593 | 0,0886 | 0,06 | 0,07
'F',";‘(mR'_SSKCSF family protein - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ y11e78 Mycvp | 15954 | 26488 | 1167 | 3 | 2648759 | 0,0818 | 0,0856 | 0,06 | 0,07
Ribosome-binding factor A - M. gilvum PYR-GCK A4TCE7 OMYCO | 144,19 | 17826 16,67 17826,08 | 0,0558 | 0,0834 | 0,06 | 0,07
/S'\?gf‘f)’eta hydrolase fold - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 | \117vg mycve | 223,99 | 36628 = 14,54 | 4 | 36627,98 | 0,0553 | 0,0827 | 0,06 | 0,07
l;%”lslkgt\‘("é‘sf) central region - M. vanbaalenii (strain DSM | \17c6p Mycvp | 281,50 | 38112 | 1561 | 4 | 3811153 00527 | 00787 0,06 | 007
gi%’flo)'oma'” protein - M. vanbaalenil (strain DSM 7251 / A1T509 MYCVP | 15521 30991 | 7,46 3 1 30991,14 | 0,0673 | 0,0712 | 0,06 | 0,07
Acyl-CoA dehydrogenase domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 79511 PYR.1) ALTDW2 MYCVP | 208,83 | 42139 & 11,49 4 | 42139,1 | 0,0469 | 0,0701 | 0,06 | 0,07
sgéit'yg$gf;‘;‘ra0ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \11503 Mycvp | 137,43 | 21079 | 1361 | 2 | 2107885 | 0,0461 | 0,0689 | 0,06 | 0,07
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR.1) A1T341 MYCVP | 236,32 | 32534 @ 19,32 3 | 32533,94 | 0,0635 | 0,0673 | 0,06 | 0,07
sgé"it')’g\‘(’g‘fgfra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | A1 rawo mycve | 162,37 | 23296 | 1327 | 2 | 23296,21 | 0,0668 | 0,0616 | 0,06 | 0,07
Alooho Sehdrogenase GroES domain protein - M- gIVUM | a4TF16 oMYCO | 237,60 | 38681 | 1681 | 3 | 3868148 | 0,0518 | 0,0554 [ 0,06 = 007
?ggtly'/'gg@j‘;ew'”ans‘cerases - M. vanbaalenii (strain DSM | \11pwa mycve | 236,72 | 30811 | 1025 | 3 | 39811,23| 0,0359 | 0,0537 | 0,06 | 0,07
Egl}gg)olymerase sigma factor SigA - M. ulcerans (strain AOPT58 MYCUA | 21842 | 54713 6,24 4 | 5471341 0,0349 | 0,0522 | 0,06 | 0,07
Transferase hexapeptide repeat containing protein - M.
vanbasleni (sl DSM 7261 1 PYR-1) ALT6WO MYCVP | 166,99 | 27526 | 9,20 2 | 27525,61 | 0,0342 | 0,0512 | 0,06 | 0,07
Elongation factor Tu - Synechococcus sp, (strain WH8102) EFTU SYNPX 225,49 | 43611 7,32 3 | 43611,04| 0,0451 | 0,0485 ] 0,06 | 0,00
Succinate dehydrogenase subunit B - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR-1) ALT5G5 MYCVP | 177,84 | 28862 | 7,63 2 | 28861,52 | 0,0734 | 0,0484 | 0,06 | 0,07
Acyl-CoA dehydrogenase domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 72511 PYR.L) ALT6C6 MYCVP | 249,48 | 43896 | 12,50 3 | 438959 | 0,0448 | 0,0481 | 0,06 | 0,07
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Putative uncharacterized protein - M. avium (strain 104) AOQF41 MYCAL1 | 92,76 14618 11,36 1 14617,6 | 0,0705 | 0,0467 | 0,06 | 0,07
FAD dependent oxidoreductase - M. gilvum PYR-GCK A4TFJ8 9MYCO | 300,92 | 61222 11,33 4 61221,82 | 0,0308 | 0,0460 | 0,06 | 0,07
Cytochrome P450 alkane hydroxylase - uncultured bacterium | Q33DS7 9BACT | 156,40 | 31692 7,99 2 31692,03 | 0,0465 | 0,0438 | 0,06 | 0,05
E‘\‘("Ig‘:"g"acetoacetate - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / AITDQ7 MYCVP | 136,14 | 32537 | 12,88 | 2 | 3253661 0,0450  0,0425|006 | 0,07
Extracellular solute-binding protein, family 1 precursor -M. | y47Aco oMyco | 334,35 | 35756 | 11,08 | 2 | 3575612 | 0,0257 | 0,0383 | 0,06 | 0,05
gilvum PYR-GCK
?S'tr;g‘ijgomzc)y"c"/* dehydrogenase, NAD-binding - M. sp, ALUDAL MYCSK | 222,33 | 75455 | 7,50 | 4 | 7545536 | 0,0245 | 0,0366 | 0,06 | 0,02
Transcriptional regulator, LuxR family - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) AlT209 MYCVP | 266,03 | 87465 6,67 4 | 87464,91| 0,0209 | 0,0312 ] 0,06 | 0,07
Elongation factor Tu - Blochmannia floridanus EFTU BLOFL 208,31 | 43447 11,42 2 | 43447,38 ] 0,0453 | 0,0311 | 0,06 | 0,02
Cytochrome C oxidase - M. ulcerans (strain Agy99) AOPTM7 MYCUA | 98,61 | 22402 6,90 1 22401,54 | 0,0199 | 0,0297 | 0,06 | 0,07
Type | site-specific deoxyribonuclease, HsdR family - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlT138 MYCVP | 207,91 | 117716 4,39 4 117716,5| 0,0152 | 0,0227 | 0,06 | 0,07
DNA gyrase - M. ulcerans (strain Agy99) AOPKB7 MYCUA | 232,27 | 92572 4,64 3 92571,72 | 0,0145 | 0,0216 | 0,06 | 0,00
Aconitate hydratase - Bifidobacterium adolescentis (strain
ATCC 15703 / DSM 20083) A1A2A0 BIFAA | 224,66 | 97975 3,69 3 |97975,33| 0,0136 | 0,0204 | 0,06 | 0,02
Phosphoenolpyruvate carboxylase - M. sp, (strain KMS) A1UFP3 MYCSK | 170,87 | 104822 3,36 3 104822,2 | 0,0127 | 0,0190 | 0,06 | 0,00
Ribonuclease, Rne/Rng family protein - M. smegmatis (strain
ATCC 700084 / mc(2)155) AOR152 MYCS2 | 181,26 | 112695 3,42 3 112694,7 | 0,0118 | 0,0176 | 0,06 | 0,07
Eits:'i)etoacy' synthase - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 11957 Mycvp | 258,66 | 101467 | 276 | 4 | 191467,5| 0,0002 | 0,0137 [ 0,06 | 0,07
sgé"it')’g\‘(’g‘j‘fra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | 1 rp66 mycvp | 21535 | 9032 | 47,56 | 3 | 9031,74 | 0,2359 | 0,3525 | 0,04 | 0,05
sgé"it')’g\‘(’g‘j‘fra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \11pa8 Mycve | 178,66 | 9502 | 4302 | 3 | 9501,79 | 0,2194 | 0,3279 | 0,04 | 0,05
é,\\T(E'_Cl‘)’”e domain protein - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 | n;17ve Mycvp | 231,46 | 17209 | 2675 | 3 | 1729876 | 0,0965 | 0,1442 | 0,04 | 0,05
;’ggf')’g;’g‘f;‘fra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | n1 7664 Mycvp | 179,49 | 17726 | 23.60 | 3 | 1772618 0,0035 | 0,1396 | 0,04 | 0,05
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sgéi“)’g\‘{‘g‘f;‘fra‘:ter'md protein - M. vanbaalenii (strain DSM | »y7epg Mycvp | 154,74 | 11552 | 2095 | 2 | 1155206 | 0,0032 | 01393 0,04 | 0,05
Molybdenum cofactor synthesis domain - M. vanbaalenii
(Strain DSM 7251 1 PYRL) AITEL4 MYCVP 186,51 | 17794 21,12 | 3 | 1779436 | 0,0927  0,1385 | 0,04 | 0,04
Propanediol utilization: dehydratase, small subunit - M.
vanbanlent (stram DOM 7951 1 PYR-) AITGM7 MYCVP | 146,40 | 12602 = 21,05 | 2 |12602,49 | 0,0842 | 0,1258 | 0,04 | 0,05
50S ribosomal protein L6 rplF - M. tuberculosis (strain F11) A1QPE4 MYCTE | 148,49 | 19366 18,75 3 19365,53 | 0,0835 | 0,1248 | 0,04 | 0,02
sgéit')’g\‘(’g‘fgfra‘“er'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM |\ 17pg mycve | 156,01 | 19866 | 1858 | 3 | 1986553 | 0,0812 | 0,1213 | 0,04 | 0,05
sgéit'y§$g?;‘fra0ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | A1 14vs mycvp | 199,11 | 21687 | 11,17 | 3 | 21687,38 | 0,0726 | 0,1085 | 0,04 | 0,05
sgéi“)’g\‘{‘g‘f;‘fra‘:ter'md protein - M. vanbaaleni (strain DSM | r17ox4 mycvp | 142,50 | 15062 | 1310 | 2 | 1596184 | 0,0636 | 0,0950 | 0,04 | 0,05
Phenazine biosynthesis protein PhzF family - M. vanbaalenii
(strait DSM 7251 1 PYR-) ALT7V7 MYCVP @ 24586 | 24965 19,47 | 3 | 2496454 | 0,0615  0,0919 | 0,04 | 0,05
sgéalt')’g\‘(‘g‘f;‘;‘ra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | 1 r616 Mycvp | 12572 | 16712 | 1854 | 2 | 1671155 | 0,0601 | 0,0899 | 0,04 | 0,05
sgéit')’g\‘(’g‘fgfra‘“er'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | n174v7 mycvp | 174,84 | 26303 | 1255 | 3 | 26302,83| 0,0578 | 0,0864 | 0,04 0,05
Enoyl-CoA hydratase/isomerase precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 3251 | PYRA) ALTF14 MYCVP | 171,44 | 26413 | 1500 | 3 |26412,68| 0,0576 ' 0,0860 | 0,04 | 0,05
Eg‘és_qg‘og'ycerate mutase - M. vanbaalenii (strain DSM 725171 p113p7 Mycvp | 23526 | 27391 | 1406 | 3 | 27391,1 | 0,0551 | 0,0823 | 0,04 | 0,05
Shor /Cgi'g_el;‘oy"COA hydratase - M. vanbaalenii (strain DSM | \11e56 Mycvp | 139,87 | 27478 | 1406 | 3 | 27477,87 | 0,0548 | 0,0819 | 0,04 | 0,05
?E;t/rirfg?{;er're'ated protein - M. vanbaalenii (strain DSM | p1 179 mycvp | 16418 | 27741 | 1627 | 3 | 2774053 | 0,0543 | 0,0812 | 0,04 | 0,05
sgéi“)’g\‘{‘g‘f;‘fra‘:ter'md protein - M. vanbaalenii (strain DSM | y11p1 o mMycvp | 14546 | 19710 | 1341 | 2 | 1971018 00818 | 0,0743 | 0,04 | 0,05
sgéit'yg$gf;‘fra0ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | x4 1600 Mycvp | 17457 | 30003 | 821 3 |30903,16 | 0,0478 | 0,0715 | 0,04 | 0,02
Putative uncharacterized protein - M. gilvum PYR-GCK A4TFE4 9MYCO | 174,57 | 30916 8,19 3 30916,16 | 0,0478 | 0,0715| 0,04 | 0,02
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?;glA /d§$§]2)pr°te'” precursor - M. vanbaalenii (strain DSM | r17479 mycyp | 18452 | 31418 | 11,53 | 3 | 31418,1 | 0,0469 | 0,0700 | 0,04 | 0,05
SSU ribosomal protein S3P - Salinispora tropica CNB-440 A4XBPO 9ACTO | 167,19 | 31555 9,09 3 31555,46 | 0,0467 | 0,0697 | 0,04 | 0,02
/S'\f’gf‘{l)’eta hydrolase fold - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 | p11pya mycve | 193,29 | 32123 1301 | 3 | 3212339 | 0,0457 | 0,0684 | 0,04 | 0,05
sgé"it')’g\‘(’g‘fgfra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | 1 1oy mycvp | 134,61 | 25113 | 9,05 > | 25112,6 | 0,0378 | 0,0564 [ 0,04 | 0,05
aneCXé)rfS%r)essor - M. smegmatis (strain ATCC 700084 / AOQVY5 MYCS2 17433 | 25762 @ 1410 @ 2 | 25762,29 | 0,0590 | 0,0548 | 0,04 | 0,05
2-nitropropane dioxygenase, NPD - M. vanbaalenii (strain
DS 7250 1 PYR-1) A1T3H1 MYCVP | 180,28 | 39218 | 8,67 3 | 39218,16 | 0,0365 | 0,0545 | 0,04 | 0,05
Sugar-transport integral membrane protein ABC ransporter | noo\nvg MYCUA | 140,34 | 26125 | 4,86 2 | 2612536 | 0,0362 | 0,0541 | 0,04 | 0,05
SugB - M. ulcerans (strain Agy99)
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) AITGN8 MYCVP | 142,26 | 26344 | 11,72 2 | 26343,54 | 0,0576 | 0,0535 | 0,04 | 0,05
395/; 5";,'3\’(2?{‘;‘3'3 lll, beta subunit - M. vanbaalenii (strain DSM | \1 1103 Mycvp | 22801 | 41527 | 12,73 3 | 41526,74 | 0,0342 | 0,0511 | 0,04 | 0,05
$ggfeh§$£t{‘)y'pyr'm'd'”e kinase - M. vanbaalenii (strain DSM |y 7515 mycvp | 136,33 | 28942 | 6,84 > | 289419 | 00517 | 0,0484 [ 0,04 | 0,05
Short chain dehydrogenase - M. smegmatis (strain ATCC
700084 / me(2)155) AOQZX9 MYCS2 | 124,65 | 31109 | 6,71 2 | 31109,3 | 0,0298 | 0,0446 | 0,04 | 0,02
Putative conserved integral membrane protein - M.
vanbasleni (strain DSM 7251 1 PYR.1) A1T800 MYCVP | 142,26 | 48011 @ 6,65 3 | 48010,53 | 0,0292 | 0,0436 | 0,04 | 0,05
?E;t/riﬁg?{;er're'ated protein - M. vanbaalenii (strain DSM | p17901 Mycvp | 133,92 | 32034 | 1478 | 2 | 3203381 0,0459 | 0,0433 | 0,04 | 0,05
Acyl-CoA dehydrogenase domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 79511 PYR.1) ALT6C7 MYCVP | 210,64 | 49042 | 11,30 3 | 49042,45 | 0,0285 | 0,0426 | 0,04 | 0,05
OpcA protein - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T8M4 MYCVP | 142,70 | 32599 8,45 2 32599,09 | 0,0284 | 0,0425 | 0,04 | 0,05
?5;%’?3?{;“*8'““ protein - M. vanbaalenii (strain DSM | o1 7gn7 wmycvp | 156,19 | 33152 | 852 | 2 | 33152,14| 00279 | 0,0417 | 0,04 | 0,05
sgé"it')’g\‘(’g‘fgfra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | p1 1075 mycve | 155,03 | 50124 | 7,25 3 | 501236 | 0,0279 | 0,0416 [ 0,04 | 0,05
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%aS‘:ly'/gF',yf;t‘i')O'acy'tra”Sferase - M. vanbaalenii (strain DSM | y11ci3 Mycvp | 191,94 | 50501 | 1068 | 3 | 50501,05| 00276 | 0,0413 0,04 | 0,05
$2T5F11//CF)>$(R3-Sil)Jb domain protein - M. vanbaalenii (strain DSM | o1 1c51 mycvp | 212,79 | 50623 | 8,04 3 1 50623,19 | 0,0275 | 0,0411 | 0,04 | 0,05
Amine oxidase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T5G0 MYCVP | 175,99 | 52084 9,30 3 52084,02 | 0,0267 | 0,0399 | 0,04 | 0,04
?;glio/hgﬁgf)k'”ase’ FGGY - M. vanbaalenii (strain DSM | o1 7gp3 Mycvp | 233,68 | 53420 | 845 | 3 | 5342047 | 0,0260 | 00388 0,04 | 0,05
gf;ﬂ:_ol’;y'esmrase’ type B - M. vanbaalenii (strain DSM 72517 p17aka MycvP | 180,27 | 54934 | 822 3 | 5493446 | 00252 | 0,0377 | 0,04 | 0,05
Putative esterase precursor - M. gilvum PYR-GCK A4T6E3 OMYCO | 184,34 | 37048 9,52 2 37048,3 | 0,0390 | 0,0370 | 0,04 | 0,02
Elongation factor Tu - Psychromonas ingrahamii (strain 37) EFTU _PSYIN 199,89 | 43235 11,45 2 | 43235,27] 0,0210 | 0,0313 | 0,04 | 0,04
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase/D-alanyl-D-alanine-
endopeptidase precursor - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | A1TG51 MYCVP | 125,88 | 47154 4,42 2 |47154,48] 0,0191 | 0,0286 | 0,04 | 0,05
PYR-1)
Cytochrome P450 - Rhodococcus erythropolis (strain PR4) Q3L987 RHOE4 | 152,07 | 48943 6,53 2 | 48942,92] 0,0286 | 0,0275 | 0,04 | 0,04
Adenosylhomocysteinase - Streptomyces rochei 083X57 STRRO | 144,03 | 51524 | 4,27 > 5152401 | 0,0174 | 0,0260 | 0,04 | 0,02
(Streptomyces parvullus)
Adenosylhomocysteinase - Streptomyces avermitilis SAHH STRAW 144,03 | 52976 4,16 2 52975,71] 0,0169 | 0,0252 | 0,04 | 0,02
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase - M. smegmatis (strain
ATCC 700084 / mc(2)155) AOQUY2 MYCS2 | 165,27 | 54325 6,29 2 54325,02 | 0,0165 | 0,0246 | 0,04 | 0,02
Beta-carotene desaturase/methylase - Saccharopolyspora | g1 SACEN | 122,77 | 55112 | 5,99 > 5511151 | 0,0251 | 0,0242 | 0,04 | 0,04
erythraea (strain NRRL 23338)
Mername-AA223 peptidase, Metallo peptidase, MEROPS
family M41 precursor - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TG43 MYCVP | 153,97 | 83890 3,81 3 83889,82 | 0,0160 | 0,0240 | 0,04 | 0,04
PYR-1)
(P)ppGpp synthetase |, SpoT/RelA - M. gilvum PYR-GCK A4TBS1 9MYCO | 227,69 | 87106 5,56 3 87105,53 | 0,0154 | 0,0230 | 0,04 | 0,02
DNA gyrase subunit A - M. tuberculosis GYRA MYCTU 216,00 | 92204 4,65 3 92203,67 | 0,0145 | 0,0217 | 0,04 | 0,00
Response regulator receiver protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) AITCE2 MYCVP | 148,09 | 92303 4,05 3 ]92303,23| 0,0145 | 0,0217 | 0,04 | 0,05
Carbamoyl-phosphate synthase, large subunit - Salinispora | g v17 9ACTO | 163,81 | 119100 | 2,59 3 | 119100,3 | 0,0111 | 0,0166 [ 0,04 | 0,02
arenicola CNS-205
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Peroxidase/catalase - M. gilvum PYR-GCK AATA35 9MYCO | 128,39 | 82227 4,28 2 82227,47 1 0,0164 | 0,0160 | 0,04 | 0,02
Protein translocase subunit secA 1 - Corynebacterium SECAL CORJK | 141,06 | 97940 | 1,46 > | 97940,35 | 0,0136 | 0,0133 | 0,04 | 0,05
jeikeium (strain K411)
AAA ATPase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlT4B8 MYCVP | 144,67 | 112118 | 2,36 2 |112118,3| 0,0078 | 0,0116 | 0,04 | 0,05
AMP-dependent synthetase and ligase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR.1) AlT4Z1 MYCVP | 91,09 | 64923 2,37 1 | 6492291 | 0,0067 | 0,0099 | 0,04 | 0,05
Transcription-repair coupling factor - Propionibacterium acnes | Q6AAC2 PROAC | 135,70 | 133895 1,81 2 133895 | 0,0065 | 0,0097 | 0,04 | 0,00
?;gl"jeg’fg‘_jf)m helicase HrpA - M. vanbaalenii (strain DSM | r 781 mycve | 126,62 | 144254 | 191 | 2 | 1442541 0,0060 | 0,0090 [ 0,04 | 0,04
Fatty acid synthase, bacterial type - M. sp, (strain KMS) A1UJA7 MYCSK | 126,87 | 326665 0,94 2 326665 | 0,0040 | 0,0039 | 0,04 | 0,02
f,gSRf'Bosoma' protein L33 - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 /| \1 1G9 mycvp | 132,30 | 6584 | 33,90 2 | 658355 | 0,1959 | 0,2927 | 0,03 | 0,04
SSU ribosomal protein S14P - M. gilvum PYR-GCK A4TEC4 9MYCO | 126,93 | 6970 34,92 2 | 6969,72 | 0,1828 | 0,2732 | 0,03 | 0,04
Cupin 2, conserved barrel domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TA15 MYCVP | 132,16 | 11994 | 21,10 2 | 11994,3 | 0,0890 | 0,1330 | 0,03 | 0,04
sgéit'yg$gf;‘;‘ra0ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | x4 1760 Mycvp | 13853 | 12188 | 2273 | 2 | 1218807 | 00880 | 0,1315 | 0,03 | 0,04
Pyridoxamine 5'-phosphate oxidase-related, FMN-binding - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AILTAL9 MYCVP | 128,23 | 13980 | 17,32 2 113980,38 | 0,0746 | 0,1114 | 0,03 | 0,04
sgéalt')’g\‘(‘g‘f;‘;‘ra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | r 111 wycvp | 128,26 | 14020 | 2362 | 2 | 1402039 | 00739 | 0,1104 | 0,03 | 0,04
Transcriptional regulator, ArsR family - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR.1) AIT7E7_MYCVP | 133,62 | 14319 | 16,92 2 |14319,41] 0,0718 | 0,1073 | 0,03 | 0,04
:'CT(;‘;‘E'% protein - M. smegmatis (strain ATCC 700084 / AOR4K9 MYCS2 | 13574 15609 | 1560 | 2 | 15608,99 | 0,0652 | 0,0974 | 0,03 | 0,04
gé%elh}’g@gﬂr)‘ate dehydratase - M. vanbaalenii (strain DSM | 11606 MycvP | 161,34 | 15648 | 2042 = 2 | 15648,14 | 0,0652 | 0,0974 | 0,03 | 0,04
sggf')’g\‘;g‘f?f‘ra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | 11636 mycvp | 12022 | 16012 | 7,79 | 2 | 16012,3 | 0,0631 | 0,0043 | 0,03 | 0,04
Possible pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase moaB2 -
M. bovis (strain BCG / Paris 1173P2) A1KHCO MYCBP | 120,87 | 18430 | 11,38 2 |18429,72| 0,0535 | 0,0799 | 0,03 | 0,02
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Putative uncharacterized protein - M. vanbaalenii (strain DSM ALTAG7 MYCVP | 15596 = 19559 11.30 5 195588 | 00500 | 00748 | 003 | 004
7251 / PYR-1) ’ ' ' ' ' ’ '
Adenylate kinase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) KAD_MYCVP 174,47 | 19957 12,71 2 19957,42 | 0,0491 | 0,0733 ] 0,03 | 0,04
Putative conserved membrane protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251/ PYR.1) A1TB11 MYCVP | 133,09 | 22577 | 23,90 2 | 22577,39| 0,0426 | 0,0636 | 0,03 | 0,04
e “”Chf‘ra‘:te”zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | p117p1 mycve | 138,02 | 22711 | 2039 | 2 | 2271092 | 0,0423 | 0,0633 | 0,03 | 0,04
7251/ PYR-1 ’ ' ' ' ' ’ '
Two component transcriptional regulatory protein devr - M.
smogmatis (strain ATGC 700084 7 mo(2)L55) AOR2V2 MYCS2 | 162,55 | 22911 | 10,58 2 | 22911,11 | 0,0419 | 0,0626 | 0,03 | 0,00
A”“'Si%’ma"( factor rskA - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | poin Mycvp | 133,85 | 24407 | 1513 2 | 24406,56 | 0,0391 | 0,0584 | 0,03 | 0,04
PYR_l —— 1 t t t t 1 t
(TWO Compc’;‘e”t transcriptional regulator, LuxR family - M- Sp, | o1 ,gus Mycsk | 148,08 = 24508 | 9,91 2 | 24508,05 | 0,0389 | 0,0582 | 0,03 | 0,00
strain KMS ' ' ' ' ' ' '
Thioredoxin - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T8P7 MYCVP | 107,92 | 12906 13,68 1 12906,38 | 0,0816 | 0,0531 | 0,03 | 0,04
DNA-binding response regulator PhoP - M. smegmatis (strain
ATCC 700084 / mo(2)155) AOR4L1 MYCS2 | 140,45 | 26616 & 12,45 2 | 26616,04 | 0,0355 | 0,0531 | 0,03 | 0,04
Undecaprenyl pyrophosphate synthetase - M. vanbaalenii
(ctrain DSM 7251 / PYR.L) ALTBO3 MYCVP | 122,59 | 26827 | 7,82 2 | 2682746 | 0,0352 | 0,0526 | 0,03 | 0,04
E”OV';COA hy)dratase/ isomerase - M. vanbaalenii (strain DSM | \y 117 mycvp | 138,64 | 26962 | 8,16 2 | 26961,71 | 0,0350 | 0,0523 | 0,03 | 0,04
7251 / PYR-1 ’ ' ' ' ' ’ '
Cof-like hydrolase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) | AITGW9 MYCVP | 144,23 | 27829 10,71 2 27829,19] 0,0338 | 0,0505 | 0,03 | 0,04
sgé"it')’g\‘(’g‘fgfra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | A1 rawq mycvp | 22454 | 28899 | 6,82 > | 288989 | 00324 | 0,0484 [ 0,03 | 0,04
g\s(%‘_\lo)'oma'” protein - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / AIT860 MYCVP = 123,89 | 29014 | 11,03 | 2 | 2901419 | 0,0322 | 0,0482 | 0,03 | 0,04
g\s(%‘_\l‘;oma'” protein - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALT5E3 MYCVP | 120,06 | 29524 | 880 > | 20952439 | 00317 | 0,0474 | 0,03 | 0,04
P“tati)’e “”Ch;’“aCterized protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \11g15 Mycvp | 121,83 | 31063 | 1383 @ 2 | 31062,95| 0,0300 | 0,0448 | 0,03 | 0,04
7251/ PYR-1 ’ ' ' ' ' ’ '
gi%’flo)'oma'” protein - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALT4X0 MYCVP | 158,56 | 31108 | 8,56 2 |31108,03 | 0,0298 | 0,0446 | 0,03 | 0,04
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Putative signal-transduction protein with CBS domains - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T4Y5 MYCVP 99,75 15222 8,45 1 15221,58 | 0,0298 | 0,0445] 0,03 | 0,04
Pyrroline-5-carboxylate reductase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1T3C5 MYCVP | 122,38 | 31202 8,81 2 31202,13 | 0,0297 | 0,0444 ] 0,03 | 0,04
Alpha/beta hydrolase fold - M. gilvum PYR-GCK A4TFI3 9MYCO | 187,99 | 32673 7,74 2 |32673,39| 0,0283 | 0,0423 | 0,03 | 0,04
;‘\’(Cg_elrf‘se family protein - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | p171R0 MycvP | 143,84 | 32806 | 1544 | 2 | 3280588 | 00282 | 0,0421 0,03 | 004
Formate/nitrite family of transporters-like protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) ALTCKO MYCVP | 173,37 | 33571 11,80 2 33570,74 1 0,0275 | 0,0411 | 0,03 | 0,04
Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AITEX1 MYCVP | 158,32 | 33724 8,17 2 33723,81 | 0,0274 | 0,0409 ] 0,03 | 0,04
Alcohol dehydrogenase, zinc-binding domain protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T8N1 MYCVP | 178,68 | 33888 14,29 2 33887,55| 0,0272 | 0,0407 | 0,03 | 0,04
Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlT4H4 MYCVP | 133,01 | 34207 7,74 2 34206,82 | 0,0269 | 0,0402 ] 0,03 | 0,02
ABC transporter related precursor - M. sp, (strain KMS) A1UF38 MYCSK | 191,90 | 34445 12,14 2 34444,81 | 0,0267 | 0,0399 | 0,03 | 0,02
SawC - Streptomyces ansochromogenes Q6VQ15 9ACTO | 125,45 | 34980 6,62 2 34979,64 | 0,0263 | 0,0393 ] 0,03 | 0,02
Putative uncharacterized protein precursor - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) AlTBU2 MYCVP | 156,91 | 35351 7,08 2 35350,96 | 0,0260 | 0,0389] 0,03 | 0,04
sgé"it')’g\‘(’g‘fgfra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \1revs mycvp | 128,05 | 37372 | 7,08 > | 3737161 | 00245 | 0,0366 [ 0,03 | 0,04
Agmatinase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T9H7 MYCVP | 129,12 | 38591 7,14 2 38591,01 | 0,0237 | 0,0354 ] 0,03 | 0,04
Peptidase M50 - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlT476 MYCVP | 140,18 | 39861 6,04 2 39861,35| 0,0228 | 0,0341 | 0,03 | 0,04
Acyr CoA dehydrogenase domain protein - M. givum PYR- | A4TEg1 oMYCO | 141,63 | 41116 | 804 | 2 | 4111596 | 0,0221 | 0,0330 [ 0,03 004
pars llee partition protein - Kineococeus radiotolerans A6WGM6 KINRA 13333 | 43952 | 526 | 2 |43951,79 | 0,0206 | 0,0308 | 0,03 | 0,02
E‘;}Ztl")’e uncharacterized protein - Rhodococeus sp, (strain | yse 48 RHOSR | 127,00 | 46920 | 3,70 2 | 46920,06 | 0,0192 | 0,0287 [ 0,03 | 0,04
Sensor protein - M. avium (strain 104) AOQBJ1 MYCA1 | 145,68 | 47889 5,06 2 | 47889,29] 0,0188 | 0,0281 | 0,03 | 0,02
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Acyl-CoA dehydrogenase domain protein - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) ALTCS7 MYCVP | 125,82 | 48247 6,85 2 48247,36 | 0,0187 | 0,0279 | 0,03 | 0,04
Two component transcriptional regulator, winged helix family -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TF31 MYCVP | 112,52 | 25083 7,02 1 25083,29 | 0,0177 | 0,0264 | 0,03 | 0,04
NAD(P) transhydrogenase, alpha subunit - M. smegmatis
(strain ATCC 700084 / mc(2)155) A0QZQ3 MYCS2 | 127,22 | 52779 5,01 2 52778,95| 0,0170 | 0,0254 ] 0,03 | 0,02
Major facilitator superfamily MFS_1 - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) AlT8J8 MYCVP | 125,13 | 54782 5,82 2 54782,1 | 0,0163 | 0,0244 ] 0,03 | 0,04
Sugar ABC transporter, ATP-binding protein, putative -
Roseobacter denitrificans (strain ATCC 33942 / OCh 114)
(Erythrobacter sp, (strain OCh 114)) (Roseobacter Q167P0 _ROSDO | 90,97 27833 5,53 1 27832,65 | 0,0159 | 0,0237 | 0,03 | 0,04
denitrificans)
AMP-dependent synthetase and ligase - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1T6X5 MYCVP | 128,13 | 57322 6,14 2 | 57321,57] 0,0156 | 0,0232 | 0,03 | 0,04
S\);g?{)edUCtase alpha - M. vanbaaleni (strain DSM 7251/ | n17ca9 Mycvp | 12504 | 83756 | 381 | 2 | 8375642 0,0105 | 0,0157 | 0,03 | 0,04
Catalytic domain of components of various dehydrogenase
complexes - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1TCG1l MYCVP | 98,62 41898 3,88 1 41898,04 | 0,0217 | 0,0155] 0,03 | 0,04
Sensor protein - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TEDS MYCVP | 137,72 | 89961 3,06 2 89961,46 | 0,0097 | 0,0145| 0,03 | 0,04
Sugar transporter - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) | AITTAR7 MYCVP | 105,03 | 51736 5,11 1 51736,47 | 0,0173 | 0,0125] 0,03 | 0,04
Probable acyl-CoA dehydrogenase fadE6 - M. bovis (strain | \yrop MycBp | 121,87 | 78428 | 2,67 1 | 7842849 | 0,0112 | 0,0082 | 0,03 | 0,04
BCG / Paris 1173P2)
sgéit'yg$gf;‘;‘ra0ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | \1 1036 mycvp | 9353 | 8184 | 17,57 1 | 818361 | 0,0589 | 0,0881 | 0,01 | 0,02
(F’Sff;i'gy}'('ﬂ‘i')y' cis-trans isomerase - Corynebacterium jeikeium| 3y c5 corgk | 98,51 | 18813 | 9,94 1 |18813,18| 0,0239 | 0,0356 [ 0,01 | 0,02
Superoxide dismutase, copper/zinc binding precursor - M. A4T2T9 OMYCO | 11518 | 23226 | 10,13 1 | 232261 | 0,0191 | 0,0285 | 0,01 | 0,02
gilvum PYR-GCK
Conserved hypothetical integral membrane protein - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T1V6 MYCVP | 90,06 | 25185 6,58 1 |25185,25]| 0,0176 | 0,0263 | 0,01 | 0,02
Two component sensory transduction transcriptional AOPRF1 MYCUA 103,17 | 25221 | 8,73 1 | 252214 | 0,0175 | 0,0262 | 0,01 | 0,02
regulatory protein MtrA - M. ulcerans (strain Agy99)
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Transcriptional regulator, TetR family - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1T4Y0 MYCVP | 123,35 | 26660 6,20 1 26659,8 | 0,0165 | 0,0247 | 0,01 | 0,02
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T7E5 MYCVP | 110,80 | 26943 6,97 1 |26942,72| 0,0164 | 0,0245| 0,01 | 0,02
Thiazole biosynthesis family protein - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) Al1T2Z8 MYCVP | 98,25 | 27132 6,10 1 |27132,02| 0,0163 | 0,0243 | 0,01 | 0,02
Putative CoA transferase beta subunit - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) AITFT9 MYCVP | 123,61 | 27253 6,07 1 | 27252,76 | 0,0162 | 0,0242 | 0,01 | 0,02
sgé"it')’g\‘(’g‘fgfra‘:ter'zed protein - M. vanbaalenii (strain DSM | A1 1op0 mycvp | 9946 | 27506 | 4,80 1 | 2750591 | 0,0161 | 0,0240 | 0,01 | 0,02
FeS assembly ATPase SufC - M. smegmatis (strain ATCC
700084 / mc(2)155) A0QX01 MYCS2 | 136,19 | 27544 6,80 1 |27544,19]| 0,0160 | 0,0239 | 0,01 | 0,02
Binding-protein-dependent transport systems inner membrane
component - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TGR3 MYCVP | 103,48 | 27606 7,20 1 |27606,05| 0,0160 | 0,0239 | 0,01 | 0,02
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR - M. vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TBZ6 MYCVP | 90,88 | 28083 4,31 1 |28083,28 | 0,0157 | 0,0234 | 0,01 | 0,02
ABC drug efflux pump, inner membrane subunit, DrrB family -
M. vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T9S3 MYCVP | 95,38 | 29329 4,14 1 |29328,74| 0,0150 | 0,0224 | 0,01 | 0,02
Copper resistance D domain protein precursor - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1TGZ5 MYCVP | 9599 | 30694 6,81 1 |30693,72| 0,0143 | 0,0214 | 0,01 | 0,02
ﬁ%’_’i)cp thioesterase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251/ | 11388 Mycyp | 09353 | 31173 | 4,95 1 |31172,69| 0,0141  0,0211 | 0,01 | 0,02
ABC sulfate/ thiosulfate porter, ATP-binding component - QOSH92 RHOSR = 103,58 | 36697 | 6,31 1 | 36697,3 | 0,0119 | 0,0178 | 0,01 | 0,02
Rhodococcus sp, (strain RHA1)
Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide-transferase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) MRAY MYCVP 92,65 | 37729 4,68 1 |37729,27| 0,0116 | 0,0173 | 0,01 | 0,02
DG transporter related protein - Hoeflea phototrophica DFL- | sop7¢7 orHIZ | 118,25 | 38348 | 603 | 1 | 3834778 0,0114 | 0,0170 [ 0,01 002
Major facilitator superfamily MFS_1 - M. vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1TDS2 MYCVP | 106,89 | 40769 3,24 1 |40769,47| 0,0107 | 0,0160 | 0,01 | 0,02
3-beta hydroxysteroid dehydrogenase/isomerase - M.
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AITE10 MYCVP | 96,99 | 40830 5,66 1 |40829,76 | 0,0107 | 0,0160 | 0,01 | 0,02
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ABC transporter for sugar ATP-binding protein -

Psychromonas ingrahamii (strain 37) A1SW63 PSYIN | 97,97 | 40968 4,57 40968,17 | 0,0106 | 0,0159 | 0,01 | 0,02
Major facilitator superfamily MFS_1 - M. gilvum PYR-GCK A4T915 OMYCO | 93,49 | 43634 3,28 43634 | 0,0100 | 0,0149 | 0,01 | 0,02
¥ 53’&‘.’5‘{ HRNA synthetase - M. vanbaalenii (strain DSM 7251 | o1 reps mycve | 99,98 | 57101 | 2,89 57100,88 | 0,0076 | 0,0113 [ 0,01 | 0,02
Putative short-chain dehydrogenase - Pseudomonas

aeruginosa (strain UCBPP-PA14) Q02QF8 PSEAB | 94,85 | 65903 2,17 65903,35 | 0,0065 | 0,0098 | 0,01 | 0,02
Protein translocase subunit secA - Rubrobacter xylanophilus

(strain DSM 9941 / NBRC 16129) SECA RUBXD 99,02 | 102781 1,39 102781,4 | 0,0042 | 0,0062 | 0,01 | 0,02
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Table S3: Specific protein identified in acetate membranatein fraction.
M. meandVlycobacteriumLines highlighted in pale yellow showed than laetdo not belong tMycobacteriungenus.
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ACETATE emPAl SpCount
%Abdc |%Abdc | %Abdc | %Abdc
Description Accession Score | Mass | Coverage | #peps MW emPAl our SpC SpC
Mascot |emPAl | total unique

ATPase, P-type - Mycobacterium vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1T5M7 MYCVP |1215,71| 99381 23,74 15 99380.98 | 0,1602 |0,1236| 0,38 0,50
gm'lk;'”d'”g protein - Rhodococeus sp. (strain Q0S2G2 RHOSR | 270,74 | 23476 | 15,02 4 | 234757 | 02509 |0,1407| 036 | 0,03
putative transiation elongation factor TU - Nocardia | o5vpGa NOCFA | 487,35 | 45684 | 21,69 6 | 4568351 | 0,2154 |0,1027| 030 | 0,17
Elongation factor Tu - Mycobacterium ulcerans EFTU MYCUA | 611,78 | 43779 | 28,46 8 | 4377859 | 0,1802 |0,1571| 028 | 0,02
(strain Agy99)
DNA-directed RNA polymerase subunit beta' -
Frankia alni (strain ACN14a) RPOC FRAAA | 963,12 |143974| 11,24 15 143973.85| 0,0583 | 0,0783| 0,28 0,00
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T8LO0 MYCVP | 796,55 | 36827 44,80 10 36827.16 | 0,2371 |0,2768| 0,25 0,22
PYR-1)
PhoH family protein - Mycobacterium vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TBR3 MYCVP | 770,56 | 37783 44,61 10 37782.75 | 0,3343 |0,2659| 0,21 0,28
Elongation factor Tu - Mycobacterium agri A1C3C8 MYCAG | 459,28 | 23643 35,98 6 23643.31 | 0,3030 |0,2449| 0,18 0,02
Fructose-1,6-bisphosphatase, class Il -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TE23 MYCVP | 639,08 | 36011 31,04 9 36010.91 | 0,2456 |0,2436| 0,18 0,24
PYR-1)
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha -
Mycobacterium smegmatis (strain ATCC 700084 / RPOA MYCS2 | 649,81 | 37896 27,91 9 37896.48 | 0,2260 |0,2262| 0,18 0,00
mc(2)155)
gerfe'EQr"'ke transcriptional regulator - Bacillus A4GFD9 BACCE | 292,04 | 26030 | 25,85 4 | 26030.49 | 0,0790 |0,1234| 0,17 | 0,22
Aminopeptidase Y precursor - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T303 MYCVP | 699,92 | 52242 24,89 9 52242.08 | 0,1227 |0,1458| 0,16 0,21
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%Abdc [%Abdc | %Abdc | %Abdc
Description Accession Score | Mass | Coverage | #peps MW emPAl our SpC SpC
Mascot |emPAl | total unique

ﬁegf‘é‘éeKdehydmge”ase - Mycobacterium givum 4711 9myco | 546,65 | 54827 | 23,49 8 | 54827.49 | 0,149 |0,1177| 0,16 | 0,02
?ng’airr']b?fg?‘a' protein S2 - Mycobacterium sp. RS2 MYCSJ | 498,09 | 31059 14,89 5 | 31058.97 | 0,951 |0,1320| 0,15 | 0,19
Methylmalonyl-CoA mutase, beta subunit -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALT8R9 MYCVP | 596,79 | 64881 26,00 9 | 64880.62 | 0,0016 |0,1105| 0,15 | 0,19
PYR-1)
Excinuclease ABC subunit A - Mycobacterium
vanbagleni (strain DSM 7251 / PYR-1) ALTAD6 MYCVP | 649,02 |106047| 14,52 10 | 106046.75 | 0,0498 |0,0695| 0,15 | 0,17
grziﬁy{(‘;gase subunit beta - Thermobifida fusca ATPB THEEY | 190,26 | 52414 6,30 2 | 5241416 [ 0,0250 |0,0252| 015 | 005
oo/ domain protein - Mycobacterium givum PYR- | o41o19 omvco | 276,12 | 15102 37,68 4 | 15191.96 | 0,1630 |0.2547| 013 | 005
Geranylgeranyl reductase - Mycobacterium
vanbasleni (traim DSM 7251 PYR.1) ALT6S2 MYCVP | 518,83 | 42660 | 22,74 7 | 42659.83 | 0,1424 |0,1361| 0,13 | 0,17
Extracellular solute-binding protein, family 1
precursor - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM | A1TH57 MYCVP | 676,85 | 40070 41,67 7 40069.74 | 0,1340 |0,1480| 0,13 0,17
7251 / PYR-1)
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbasleni (strain DSM 7251 / PYR.1 ALT260 MYCVP | 564,83 | 52597 | 24,00 8 | 52597.36 | 0,1066 |0,1240| 0,13 | 0,17
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbasleni (strain DSM 7251/ PYR.L) ALTBY8 MYCVP | 756,52 | 57023 | 33,01 10 | 57023.11 | 0,0957 |0,1495| 0,13 | 0,10
Prolyl-tRNA synthetase - Mycobacterium
vanbaaleni (arain DSM 7251/ PYR.1) SYP MYCVP | 629,45 | 63789 | 21,24 9 | 63788.77 | 0,0827 |0,1129| 0,13 | 0,17
Putative ATP-dependent Clp protease -
Saccharopolyspora erythrasa (strain NRRL 2333g) | A4E6T8 SACEN | 487,53 | 94650 | 7,09 7 | 94658.67 | 0,0336 |0,0525| 0,13 | 0,02
Drug exporters of the RND superfamily-like protein - | sr3p6 omyco | 396,09 11189261 5,64 6 |118926.35| 0,0302 0,0344| 013 | 0,02
Mycobacterium gilvum PYR-GCK
DNA-directed RNA polymerase subunit beta’ - RPOC PROAC | 427,51 |143354, 4,60 7 14335435 0,0213 |0,0332| 0,13 | 0,00
Propionibacterium acnes e —
ﬁsg_tgg‘;porter related - Mycobacterium givum 1/ rovs omyco | 452,30 | 45336 | 19,17 5 | 45336.1 |0,1127 |0,0829| 0,12 | 0,02
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Leucyl aminopeptidase - Mycobacterium vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TB19 MYCVP | 517,22 | 52349 23,37 9 52349.22 | 0,0930 |0,1454| 0,12 0,16
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TA83 MYCVP | 434,20 | 41980 33,86 7 41980.29 | 0,0889 |0,1389| 0,12 0,16
Spfh domain/band 7 family protein, putative -
Mycobacterium smegmatis (strain ATCC 700084/ | AOQSL1 MYCS2 | 593,91 | 54572 23,19 8 54571.78 | 0,0881 |0,1183| 0,12 0,02
mc(2)155)
NADH dehydrogenase |, D subunit - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T6A3 MYCVP | 412,92 | 48697 22,62 7 48696.7 | 0,0737 |0,1152| 0,12 0,16
HAD-superfamily hydrolase, subfamily 1IB -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T507 MYCVP | 244,05 | 59858 13,79 4 59857.93 | 0,0674 |0,0466| 0,12 0,16
PYR-1)
ATP synthase beta chain - Bifidobacterium Q6RX86 OBIFI | 150,58 | 40721 8,11 2 | 40720.94 | 0,0211 |0,0330| 012 = 002
DNA-directed RNA polymerase subunit beta' -
Bifidobacterium adolescentis (strain ATCC 15703 / RPOC BIFAA | 448,36 |148060 4,46 7 148060.09 | 0,0205 |0,0321| 0,12 0,00
DSM 20083)
50S ribosomal protein L3 - Mycobacterium
smegmatis (strain ATCC 700084 / mc(2)155) RL3 MYCS2 245,02 | 22958 17,31 3 22958.17 | 0,1645 |0,1004| 0,11 0,03
Daunorubicin resistance ABC transporter ATPase
subunit - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM A1T9S4 MYCVP | 438,10 | 35929 33,74 7 35928.93 | 0,1318 |0,1708]| 0,11 0,14
7251/ PYR-1)
Acyl-CoA dehydrogenase, type 2, C-terminal
domain - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM AL1TEX9 MYCVP | 535,05 | 43112 25,58 8 43111.61 | 0,1026 |0,1604| 0,11 0,14
7251/ PYR-1)
Aminotransferase - Mycobacterium vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TGNO MYCVP | 497,56 | 47085 22,20 6 47084.89 | 0,0913 | 0,0988| 0,11 0,14
DEAD/DEAH box helicase domain protein -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T613 MYCVP | 511,13 | 53716 30,74 8 53715.98 | 0,0773 |0,1207| 0,11 0,14
PYR-1)
Beta-N-acetylhexosaminidase precursor -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T1Q5 MYCVP | 342,06 | 40315 19,21 5 40314.64 | 0,0766 |0,0953| 0,11 0,14
PYR-1)
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Molybdenum cofactor synthesis domain -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / AITEKS5 MYCVP | 379,05 | 44544 21,04 6 44544.43 | 0,0677 |0,1058| 0,11 0,14
PYR-1)
30S ribosomal protein S1 - Mycobacterium leprae RS1 MYCLE 385,87 | 53246 17,15 6 53246.43 | 0,0660 | 0,0853| 0,11 0,02
60 kDa inner membrane insertion protein -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1TI27 MYCVP | 181,89 | 41196 10,16 3 41196.4 | 0,0594 |0,0510| 0,11 0,14
PYR-1)
DNA-directed RNA polymerase subunit beta' -
Tropheryma whipplei (strain Twist) (Whipple's RPOC TROWT | 289,93 (142489 3,78 5 142489.21| 0,0149 | 0,0233] 0,11 0,00
bacillus)
DNA-directed RNA polymerase subunit beta - RPOC2 SYNY3 | 272,63 |144688 3,04 4 | 14468801 0,0147 |0,0181| 0,11 | 0,03
Synechocystis sp. (strain PCC 6803)
ggg_ggﬂyltramferase - Mycobacterium gilvum AATGE6 OMYCO | 352,49 | 33284 | 19,21 5 | 33283.89 | 0,0983 [0,1209| 0,09 | 0,03
Integral membrane sensor signal transduction
histidine kinase precursor - Mycobacterium Al1TBB2 MYCVP | 448,61 | 40494 21,07 6 40494.28 | 0,0933 | 0,1193| 0,09 0,12
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)
Beta-ketoacyl synthase precursor - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TBI8 MYCVP | 438,83 | 43550 23,80 6 43549.78 | 0,0848 |0,1088| 0,09 0,12
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T7U4 MYCVP | 428,24 | 50637 19,35 7 50636.7 | 0,0701 |0,1095| 0,09 0,12
ABC-1 domain protein - Mycobacterium vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T632 MYCVP | 329,68 | 49100 12,11 4 49100.46 | 0,0601 |0,0581| 0,09 0,12
Elongation factor Tu - Brevibacterium linens EFTU BRELN 152,65 | 43758 11,34 43758.37 | 0,0553 | 0,0305| 0,09 0,05
ABC transporter-related protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AITCE7 MYCVP | 333,93 | 61887 12,99 5 61886.92 | 0,0550 |0,0578| 0,09 0,12
20 kDa chaperonin - Mycobacterium givum PYR- | a4TENG oMYCO | 386,66 | 55092 18,47 6 | 5599152 | 0,0514 0,0803| 0,09 | 0,02
Putative uncharacterized protein precursor -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T9KO MYCVP | 358,17 | 70031 12,35 6 70031.28 | 0,0475 |0,0620| 0,09 0,12
PYR-1)
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Drug exporters of the RND superfamily-like protein - | \5p56 Mycsy | 255,47 1117203 3,76 4 |117202.84| 0,0224 |0,0226| 0,09 | 0,07

Mycobacterium sp. (strain JLS)

gpe”(gt';’;fr']ogat;';/sr’o”'E precursor - Mycobacterium ;91 Mycsk | 334,83 (144977 4,94 5 | 144976.78 | 0,0210 |0,0229| 0,09 | 0,05

2-oxoglutarate decarboxylase - Mycobacterium KGD MYCPA | 37544 136988 4,42 6 | 136988.03| 0,0189 |0,02905| 0,09 | 0,00

paratuberculosis -_—

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T3V2 MYCVP | 337,11 | 32706 25,59 5 32705.78 | 0,1005 |0,1235| 0,08 0,10

ABC transporter-related protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TH54 MYCVP | 343,29 | 35993 26,10 5 35992.97 | 0,0885 |0,1095| 0,08 0,10

Dihydroorotate dehydrogenase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) PYRD MYCVP | 372,46 | 36782 22,95 5 36781.65 | 0,0861 |0,1066| 0,08 0,10

TrkA-N domain protein - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T626 MYCVP | 358,14 | 39187 23,31 6 39186.76 | 0,0794 |0,1240| 0,08 0,10

NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T5C9 MYCVP | 390,78 | 43430 20,15 6 43430.28 | 0,0699 | 0,1092| 0,08 0,10

PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TBW3 MYCVP | 196,29 | 22724 20,39 3 22723.75 | 0,0650 |0,1016| 0,08 0,10

Integral membrane sensor signal transduction

histidine kinase - Mycobacterium vanbaalenii (strain | ALTDB1 MYCVP | 320,47 | 46783 14,82 5 46782.6 | 0,0638 |0,0799| 0,08 0,10

DSM 7251/ PYR-1)

Spermidine/putrescine import ATP-binding protein

potA - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 POTA MYCVP | 341,13 | 40686 17,07 4 40685.82 | 0,0604 |0,0722| 0,08 0,10

/| PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T6Z2 MYCVP | 391,59 | 50017 18,06 6 50016.94 | 0,0588 |0,0920| 0,08 0,10

NAD(P) transhydrogenase, alpha subunit -

Mycobacterium sp. (strain KMS) A1U921 MYCSK | 404,52 | 52153 16,03 5 52152.68 | 0,0560 |0,0704| 0,08 0,02

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TB20 MYCVP | 337,24 | 56307 11,94 5 56307.11 | 0,0511 |0,0644| 0,08 0,10

PYR-1)
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Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TGJ8 MYCVP | 257,32 | 48813 17,16 5 48813.02 | 0,0487 |0,0760| 0,08 0,10

PYR-1)

Polar amino acid ABC transporter, inner membrane

subunit precursor - Mycobacterium vanbaalenii A1TGP1 MYCVP | 326,91 | 53819 14,31 5 53818.51 | 0,0434 |0,0679| 0,08 0,10

(strain DSM 7251 / PYR-1)

Acyl-CoA dehydrogenase domain protein -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TIN7 MYCVP | 368,41 | 66704 10,80 5 66703.87 | 0,0420 | 0,0532| 0,08 0,05

PYR-1)

Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit -

Mycobacterium smegmatis (strain ATCC 700084 / AOQPJ3 MYCS2 | 339,95 | 70012 9,12 6 70012.24 | 0,0397 |0,0620| 0,08 0,03

mc(2)155)

Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase cytochrome b

subunit - Mycobacterium smegmatis (strain ATCC AOR052 MYCS2 | 244,02 | 60171 5,85 4 60171.48 | 0,0296 |0,0463| 0,08 0,05

700084 / mc(2)155)

Cytochrome-c oxidase - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TGS5 MYCVP | 214,13 | 65041 6,60 4 65040.55 | 0,0272 |0,0426| 0,08 0,03

Transcription termination factor Rho - ALUKOL MYCSK | 181,97 | 71374 | 556 3 | 71374.46 | 0,0246 |0,0281| 0,08 | 0,10

Mycobacterium sp. (strain KMS)

gAeTrf:tZ?i’Sg‘ase subunit alpha - Mycoplasma ATPA MYCGE | 128,75 | 57180 | 4,62 2 | 57180.02 | 0,0228 |0,0230| 0,08 | 0,03

Ribonuclease, Rne/Rng family - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TC24 MYCVP | 268,76 |104856 5,56 4 104856.22 | 0,0163 | 0,0254| 0,08 0,05

Conserved domain protein - Mycobacterium

smegmatis (strain ATCC 700084 / mc(2)155) AOR5E1 MYCS2 | 133,15 | 7343 25,76 2 7342.61 | 0,3073 |0,2478| 0,07 0,09

Putative export or membrane protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1T8G9 MYCVP | 183,04 | 18257 25,45 3 18256.87 | 0,1255 |0,1327| 0,07 0,09

PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T7H5 MYCVP | 296,67 | 18818 34,50 4 18817.91 | 0,1205 |0,1883| 0,07 0,09

%%S'lkfF;Y'v'Fg’_cl‘;baCte””m vanbaalenii (strain DSM | 11551 Mycvp | 306,51 | 36080 | 22,94 4 | 36079.57 | 0,0698 |0,0829| 0,07 | 0,09
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Putative uncharacterized protein MLCB268.12¢ - 069562 MYCLE | 107,32 | 14605 | 11,36 1 | 14604.54 | 0,0666 |0,0461| 0,07 | 0,09
Mycobacterium leprae
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TG50 MYCVP | 371,82 | 39043 15,82 5 39043.47 | 0,0635 |0,0992| 0,07 0,09
Radical SAM enzyme, Cfr family - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T787 MYCVP | 304,38 | 39702 18,89 5 39702.49 | 0,0622 |0,0972| 0,07 0,09
UspA domain protein - Mycobacterium vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T5M8 MYCVP | 185,16 | 32819 13,42 3 32818.5 | 0,0595 | 0,0660| 0,07 0,09
Fibronectin-attachment family protein precursor -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TOM7 MYCVP | 198,82 | 34911 15,46 3 34910.8 | 0,0553 |0,0615| 0,07 0,09
PYR-1)
Histidyl-tRNA synthetase - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) SYH MYCVP 289,11 | 45332 16,02 5 45332.26 | 0,0530 | 0,0829| 0,07 0,09
CBS domain containing protein precursor -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TBR1 MYCVP | 307,94 | 46747 16,67 5 46746.6 | 0,0511 |0,0799| 0,07 0,09
PYR-1)
Isocitrate lyase - Mycobacterium vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1T389 MYCVP | 292,39 | 46931 17,99 5 46931.42 | 0,0510 | 0,0796| 0,07 0,09
LppZ precursor - Mycobacterium vanbaalenii (strain
DSM 7251 / PYR-1) A1T6Y4 MYCVP | 221,07 | 37569 13,20 3 37569.06 | 0,0507 |0,0566| 0,07 0,09
PDZ/DHR/GLGF precursor - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T635 MYCVP | 222,99 | 37618 14,08 4 37618.39 | 0,0507 |0,0792| 0,07 0,09
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TEK3 MYCVP | 180,36 | 40291 9,56 3 40290.8 | 0,0468 |0,0524| 0,07 0,09
Virulence factor Mce family protein precursor -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TDX5 MYCVP | 322,04 | 40854 12,67 4 40854.18 | 0,0459 |0,0717| 0,07 0,09
PYR-1)
Luciferase family protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T6E5 MYCVP | 239,67 | 42158 13,58 4 42158.2 | 0,0444 |0,0693| 0,07 0,09
Elongation factor Tu - Nitrobacter hamburgensis
(strain X14 / DSM 10229) EFTU_NITHX 137,18 | 43154 7,14 2 43154.24 | 0,0432 |0,0310| 0,07 0,03
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Phosphopantothenoylcysteine decarboxylase /

Phosphopantothenate-cysteine ligase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T8H6 MYCVP | 230,68 | 43170 11,68 4 43169.62 | 0,0432 |0,0675| 0,07 0,09

PYR-1)

Sugar transferase - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T775 MYCVP | 275,24 | 55729 11,86 5 55728.64 | 0,0417 |0,0651| 0,07 0,09

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

smegmatis (strain ATCC 700084 / mc(2)155) AOR101 MYCS2 | 378,91 | 59681 12,73 5 59680.65 | 0,0386 |0,0603| 0,07 0,02

Virulence factor Mce family protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TDX6 MYCVP | 299,11 | 47638 12,47 4 47637.77 | 0,0385 | 0,0601| 0,07 0,09

PYR-1)

Sensor protein - Mycobacterium gilvum PYR-GCK | AATEO3 9MYCO | 267,17 | 48743 11,29 4 48743.41 | 0,0375 | 0,0586| 0,07 0,02

NAD(P) transhydrogenase, beta subunit precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T1CO MYCVP | 360,11 | 49794 14,25 4 49794.2 | 0,0366 |0,0573| 0,07 0,09

PYR-1)

Oligopeptide/dipeptide ABC transporter, ATPase

subunit - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM A1TDFE8 MYCVP | 259,28 | 65614 12,58 5 65613.86 | 0,0346 |0,0541| 0,07 0,09

7251/ PYR-1)

RNA polymerase sigma factor - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T7X4 MYCVP | 272,32 | 52414 10,50 4 52413.71 | 0,0346 |0,0540| 0,07 0,09

Polar amino acid ABC transporter, inner membrane

subunit precursor - Mycobacterium vanbaalenii A1TE78 MYCVP | 232,45 | 53463 12,96 4 53462.96 | 0,0338 | 0,0529| 0,07 0,09

(strain DSM 7251 / PYR-1)

Putative uncharacterized protein precursor - A4T221 9MYCO | 125,70 | 28072 | 9,41 2 | 28072.16 | 0,0317 |0,0495| 0,07 | 0,09

Mycobacterium gilvum PYR-GCK

Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T4U6 MYCVP | 285,78 | 57373 15,55 4 57373.38 | 0,0313 |0,0489| 0,07 0,09

PYR-1)

Catalase - Mycobacterium gilvum PYR-GCK A4TA40 O9MYCO | 210,67 | 77369 6,40 77369.45 | 0,0288 |0,0352| 0,07 0,00

Cytochrome-c oxidase - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T6U7 MYCVP | 249,52 | 64691 6,29 64691.34 | 0,0274 |0,0428| 0,07 0,02
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Serine/threonine protein kinase - Mycobacterium A4T164 9MYCO | 351,39 | 83295 | 6,34 5 | 83294.53 | 0,0266 |0,0415| 0,07 | 0,02

gilvum PYR-GCK

g‘g;ﬁ:ﬂ'&g' dehydrogenase - Mycobacterium sp. | A1 ak2 MyCsK | 186,91 | 49915 | 7,51 3 | 49915.48 | 0,0264 |0,0413| 0,07 | 0,02

Peptidase S1 and S6, chymotrypsin/Hap - ALUKAO MYCSK | 211,88 | 51732 | 9,36 3 | 5173159 | 0,0254 |0,0397| 0,07 | 0,02

Mycobacterium sp. (strain KMS)

Carbamoylphosphate synthetase large chain -

Janibacter sp. HTCC2649 A3TLQO 9MICO | 170,18 118970 2,78 3 118969.6 | 0,0181 |0,0164| 0,07 0,03

FAD dependent oxidoreductase - Mycobacterium | 1 yq\g MYCSK | 135,25 | 53668 | 5,22 > | 53668.04 | 0,0158 |0,0246| 007 | 007

sp. (strain KMS)

Protein translocase subunit secA - Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis (strain NCPPB | SECA CLAM3 | 147,64 |104502 2,32 3 104502.3 | 0,0120 |0,0188| 0,07 0,05

382)

30S ribosomal protein S15 - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) RS15 MYCVP | 176,62 | 10396 55,32 4 10395.77 | 0,2922 |0,4566| 0,05 0,03

LemA family protein precursor - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T8J3 MYCVP | 246,18 | 19448 22,16 3 19448.41 | 0,1150 |0,1224| 0,05 0,07

Pyridoxamine 5'-phosphate oxidase-related, FMN-

binding - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM A1TF84 MYCVP | 164,36 | 15565 23,40 3 15565.02 | 0,1039 |0,1624| 0,05 0,07

7251/ PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TDI2 MYCVP | 136,91 | 16789 23,68 2 16788.89 | 0,0943 |0,0881| 0,05 0,07

Menaquinone biosynthesis methyltransferase ubikE -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / UBIE MYCVP 281,81 | 24431 21,15 4 24431.47 | 0,0854 |0,1334| 0,05 0,07

PYR-1)

Redoxin domain protein precursor - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T3F4 MYCVP | 141,31 | 21663 14,29 2 21662.93 | 0,0686 |0,0658| 0,05 0,03

MaoC domain protein dehydratase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T5B0 MYCVP | 262,98 | 30225 18,98 3 30225.35 | 0,0656 |0,0724| 0,05 0,07

Transcriptional regulator, MarR family -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1TI02 MYCVP | 149,84 | 16030 14,48 2 16029.71 | 0,0596 |0,0931| 0,05 0,07

PYR-1)

- 260 -




ANNEXES

ACETATE emPAl SpCount
%Abdc |%Abdc | %Abdc | %Abdc
Description Accession Score | Mass | Coverage | #peps MW emPAl our SpC SpC

Mascot |emPAl| total | unique

Delta-aminolevulinic acid dehydratase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T3D5 MYCVP | 234,29 | 34914 12,30 4 34913.5 | 0,0553 |0,0863| 0,05 0,07

PYR-1)

Chromosome segregation DNA-binding protein A4T4T1 OMYCO | 212,41 | 35515 | 13,98 4 | 35514.78 | 0,0542 |0,0847| 0,05 | 0,07

precursor - Mycobacterium gilvum PYR-GCK

Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / AITEXO MYCVP | 251,06 | 35671 15,12 4 35670.68 | 0,0538 |0,0841| 0,05 0,07

PYR-1)

Cell division protein FtsZ - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TAWS MYCVP | 323,07 | 39152 16,06 4 39151.94 | 0,0483 |0,0755| 0,05 0,07

Chaperone protein DnaJ - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T2S5 MYCVP | 313,32 | 41216 16,18 4 41215.79 | 0,0455 |0,0710| 0,05 0,07

Acyl-CoA dehydrogenase domain protein -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T5U2 MYCVP | 264,54 | 41520 13,95 4 41519.84 | 0,0450 |0,0704]| 0,05 0,07

PYR-1)

Flavodoxin/nitric oxide synthase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T6Z1 MYCVP | 136,59 | 20900 11,58 2 20900.45 | 0,0439 |0,0685| 0,05 0,07

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T271 MYCVP | 275,66 | 44233 13,18 4 44233.36 | 0,0419 | 0,0655| 0,05 0,07

Histidine kinase precursor - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T5M6 MYCVP | 190,03 | 33156 10,39 3 33155.5 | 0,0417 |0,0652| 0,05 0,07

Dihydroorotase precursor - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T8G8 MYCVP | 272,61 | 46591 17,67 4 46590.75 | 0,0395 | 0,0618| 0,05 0,07

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) ALTGX5 MYCVP | 269,78 | 47791 13,59 4 47790.74 | 0,0384 | 0,0600| 0,05 0,07

DNA-directed RNA polymerase subunit alpha - RPOA CORDI | 137,47 | 36951 6,87 2 | 36950.87 [ 0,0369 |0,0367| 005 | 0,00

Corynebacterium diphtheriae

Pyruvate kinase - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) A1T8Y1 MYCVP | 236,91 | 50938 12,31 4 50937.56 | 0,0357 |0,0559| 0,05 0,07

LpgM precursor - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) A1TD26 MYCVP | 150,96 | 50952 7,31 2 50951.55 | 0,0357 |0,0260| 0,05 0,07

Virulence factor Mce family protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TDX9 MYCVP | 222,51 | 51228 15,91 4 51227.69 | 0,0355 |0,0555| 0,05 0,07
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NAD(P) transhydrogenase, alpha subunit -

Mycobacterium smegmatis (strain ATCC 700084 / AOOQONN8 MYCS2 | 222,66 | 52674 8,58 3 52673.9 | 0,0344 |0,0390| 0,05 0,02

mc(2)155)

Monooxygenase, FAD-binding - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T367 MYCVP | 191,19 | 53794 10,63 4 53793.81 | 0,0336 |0,0525] 0,05 0,07

RNA polymerase sigma factor - Mycobacterium A4TCRO 9MYCO | 237,86 | 53943 | 8,98 53943.42 | 0,0335 |0,0524| 005 | 0,07

gilvum PYR-GCK

Adenosylhomocysteinase - Mycobacterium leprae SAHH MYCLE | 275,40 | 53952 9,39 53952.37 | 0,0334 |0,0523| 0,05 0,02

éﬂi‘ﬁsy'homocysm'”ase' Rhodococcus sp. (strain | 455v7 RHOSR | 177,28 | 54077 | 6,72 3 | 54077.47 | 0,0334 |0,0378]| 005 | 0,02

Glutamine-hydrolyzing GMP synthase - AOQKP5 MYCAL | 196,93 | 54317 | 7,10 4 | 54317.37 | 0,0332 |0,0519| 0,05 | 0,07

Mycobacterium avium (strain 104)

DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit - ABLBO5 9ACTO | 159,75 40815 | 7,01 2 | 40814.84 | 0,0330 |0,0329| 0,05 | 0,03

Frankia sp. EAN1pec

FMN-dependent alpha-hydroxy acid dehydrogenase

- Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1T770 MYCVP | 164,43 | 41239 9,92 3 41238.9 | 0,0326 |0,0510| 0,05 0,07

PYR-1)

FAD dependent oxidoreductase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlT688 MYCVP | 279,74 | 57220 11,15 4 57220.15 | 0,0314 |0,0490| 0,05 0,07

Extracellular solute-binding protein, family 5

precursor - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM | A1T893 MYCVP | 222,61 | 57361 6,55 3 57360.72 | 0,0313 |0,0355| 0,05 0,07

7251 / PYR-1)

Uroporphyrinogen-lll C-methyltransferase /

uroporphyrinogen-Ill synthase - Mycobacterium Al1T3D4 MYCVP | 282,86 | 59764 13,18 4 59763.55 | 0,0299 |0,0467| 0,05 0,07

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)

Peptidase S8 and S53, subtilisin, kexin, sedolisin

precursor - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM | A1T269 MYCVP | 226,47 | 45267 9,25 3 45267.13 | 0,0295 |0,0460| 0,05 0,07

7251 / PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AITFR5 MYCVP | 172,94 | 65099 8,97 3 65099.29 | 0,0272 |0,0310| 0,05 0,07

Acyl-CoA dehydrogenase domain protein - A4T3U2 9MYCO | 198,60 | 66617 | 6,94 3 | 66616.88 | 0,0265 0,0302| 0,05 | 0,02

Mycobacterium gilvum PYR-GCK
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Cytochrome P450 - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T3E6 MYCVP | 172,42 | 50063 6,81 3 50062.93 | 0,0263 |0,0411| 0,05 0,07

PTS system, mannitol-specific 1IC subunit -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TGQ4 MYCVP | 230,12 | 68429 10,93 4 68428.74 | 0,0257 |0,0402| 0,05 0,07

PYR-1)

Cytochrome d ubiquinol oxidase, subunit Il -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T8Y6 MYCVP | 127,64 | 37768 7,29 2 37768.33 | 0,0229 |0,0357| 0,05 0,07

PYR-1)

Putative uncharacterized protein precursor - A3PV37 MYCSJ | 191,28 | 62745 | 4,56 2 | 627452 | 0,0206 |0,0209| 005 | 0,02

Mycobacterium sp. (strain JLS)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T509 MYCVP | 191,28 | 65921 4,34 2 65921.4 | 0,0196 |0,0199| 0,05 0,02

Putative transcriptional regulator, Crp/Fnr family -

Bacillus cereus subsp. cytotoxis (strain NVH 391- A7GU02 BACCN | 115,95 | 26017 4,66 1 26016.69 | 0,0160 |0,0251] 0,05 0,07

98)

ATPase, P-type - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) A1T5NO _MYCVP | 196,57 |152876 2,81 4 152876.04 | 0,0109 |0,0171| 0,05 0,07

ATPase AAA-2 - Rubrobacter xylanophilus (strain

DSM 9941 / NBRC 16129) Q1AUO5 RUBXD | 122,14 | 93792 2,70 2 93792.39 | 0,0088 |0,0138]| 0,05 0,00

?Sﬂf’a{r;bffg?a' protein S15 - Mycobacterium sp. RS15 MYCSJ | 135,00 | 10384 = 4574 3 | 10383.73 | 0,1817 |0,2840| 0,04 | 0,02

Transcriptional repressor, CopY family -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TBE1 MYCVP | 162,49 | 18647 19,53 3 18647.35 | 0,0830 |0,1298| 0,04 0,05

PYR-1)

Putative uncharacterized protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALTEV9 MYCVP | 121,32 | 12546 14,04 1 12546.28 | 0,0796 |0,0540| 0,04 0,05

PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AITEM5 MYCVP | 191,24 | 21027 18,32 3 21026.8 | 0,0713 |0,1114| 0,04 0,05

Alkyl hydroperoxide reductase/ Thiol specific

antioxidant/ Mal allergen precursor - Mycobacterium | A4T356 9MYCO | 146,87 | 21741 14,72 2 21740.91 | 0,0686 |0,0658| 0,04 0,02

gilvum PYR-GCK
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Methyltransferase type 12 - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TDU6 MYCVP | 188,26 | 23108 14,76 3 23107.88 | 0,0635 | 0,0992| 0,04 0,05
Putative signal-transduction protein with CBS
domains - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM | A1T7J4 MYCVP | 136,04 | 16698 19,87 2 16698.49 | 0,0568 |0,0888| 0,04 0,05
7251/ PYR-1)
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TFJ7 MYCVP | 154,40 | 25627 13,36 3 25627.45 | 0,0563 |0,0880| 0,04 0,05
Putative uncharacterized protein precursor -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALTCC6 MYCVP | 242,55 | 27901 16,60 3 27900.56 | 0,0509 |0,0795| 0,04 0,05
PYR-1)
Succinate dehydrogenase subunit D -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T5G7 MYCVP | 132,11 | 18697 12,43 2 18697.46 | 0,0499 |0,0779| 0,04 0,05
PYR-1)
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TC29 MYCVP | 121,28 | 18799 15,29 2 18798.85 | 0,0495 |0,0774| 0,04 0,05
Transcriptional regulator, TetR family -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T5C8 MYCVP | 122,97 | 20124 13,74 2 20124.44 | 0,0458 |0,0716| 0,04 0,05
PYR-1)
Signal peptidase I. Serine peptidase. MEROPS
family S26A - Mycobacterium vanbaalenii (strain A1T758 MYCVP | 200,51 | 30585 16,91 3 30585.13 | 0,0458 |0,0715]| 0,04 0,05
DSM 7251/ PYR-1)
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T1E3 MYCVP | 134,96 | 20237 13,11 2 20237.35 | 0,0455 |0,0711| 0,04 0,05
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TDB3 MYCVP | 228,45 | 31038 14,14 3 31038.08 | 0,0450 |0,0703| 0,04 0,05
Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TCK9 MYCVP | 217,77 | 31792 11,76 3 31791.71 | 0,0437 |0,0684| 0,04 0,05
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
ClpP / ClpP2 peptidase. Serine peptidase.
MEROPS family S14 - Mycobacterium vanbaalenii A1TCB6 MYCVP | 124,69 | 23445 9,86 2 23445.05 | 0,0385 |0,0602| 0,04 0,05
(strain DSM 7251 / PYR-1)
Cutinase precursor - Mycobacterium vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TGV7 MYCVP | 238,80 | 35579 17,03 3 35579.3 | 0,0385 | 0,0602| 0,04 0,05
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Aspartate semialdehyde dehydrogenase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1ITGG9 MYCVP | 219,02 | 35669 12,79 3 35668.64 | 0,0384 |0,0600| 0,04 0,05

PYR-1)

Extracellular solute-binding protein, family 3

precursor - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM | A1T2Z2 MYCVP | 190,51 | 35680 10,49 3 35679.56 | 0,0384 | 0,0600| 0,04 0,05

7251/ PYR-1)

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1T3T3 MYCVP | 154,88 | 36031 14,37 3 36031.24 | 0,0380 | 0,0593| 0,04 0,05

PYR-1)

Methyltransferase type 11 - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T6V5 MYCVP | 180,59 | 37654 10,23 3 37654.02 | 0,0361 | 0,0564| 0,04 0,05

Alcohol dehydrogenase, zinc-binding domain protein

- Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TBJ9 MYCVP | 217,05 | 38185 14,70 3 38185.24 | 0,0355 |0,0555| 0,04 0,05

PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T3F8 MYCVP | 137,30 | 38361 8,91 3 38360.59 | 0,0354 |0,0553| 0,04 0,05

Ferredoxin - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) A1T5Y9 MYCVP | 168,78 | 40940 10,22 3 40939.96 | 0,0329 |0,0514| 0,04 0,05

Acetyl-CoA acetyltransferases - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TD32 MYCVP | 195,91 | 41162 12,30 3 41162.05 | 0,0327 |0,0511| 0,04 0,05

(Uracil-5)-methyltransferase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T7Y8 MYCVP | 190,74 | 41700 10,29 3 41700.11 | 0,0322 | 0,0504| 0,04 0,05

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T765 MYCVP | 191,12 | 27844 11,86 2 27843.78 | 0,0319 |0,0499| 0,04 0,05

Lycopene cyclase - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1THM8 MYCVP | 146,71 | 42586 7,77 3 42585.8 | 0,0315 |0,0492| 0,04 0,05

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T2V9 MYCVP | 194,28 | 28221 11,72 2 28220.82 | 0,0314 |0,0490| 0,04 0,05

Acyl-CoA dehydrogenase domain protein -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1T242 MYCVP | 154,33 | 42977 7,44 2 42976.71 | 0,0311 | 0,0311| 0,04 0,05

PYR-1)

Putative uncharacterized protein precursor - A4T3V5 9MYCO | 193,80 | 43354 | 10,41 3 | 43353.65 | 0,0309 |0,0482| 0,04 | 0,02

Mycobacterium gilvum PYR-GCK
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Putative uncharacterized protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / AlITGP7 MYCVP | 94,10 | 14859 11,85 1 14859.2 | 0,0290 |0,0454] 0,04 0,05

PYR-1)

Putative uncharacterized protein precursor - A4TSW8 9MYCO | 181,22 | 47157 | 7,71 3 | 47156.58 | 0,0282 |0,0440| 0,04 | 0,05

Mycobacterium gilvum PYR-GCK

Putative uncharacterized protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALTGC6 MYCVP | 197,90 | 47282 8,39 3 47281.65 | 0,0281 |0,0439| 0,04 0,05

PYR-1)

Virulence factor Mce family protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TDX7 MYCVP | 165,49 | 47351 8,14 3 47350.59 | 0,0280 | 0,0438| 0,04 0,05

PYR-1)

é?r;'r?';,fﬂos“‘)e 6-dehydrogenase - Mycobacterium sp.| npra Mycsk | 130,17 | 47502 | 6,50 2 | 4750166 [ 0,0279 |0,0280| 004 | 005

Acyl-CoA dehydrogenase domain protein - A1U918 MYCSK | 198,39 | 48112 | 9,15 3 | 4811212 | 0,0275 0,0430| 0,04 | 0,02

Mycobacterium sp. (strain KMS)

Putative uncharacterized protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T8NO MYCVP | 210,61 | 48357 9,57 3 48357.42 | 0,0274 |0,0428] 0,04 0,05

PYR-1)

Putative uncharacterized protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T8NO _MYCVP | 210,61 | 48357 9,57 3 48357.42 | 0,0274 |0,0428] 0,04 0,05

PYR-1)

Putative uncharacterized protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TA12 MYCVP | 186,77 | 33040 9,67 2 33039.5 | 0,0265 | 0,0413| 0,04 0,05

PYR-1)

?%fji?ﬁ“f'{fomme”“m vanbaalenii (strain DSM | 11777 mycve | 206,27 | 50418 8,73 3 | 504181 |[0,0261 00408 004 | 005

FHA domain containing protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T130 MYCVP | 132,41 | 50479 5,13 2 50478.98 | 0,0261 |0,0263| 0,04 0,05

FHA domain containing protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T130 MYCVP | 132,41 | 50479 5,13 2 50478.98 | 0,0261 |0,0263]| 0,04 0,05

Trigger factor - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) TIG_MYCVP 231,16 | 51623 13,01 3 51623.09 | 0,0255 |0,0398| 0,04 0,05
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FAD linked oxidase domain protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TGJ7 MYCVP | 146,12 | 52460 6,09 3 52459.69 | 0,0250 | 0,0391| 0,04 0,05

Lipopolysaccharide biosynthesis precursor - ALUBHO MYCSK | 120,86 | 52984 | 8,11 > | 5208358 | 0,0248 | 0,0249| 0,04 | 0,02

Mycobacterium sp. (strain KMS)

Glutamyl-tRNA synthetase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) SYE MYCVP 205,44 | 54391 9,31 3 54390.97 | 0,0240 | 0,0376| 0,04 0,05

Glutamyl-tRNA synthetase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) SYE MYCVP 205,44 | 54391 9,31 3 54390.97 | 0,0240 |0,0376| 0,04 0,05

ABC transporter branched chain amino acid

transport permease - Mycobacterium smegmatis AOQXC1 MYCS2 | 97,22 | 36947 4,78 1 36947.1 | 0,0235 |0,0175| 0,04 0,05

(strain ATCC 700084 / mc(2)155)

FAD-dependent pyridine nucleotide-disulphide

oxidoreductase - Mycobacterium vanbaalenii (strain | A1T309 MYCVP | 274,58 | 55976 8,66 3 55976.36 | 0,0233 |0,0365| 0,04 0,05

DSM 7251/ PYR-1)

Cyclohexanone monooxygenase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T9Q6 MYCVP | 245,99 | 56121 7,25 3 56121.17 | 0,0233 |0,0364| 0,04 0,05

Ferredoxin-dependent glutamate synthase A4TADO OMYCO | 162,40 | 57466 | 8,62 3 | 57465.65 | 0,0227 0,0355| 0,04 | 0,02

precursor - Mycobacterium gilvum PYR-GCK

Ferredoxin-dependent glutamate synthase ALUP50_MYCSK | 168,08 | 57824 6,67 3 | 5782356 | 0,0226 0,0352| 0,04 | 0,02

precursor - Mycobacterium sp. (strain KMS)

Conserved hypothetical proline and threonine rich

protein - Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM A1T2R0O MYCVP | 161,26 | 60446 6,19 3 60445.86 | 0,0215 |0,0336| 0,04 0,05

7251/ PYR-1)

Cold-shock DEAD box protein A homalog - DEAD MYCTU | 206,31 | 61415 7,35 3 | 614146 | 00211 0,0330| 0,04 | 0,00

Mycobacterium tuberculosis

Putative uncharacterized protein precursor - A4TF39 OMYCO | 144,85 | 62167 | 3,72 2 | 62166.8 |0,0208 |0,0211| 0,04 | 0,02

Mycobacterium gilvum PYR-GCK

Probable cobalamin synthesis protein -

Rhodococcus sp. (strain RHA1) Q0S573 RHOSR | 158,04 | 41586 8,20 2 41586.41 | 0,0207 |0,0323| 0,04 0,03

Succinate dehydrogenase - Rhodococcus ruber Q8KLT8 9NOCA | 102,22 | 43172 3,57 1 43171.85 | 0,0199 | 0,0149| 0,04 0,05

Translation elongation factor Tu - Renibacterium | \q\yq\5 RENSA | 128,66 | 43680 | 7,05 > | 43680.28 | 0,0196 0,0306| 0,04 | 0,02

salmoninarum ATCC 33209
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Putative uncharacterized protein - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T9I8 MYCVP | 198,27 | 66507 9,44 3 66507.33 | 0,0194 |0,0303| 0,04 0,05
AAA ATPase, central domain protein -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / AlT259 MYCVP | 192,88 | 67480 5,87 3 67479.52 | 0,0191 |0,0299| 0,04 0,05
PYR-1)
AMP-dependent synthetase and ligase - A4T6E2 9MYCO | 133,30 | 68670 | 4,81 3 68670.0 | 0,0187 |0,0293| 004 | 0,02
Mycobacterium gilvum PYR-GCK
ABC-2 type transporter - Mycobacterium vanbaalenii
(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TF17 MYCVP | 217,07 | 70307 7,04 3 70306.75 | 0,0183 |0,0285| 0,04 0,05
Cell envelope-related transcriptional attenuator -
Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TEA8 MYCVP | 209,88 | 73462 6,60 3 73462.41 | 0,0174 |0,0273| 0,04 0,05
PYR-1)
Amidase - Mycobacterium sp. (strain KMS) AlUP10 MYCSK | 176,79 | 51489 4,91 2 51488.68 | 0,0165 | 0,0257| 0,04 0,02
ggﬁ'l""fae); hydroperoxidase HPII - Frankia alni (strain - o0y FrAAA | 152,85 | 78698 4,06 3 | 78697.63 | 0,0162 |0,0253| 0,04 | 0,00
Putative uncharacterized protein - Corynebacterium | yyorq7 corgB | 139,82 | 53474 | 4,12 1 | 5347432 | 0,0158 0,0120| 0,04 | 0,05
glutamicum (strain R)
Aldehyde dehydrogenase - Exiguobacterium Q41H06 9BACI | 124,92 | 55956 | 3,94 2 | 55956.27 | 0,0151 |0,0235| 0,04 | 0,02
sibiricum 255-15
Integral membrane sensor signal transduction
histidine kinase precursor - Mycobacterium A1T5B7 MYCVP | 180,03 | 90717 4,00 3 90716.93 | 0,0139 |0,0218| 0,04 0,05
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)
Lipoprotein IpgB precursor - Mycobacterium
H H 1 1 . 1 1 L 1

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) LPOB MYCVP 127,69 | 61271 3,59 2 61270.54 | 0,0137 |0,0214| 0,04 0,05
Excinuclease ABC subunit A - Bifidobacterium
adolescentis (strain ATCC 15703 / DSM 20083) A1AIN8 BIFAA | 147,15 (110784 2,38 2 110783.77| 0,0113 |0,0116] 0,04 0,03
Molybdopterin oxidoreductase - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlT6M1 MYCVP | 137,74 | 78480 3,23 2 78480.37 | 0,0106 |0,0165] 0,04 0,05
Isocitrate dehydrogenase NADP-dependent, Q44NGO CHLLI | 131,26 | 80931 | 3,81 2 | 80931.27 | 0,0103 |0,0160| 0,04 | 0,02
monomeric type - Chlorobium limicola DSM 245
isoctrate defydrogenase - delta proteobacterlum | o1ngw7 ODELT | 131,26 82052 3,76 > | 8205168 | 0,001 0,0158| 0,04 | 0,02
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Transcription-repair coupling factor - Mycobacterium | s repms omyco | 169,50 129131 2,62 3 |129131.04| 0,0097 |0,0151| 0,04 | 0,05

gilvum PYR-GCK

Putative conserved transmembrane protein -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / AlT1Q2 MYCVP | 155,63 (147028 2,47 3 147027.86 | 0,0084 |0,0132| 0,04 0,05

PYR-1)

Glycine dehydrogenase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T9T3 MYCVP | 176,24 |100496 2,73 2 100495.74 | 0,0082 |0,0128| 0,04 0,05

UPF0235 protein Mvan_2846 - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Y2846 MYCVP | 120,55 | 7983 30,56 2 7983.39 | 0,1437 |0,2246| 0,03 0,03

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TGV2 MYCVP | 142,21 | 13930 18,25 2 13930.43 | 0,0705 |0,1101| 0,03 0,03

Putative uncharacterized protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T7H4 MYCVP | 123,13 | 17096 14,19 2 17095.81 | 0,0551 |0,0861| 0,03 0,03

PYR-1)

Membrane-flanked domain - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T5T1 MYCVP | 140,57 | 19632 16,85 2 19632.28 | 0,0473 |0,0739| 0,03 0,03

Methyltransferase type 12 - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TCF9 MYCVP | 143,97 | 22031 11,50 2 22030.63 | 0,0414 |0,0647| 0,03 0,03

Nuclear transport factor 2 - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T9Y7 MYCVP | 125,12 | 27989 9,45 2 27989.44 | 0,0317 |0,0495| 0,03 0,03

ABC transporter, permease protein SugB - AOQCI2 MYCAL | 12524 | 28023 | 4,92 2 28022.7 | 0,0317 |0,0495| 0,03 | 0,03

Mycobacterium avium (strain 104)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T1F9 MYCVP | 103,86 | 13913 11,90 1 13913.11 | 0,0310 |0,0485| 0,03 0,03

Peroxisomal hydratase-dehydrogenase-epimerase -

Mycobacterium smegmatis (strain ATCC 700084/ | AOQNM4 MYCS2 | 185,06 | 29967 11,03 2 29967.21 | 0,0295 | 0,0460| 0,03 0,03

mc(2)155)

Putative uncharacterized protein -

Peptostreptococcus micros ATCC 33270 A8SND2 9FIRM | 152,22 | 30184 5,47 2 30184.43 | 0,0292 |0,0457| 0,03 0,03

Alpha/beta hydrolase fold - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T713 MYCVP | 146,87 | 30628 11,87 2 30628.47 | 0,0288 |0,0450| 0,03 0,03

ATP phosphoribosyltransferase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TAR5 MYCVP | 121,17 | 30740 8,60 2 30740.06 | 0,0287 |0,0448]| 0,03 0,03
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CDP-diacylglycerol--serine O-

phosphatidyltransferase precursor - Mycobacterium | A1T338 MYCVP | 104,78 | 30970 4,98 1 30969.95 | 0,0283 |0,0209| 0,03 0,03

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)

Alcohol dehydrogenase, zinc-binding domain protein

- Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T6C3 MYCVP | 191,74 | 34372 7,98 2 34371.91 | 0,0253 |0,0396| 0,03 0,03

PYR-1)

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

. A4T9H5 9MYCO | 136,02 | 34692 6,98 2 34692.28 | 0,0251 |0,0392| 0,03 0,02

gilvum PYR-GCK

3-isopropylmalate dehydrogenase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) LEU3 MYCVP | 121,65 | 35548 12,38 2 35547.54 | 0,0244 |0,0381| 0,03 0,03

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - AOJWP7 ARTS2 | 125,98 | 35808 5,85 2 | 35807.54 | 0,0242 |0,0379| 0,03 | 0,02

Arthrobacter sp. (strain FB24)

Putative phosphoserine aminotransferase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / SERC _MYCVP | 196,73 | 39046 7,06 2 39046.15 | 0,0221 |0,0345] 0,03 0,03

PYR-1)

Putative phosphoserine aminotransferase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / SERC MYCVP | 196,73 | 39046 7,06 2 39046.15 | 0,0221 |0,0345]| 0,03 0,03

PYR-1)

Possible osmoprotectant - Mycobacterium bovis

(strain BCG / Paris 1173P2) A1KQ89 MYCBP | 144,31 | 39546 10,31 2 39545.75 | 0,0218 |0,0340| 0,03 0,02

Beta-lactamase - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) A1TH72 MYCVP | 141,49 | 39834 7,46 2 39833.59 | 0,0216 |0,0338| 0,03 0,03

Branched chain amino acid aminotransferase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TB17 MYCVP | 144,63 | 39800 7,48 2 39800.13 | 0,0216 |0,0338| 0,03 0,03

PYR-1)

S-adenosyl-methyltransferase MraW -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / ALTAX6 MYCVP | 122,51 | 40518 5,71 2 40518.14 | 0,0212 | 0,0331| 0,03 0,03

PYR-1)

succinyl-CoA synthetase beta chain - SUCC MYCBO | 161,07 | 40872 8,09 2 | 40872.24 | 0,0210 |0,0328| 0,03 | 0,02

Mycobacterium bovis —_—

Cystathionine gamma-lyase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TE45 MYCVP | 179,33 | 40944 7,80 2 40943.81 | 0,0210 | 0,0328| 0,03 0,03
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S-adenosylmethionine synthetase - METK PROAC | 147,56 | 42224 | 7,57 2 | 42224.15 | 0,0203 |0,0317| 0,03 | 0,02

Propionibacterium acnes -

Glycosyltransferase, MGT family - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T6C5 MYCVP | 144,30 | 42497 7,09 2 42497.29 | 0,0202 | 0,0316| 0,03 0,03

Signal transduction histidine kinase, LytS precursor

- Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TDT4 MYCVP | 159,27 | 42822 7,20 2 42822.26 | 0,0200 | 0,0313| 0,03 0,03

PYR-1)

Glucose-1-phosphate adenylyltransferase - AOQCG4 MYCAL | 130,25 | 43142 | 7,65 2 | 43141.74 | 0,0199 |0,0310| 0,03 | 0,03

Mycobacterium avium (strain 104)

Beta-lactamase - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) Al1T410 MYCVP | 162,16 | 43858 9,80 2 43857.82 | 0,0195 | 0,0304| 0,03 0,03

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TGI6 MYCVP | 126,51 | 44009 6,50 2 44008.54 | 0,0194 |0,0304| 0,03 0,03

Aspartokinase - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) A1TGHO MYCVP | 131,17 | 44361 8,44 2 44360.73 | 0,0193 | 0,0301| 0,03 0,03

Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T3F2 MYCVP | 142,37 | 44373 8,19 2 44373.27 | 0,0193 | 0,0301| 0,03 0,03

PYR-1)

Integral membrane sensor signal transduction

histidine kinase precursor - Mycobacterium A1TF32 MYCVP | 173,45 | 47374 6,05 2 47374.09 | 0,0180 |0,0281| 0,03 0,03

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)

}:g"\‘(’é_'l")yc"ba‘:te“”m vanbaalenii (strain DSM 7251 | 11535 mycvp | 128,44 | 47325 | 6,05 2 | 4732488 | 0,0180 |0,0281| 003 | 003

Integral membrane sensor signal transduction

histidine kinase precursor - Mycobacterium AlT1J2 MYCVP | 125,03 | 47884 5,98 2 47884.16 | 0,0178 | 0,0278| 0,03 0,03

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)

Argininosuccinate lyase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) ARLY MYCVP | 138,45 | 49927 5,52 2 49926.96 | 0,0170 | 0,0266| 0,03 0,03

Putative magnesium chelatase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AITEM7 MYCVP | 152,27 | 50050 6,81 2 50050.3 | 0,0170 |0,0265| 0,03 0,03

Cytochrome P450 - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1T3X6 MYCVP | 128,04 | 50188 3,95 2 50187.61 | 0,0169 |0,0264| 0,03 0,03
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Glutamate--ammonia ligase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Al1T7E2 MYCVP | 156,51 | 50523 9,37 2 50523.49 | 0,0168 |0,0262| 0,03 0,03

Penicillin-binding protein, transpeptidase precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / AlT126 MYCVP | 164,10 | 51166 5,42 2 51166.17 | 0,0166 |0,0259| 0,03 0,03

PYR-1)

Virulence factor Mce family protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TDX4 MYCVP | 126,33 | 53056 4,36 2 53056.47 | 0,0160 |0,0249| 0,03 0,03

PYR-1)

Proton-translocating NADH-quinone

oxidoreductase, chain N precursor - Mycobacterium | A1T693 MYCVP | 126,09 | 54356 5,67 2 54356.43 | 0,0156 |0,0243| 0,03 0,03

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)

Virulence factor Mce family protein - Mycobacterium | 4561 omyco | 143,46 | 54691 | 5,03 > | 546914 [0,0155 0,0241| 003 | 003

gilvum PYR-GCK

Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide

formyltransferase / IMP cyclohydrolase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / AITEM9 MYCVP | 122,36 | 55244 9,56 2 55244.07 | 0,0153 |0,0239| 0,03 0,03

PYR-1)

HtrA - Mycobacterium leprae Q49972 MYCLE | 163,29 | 55968 2,56 2 55967.75 | 0,0151 | 0,0235| 0,03 0,03

Beta-lactamase precursor - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TF12 MYCVP | 134,98 | 56102 3,92 1 56101.94 | 0,0150 |0,0114| 0,03 0,03

Lysyl-tRNA synthetase - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TG31 MYCVP | 157,12 | 56826 4,84 2 56825.99 | 0,0148 |0,0232| 0,03 0,03

Virulence factor Mce family protein precursor - A4T556 9MYCO | 125,01 | 57702 | 5,34 2 | 57702.27 | 0,0146 |0,0228| 0,03 | 0,03

Mycobacterium gilvum PYR-GCK

Sugar ABC transporter, ATP binding protein -

Fulvimarina pelagi HTCC2506 QO0G4A2 9RHIZ | 92,69 | 29031 5,32 1 29031.33 | 0,0143 |0,0224| 0,03 0,03

ATP-dependent rna helicase, dead/deah box family | \oocoxs mycal | 12228 | 61302 521 2 | 6130153 | 0,0137 0,0214| 0,03 | 0,00

protein - Mycobacterium avium (strain 104)

Ferredoxin--nitrite reductase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TBT8 MYCVP | 141,50 | 62410 4,23 2 62409.98 | 0,0134 |0,0210| 0,03 0,03
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AMP-dependent synthetase and ligase -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TED8 MYCVP | 172,76 | 67257 5,63 2 67257.22 | 0,0124 | 0,0195] 0,03 0,03

PYR-1)

ABC transporter, transmembrane region -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TDG7 MYCVP | 125,67 | 69825 5,36 2 69824.82 | 0,0120 |0,0187] 0,03 0,03

PYR-1)

ABC transporter related precursor - Mycobacterium | 4 no MycsK | 127,96 | 70503 | 4,84 2 | 70503.13 | 0,0118 |0,0185| 0,03 | 0,02

sp. (strain KMS)

Peptidase S8 and S53, subiilisin, kexin, sedolisin—| 1,98 Mycsk | 101,54 | 45929 | 4,32 1 | 45928.54 | 0,0089 |0,0140| 0,03 | 0,03

precursor - Mycobacterium sp. (strain KMS)

Protein translocase subunit secA - Pelobacter SECA PELPD | 129,31 102149 2,48 2 | 102149.28 | 0,0081 |0,0126| 0,03 | 0,03

propionicus (strain DSM 2379) _—

Aminotransferase - Mycobacterium vanbaalenii

(strain DSM 7251 / PYR-1) A1TDY5 MYCVP | 120,38 |103842 3,07 2 103841.8 | 0,0079 |0,0124| 0,03 0,03

Sg‘;am'”e synthetase - Leptospirilium sp. Group Il | \arq38 9gACT | 101,20 | 53541 3,29 1 | 53541.02 | 0,0076 00119| 003 | 0,03

Putative acyl-CoA carboxylase beta subunit - 057152 NOCFA | 125,53 | 58699 | 3,38 1 | 58698.96 | 0,0070 |0,0109| 0,03 | 0,03

Nocardia farcinica

DNA-directed RNA polymerase subunit beta - RPOB PROAC | 131,48 128350 1,97 2 128350.08 | 0,0064 |0,0100| 0,03 | 0,02

Propionibacterium acnes _—

Heat shock protein 70 - Mycobacterium asiaticum Q71MHO MYCAS | 97,83 | 12399 12,50 1 12399.35 | 0,0352 |0,0551| 0,01 0,02

Putative transcriptional regulator, MerR family -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / Al1T2S6_MYCVP | 103,10 | 14025 11,02 1 14025.49 | 0,0308 |0,0481| 0,01 0,02

PYR-1)

Thioredoxin - Mycobacterium vanbaalenii (strain

DSM 7251 / PYR-1) A1THL9 MYCVP | 107,43 | 15388 9,35 1 15388.16 | 0,0279 |0,0436]| 0,01 0,02

UPF0082 protein Mvan_2570 - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) Y2570 MYCVP 98,56 | 26763 7,41 1 26763.42 | 0,0156 |0,0243] 0,01 0,02

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium | y5\\y1 MyCTE | 99,66 | 27206 | 4,86 1 | 272056 |0,0153 00239| 001 | 0,02

tuberculosis (strain F11)

Conserved ATP-binding protein ABC transporter - | \oopp1 Mycua | 116,35 | 28013 | 6,69 1| 28012.59 | 0,0149 |0,0232| 001 | 0,02

Mycobacterium ulcerans (strain Agy99)
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Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TA91 MYCVP | 104,34 | 30401 5,80 1 30400.56 | 0,0137 |0,0214] 0,01 0,02

Putative uncharacterized protein precursor - Q1C841 YERPA | 105,59 | 33559 | 6,89 1 | 33559.11 | 0,0123 |0,0193| 0,01 | 0,02

Yersinia pestis (biovar Antiqua strain Antiqua)

Ornithine carbamoyltransferase - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) AlT4X4 MYCVP | 116,35 | 36607 3,92 1 36607.27 | 0,0113 |0,0176] 0,01 0,02

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium

vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1T6G7 MYCVP | 100,69 | 36630 4,20 1 36630.08 | 0,0113 |0,0176| 0,01 0,02

E‘#gt(':"zefszg‘:harade”zed protein - Janibacter sp. | A7 yg 9MICO | 107,94 | 37022 | 3.87 1 | 370217 | 00112 |0,0174| 001 | 0,02

Ornithine carbamoyltransferase - Nocardioides sp.

(strain BAA-499 / JS614) A1SJE5 NOCSJ | 90,21 | 37156 3,86 1 37155.79 | 0,0111 |0,0174] 0,01 0,02

Putative uncharacterized protein BCG_3923 -

Mycobacterium bovis (strain BCG / Paris 1173P2) A1KQJ5 MYCBP | 100,58 | 38080 4,34 1 38079.75 | 0,0108 |0,0169| 0,01 0,02

UDP-N-acetylglucosamine--N-acetylmuramyl-

(pentapeptide) pyrophosphoryl-undecaprenol N- MURG MYCS2 | 107,10 | 39897 | 4,42 1 | 39897.42 | 0,003 0,0161] 001 | 0,02

acetylglucosamine transferase - Mycobacterium —_

smegmatis (strain ATCC 700084 / mc(2)155)

ﬁgy,\'l'lcfs dehydrogenase - Frankia alni (strain OOROD5_FRAAA | 9528 | 43342 | 3,30 1 | 4334224 | 0,0095 |0,0148| 0,01 | 0,02

ErfK/YbiS/YcfS/YnhG family protein precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1TCH9 MYCVP | 101,71 | 43613 3,54 1 43612.59 | 0,0094 |0,0147] 0,01 0,02

PYR-1)

Pyrrolo-quinoline quinone precursor -

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / A1T6V9 MYCVP | 101,18 | 44718 5,17 1 44718.45 | 0,0092 | 0,0144| 0,01 0,02

PYR-1)

’;'Ff%(géra“hydmge”ase alpha subunit - Moritella | \erron ggamMM | 111,93 | 54573 | 3,63 1 | 5457260 | 0,0075 0,0117| 001 | 0,02

Putative uncharacterized protein - Mycobacterium | 4 no1 Mycsk | 101,67 | 59219 | 2,60 1 | 59219.22 | 0,0069 00108| 001 | 0,02

sp. (strain KMS)

Methylmalonyl-CoA mutase, small subunit - AOOHS2 MYCA1 | 115,00 65585 | 2,18 1 | 65584.93 | 0,0062 0,0097| 0,01 | 0,02

Mycobacterium avium (strain 104)
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Elongation factor G 2 - Pelobacter carbinolicus
(strain DSM 2380 / Gra Bd 1) EFG2 PELCD 90,76 | 75629 1,89 1 75629.22 | 0,0054 |0,0084| 0,01 0,02
Integral membrane protein MviN - Mycobacterium
vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1) A1TI16 MYCVP | 98,36 |127247 1,38 1 127246.66 | 0,0032 |0,0050| 0,01 0,02
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