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Synthèse

Le projet Arsenic Sensor, co-financé par l'ADEME pour une durée totale de 4 ans
(convention 03 72C0050 du 23 Décembre 2003), a pour objectif de mettre en oeuvre
l'activité d'oxydation de rAs(lll) en As(V) des enzymes arsénite-oxydases pour
développer et valider un biocapteur pour le dosage spécifique de rAs(lll) dans les eaux
souterraines.

Ce projet associe 4 partenaires : l'ULP, chargé de la sélection des enzymes, le CNRS
(laboratoires LCB et BIP, Marseille), chargé de la surproduction et de la purification de
l'enzyme, le BRGM, chargé de la mise en oeuvre du biocapteur et de la coordination, et
la société Biosentec, chargée de la pré-industrialisation du biocapteur. La durée de
réalisation de l'étude, initialement prévue pour 3 ans à compter du 23 décembre 2003,
a été prolongée d'une année. A ce projet a été associée une thèse ADEME/BRGM
d'une durée de 4 ans, et soutenue par Mlle Aurélie Lieutaud.

Le présent document est le rapport final de ce projet. 11 présente :

une synthèse « administrative » (contrats signés, rapports, réunions,
publications, participations à des congrès, ...) résumant le déroulement du
projet sur les 4 ans,

une synthèse bibliographique sur les biocapteurs à As(lll),

une synthèse des travaux et résultats présentés dans les précédents rapports
intermédiaires,

les travaux réalisés dans la phase 3 du projet.

Les résultats obtenus au cours de ce projet ont fait l'objet d'une publication, et sont
présentés dans le manuscrit de Mlle Aurélie Lieutaud qui soutient sa thèse le vendredi
11 janvier 2008 à l'Université de d'Aix-Marseille 11 (spécialité Microbiologie Moléculaire
et Biotechnologies).
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1. Biocapteurs et dosage de l'As(lll)

Ce chapitre a pour objectif de faire une synthèse bibliographique sur les travaux qui ont
été réalisés à ce jour pour le développement de biocapteurs à As(lll). Cette synthèse
vient compléter la synthèse bibliographique faite sur les biocapteurs à métaux et
métalloïdes, et à chromate, dans le cadre du projet Chrome Sensor (convention
0372006, projet cofinancé par l'ADEME).

1.1. LES BIOCAPTEURS / RAPPELS

1.1.1. Généralités

Un biocapteur est un outil analytique composé d'un matériel biologique immobilisé et
en contact intime avec un transducteur compatible. Le matériel biologique est
responsable de la reconnaissance spécifique de la molécule à doser alors que le
transducteur physicochimique a pour rôle de convertir le signal biochimique en un
signal électrique quantifiable et amplifié par le système électronique.

La spécificité des enzymes est la raison principale de leur utilisation en biocapteur.
Dans la mesure où la plupart des enzymes utilisées dans les capteurs a été isolée de
microorganismes, les microorganismes (génétiquement modifiés ou non) eux-mêmes
sont de potentiels biocatalyseurs. De plus, dans les microorganismes, les enzymes
restent dans leur environnement naturel, ce qui augmente leur stabilité et leur activité.
Les membranes cellulaires et les organelles peuvent également être utilisées pour la
construction de biocapteurs. La spécificité de liaison entre anticorps et antigène peut
être exploitée dans les immunobiocapteurs. Certains biocapteur font également
intervenir de l'ADN dans le cas oCi la molécule à doser est un intercalant Pour la

détection de très faibles concentrations de substances telles que les médicaments, les

toxines ou des explosifs, les capteurs basés sur des récepteurs sont très attractifs.

Parmi les attributs majeurs d'un « bon » biocapteur, on peut citer sa spécificité, sa
portabilité (dans la plupart des cas), sa capacité à fonctionner dans des solutions
optiquement opaques, sa capacité d'analyse en temps-réel, sa simplicité.

1.1.2. Intérêts des biocapteurs dans le domaine environnemental

Les techniques conventionnelles d'analyse de métaux incluent la spectrométrie
d'absorption atomique, l'ICPMS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), la
spectroscopie UV/visible, et la spectroscopie d'absorption aux rayons X. Ces
techniques, bien que hautement respectables en terme de limite de détection.
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résolution et incertitude, ont pour désavantages leur coût, la nécessité d'avoir à
disposition un personnel qualifié, parfois la non spécificité, et le fait qu'elles soient
généralement des techniques de laboratoire et non de terrain. L'utilisation de
biocapteurs à métaux lourds pourrait notamment permettre le tri rapide et peu coûteux
d'un grand nombre d'échantillons, et de sélectionner ensuite ceux qui nécessitent une
analyse supplémentaire par les techniques de laboratoire citées ci-dessus, ce qui
diminuerait ainsi le coût des analyses du fait de la diminution du nombre d'échantillons
à analyser en laboratoire. Pour ces raisons, les biocapteurs présentent un intérêt pour
le suivi des concentrations en métaux lourds. De plus, de part leur composant
biologique, les biocapteurs sont un outil idéal pour des mesures toxicologiques, alors
que les techniques conventionnelles peuvent seulement mesurer la concentration. En
effet, en plus de leur spécificité pour un polluant donné, spécificité qui peut aller jusqu'à
la spéciation, et donc donner des informations sur les propriétés du polluant, (mobilité,
capacité à interagir avec les cellules ou les composants cellulaires), l'utilisation de
biocapteurs permet d'introduire la notion de biodisponibilité directement reliée à la
toxicité du polluant dans la mesure où un polluant détectable par un biocapteur est un
polluant capable d'interagir avec le vivant.

1.2. LES BIOCAPTEURS POUR LE DOSAGE DE L'AS(III)

Un certain nombre de travaux a été réalisé sur le thème des biocapteurs pour le
dosage de l'arsénite. Les travaux présentés ici correspondent à la première phase de
la mise en oeuvre des biocapteurs, à savoir la sélection du biorécepteur et du
transducteur, et les premiers essais montrant la possibilité de doser rAs(lll) par le
système mis en A notre connaissance, ces travaux n'ont pour l'instant pas
conduit à des travaux de validation sur le terrain, de prototype, ou de mise sur le
marché.

1.2.1. Biocapteurs mettant en des microorganismes génétiquement
modifiés

Les bactéries possèdent des systèmes de résistance aux métaux lourds qui sont
souvent spécifiques d'un ou de quelques métaux. Ces systèmes de résistance
incluent des systèmes d'efflux des métaux, de séquestration des métaux, ou bien une
combinaison de ces mécanismes. Les protéines qui confèrent la résistance aux
métaux ou qui sont impliquées dans les systèmes de régulation, de même que les
microorganismes génétiquement modifiés possédant des séquences d'ADN codant
pour ces mécanismes de résistance, ont été exploités pour le développement de
biocapteurs pour le dosage de métaux (Verma and Singh, 2005).

Les microorganismes génétiquement modifiés (bactéries, levures) pour la mise au
point de biocapteurs à métaux lourds sont des microorganismes portant un plasmide
sur lequel a été inséré un gène rapporteur (gène qui va conduire à la synthèse d'une
protéine que l'on va pouvoir doser facilement du fait de ses propriétés, telle que la
lucifèrase qui fluoresce) placé sous le contrôle d'un promoteur issu d'un système de
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résistance bactérien. Le promoteur est responsable de la reconnaissance spéciflque
des métaux, et n'entraîne l'expression du gène rapporteur placé sous son contrôle
qu'en présence du métal que l'on souhaite doser.

Le principe d'utiliser des microorganismes génétiquement modifiés a ainsi été mis en
oeuvre pour le développement de biocapteurs à arsénite.

Les travaux de Fujimoto et al., (2006) ont par exemple permis la construction d'un
plasmide portant la région promoteur du gène arsR ainsi que le gène arsR de
Escherichia (E.) coli fusionnés au gène crtA qui est responsable de la synthèse des
caroténoïdes chez la bactérie photosynthétique Rhodovulum {R.) sulfidophilum. En
absence d'arsénite, la protéine ArsR se fixe sur la région promoteur et bloque
l'expression du gène arsR et du gène rapporteur. En présence d'arsénite, la protéine
ArsR se lie à l'arsénite ce qui entraîne un changement conformationnel de ArsR qui ne
peut plus se fixer sur le promoteur et réprimer l'expression du gène rapporteur. Le
plasmide ainsi construit a été inséré dans une souche mutante de R. sulfidophilum ne
portant pas de gène crtA. La culture bactérienne passe ainsi du jaune au rouge en
présence d'As(lll). Le changement de couleur peut être détecté à l')il nu dès 5 pg/l
d'arsénite. Le temps de réponse (i.e. obtention d'un changement de couleur, est de
l'ordre de 12 à 24 heures, ce qui est assez long. Deux interférents au dosage de
rAs(lll) ont été mis en évidence : le bismuth et l'antimoine qui entraînent l'apparition de
la couleur rouge à 60 et 600 pg/l, respectivement. Des métaux tels que le fer,
l'aluminium, le cuivre et le manganèse, n'interfèrent pas avec la mesure. La détection
de la présence d'arsénite se fait donc à l'ail nu. Ce biocapteur n'est donc pas
quantitatif à ce stade de développement.

Un autre exemple est donné par les travaux de Scott et al (1997). Ces auteurs ont mis
au point le même type de construction, en fusionnant cette fois-ci la région promoteur
du gène arsR ainsi que le gène arsR au gène rapporteur codant pour la (3-
galactosidase. Ce système répond sélectivement à l'arsénite et à l'antimoine (et dans
une moindre mesure l'arséniate). Aucune interférence significative n'a été observée
avec le phosphate, le sulfate, le nitrate, ou le carbonate. Ces travaux montrent, tout
comme les travaux de Fujimo et al. (2006) présentés ci-dessus, que le temps de
réponse, qui correspond au temps d'induction de la synthèse de l'enzyme codée par le
gène rapporteur, est assez long. Scott et al (1997) ont ainsi montré qu'une période
d'induction de 17 heures permettait d'améliorer la limite de détection et donc de
détecter de plus faibles concentrations en métalloïdes. Pour une concentration donnée,

l'intensité du signal augmente avec le temps d'induction.

Toujours basé sur le même principe. Stocker et al. (2003) ont développé un système
de bandelettes. La bactérie E. coli est génétiquement modifiée comme décrit
précédemment, en introduisant un plasmide comportant le gène arsR et son promoteur
auxquels est associé le gène de la p-galactosidase. Les bactéries sont alors
immobilisées par séchage sur une bandelette de papier qui peut être stockée 2 mois à
-20, 4 ou 30°C. Pour le dosage, les bandelettes sont incubées 30 minutes à 30°C avec
la solution d'arsénite à doser, puis le substrat (X-gal) de l'enzyme (p-galactosidase
codée par le gène rapporteur) est ajouté. Le résultat, qui correspond à une coloration
de la bandelette en bleu, est visible après 30 minutes d'incubation à 20°C. Cette
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technique permet donc une mesure semi-quantitative de l'arsénite. Ces auteurs ont
montré que l'utilisation d'autres gènes rapporteurs tels que le gène codant pour la
lucifèrase permet une approche plus quantitative que la technique couplant p-
galactosidase /bandelettes de papier, mais nécessite un luminomètre (et non pas l'
nu) pour la lecture du résultat. La technique des bandelettes semble donc plus
appropriée pour une mesure simple sur le terrain (Stocker et al., 2003 ; Schaefer,
2003). Ces travaux ont permis de doser l'arsenic dans des eaux avec des seuils de
détection de 8 pg/l avec le système à bandelette de papier, et de 4 pg/l avec le
système mettant en la lucifèrase. II faut toutefois noter que l'arséniate en plus
de l'arsénite est dosé par ces biocapteurs.

On peut enfin citer les études de Cal et DuBow (1997) qui ont proposé un biocapteur
pour lequel le gène de la lucifèrase est fusionné au gène arsB situé sur le chromosome
d'une souche de E. coli possédant un opéron arsRBC dans son génome. On travaille
donc ici avec l'ADN génomique, et non pas avec de l'ADN plasmidique.

1.2.2. Biocapteurs mettant en des enzymes

L'objectif du projet Arsenic Sensor était de mettre au point un biocapteur à enzyme
pour le dosage de l'arsénite. Ce type de biocapteur était nouveau dans le domaine des
biocapteurs pour le dosage de rAs(lll), puisque au démarrage du projet, seuls des
biocapteurs à microorganismes génétiquement modifiés avaient été étudiés. Des
travaux portant sur l'utilisation d'une arsénite oxydase pour la mise au point d'un
biocapteur pour le dosage de rAs(lll) viennent toutefois d'être publiés (Maie et al.,
2007).

Le biocapteur mis au point par ces auteurs fait intervenir l'arsénite-oxydase de la
bactérie Rhizobium sp. str. NT-26, qui est électrochimiquement immobilisée sur le
transducteur. Le transducteur utilisé est une électrode de carbone vitreux avec une

surface active constituée de nanotubes de carbone multiparois, ce qui est différent de
ce que nous avions envisagé dans le projet Arsenic Sensor (électrode de carbone
vitreux). Ce biocapteur permet de doser l'arsénite avec une limite de détection de 1
ppb. Le temps de réponse est très faible puisque le biocapteur réagit dans les 10
secondes. Ce résultat n'est pas surprenant dans la mesure où avec les biocapteurs à
enzyme, l'enzyme est directement en contact avec la molécule à doser, la réaction est
donc immédiate, comparée à un biocapteur à microorganismes où la molécule à doser
doit d'abord franchir la paroi et la membrane bactérienne pour entrer dans la cellule et
interagir avec le biorécepteur. Ce constat avait déjà été fait avec le biocapteur à Cr(VI)
développé dans le cadre du projet Chrome Sensor (Michel et al., 2003 et 2006). Dans
le cas du biocapteur à As(lll)-oxydase mis au point par Maie et al. (2007), la quantité
d'enzyme utilisée est de 0.19 mg/cm^. Le cuivre interfère très légèrement avec le
dosage de l'arsénite à des concentrations supérieures à 500 ppb. L'arséniate
n'interfère pas (les auteurs ont travaillé avec des concentrations en As(V) allant jusqu'à
1 ppm). Pour information, la purification de l'enzyme a nécessité un réacteur de 7 litres
de culture bactérienne.

La publication des résultats de Maie et al. (2007) montre l'intérêt de développer un
biocapteur à arsénite-oxydase pour le dosage de l'arsénite. Ce type de travail
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correspond à ce que nous souhaitions faire dans la phase 4 du projet.
Malheureusement, comme cela va être détaillé ci-après, nous n'avons pas pu réaliser
la mise au point d'un biocapteur. Les travaux de Maie et al. (2007) sont très
encourageants mais nécessitent d'être approfondis de manière à tester l'influence de

certains paramètres physico-chimiques caractéristiques des eaux pollués à rAs(lll),
tels que le pH, la force ionique, ... sur la réponse du biocapteur. Des tests sur le terrain
sont ensuite nécessaires pour valider la possibilité de développer un biocapteur
commercialisable.
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2. Synthèse administrative du projet Arsenic
Sensor

2.1. LE CADRE ET LES PHASES DU PROJET ARSENIC SENSOR

Le projet Arsenic Sensor a pour objectif de mettre en luvre l'activité d'oxydation de
rAs(lll) en As(V) des As(lll)-oxydases pour développer et valider un biocapteur pour le
dosage spécifique de rAs(lll) dans les eaux souterraines.

Le projet Arsenic Sensor est cofinancé par l'ADEME pour une durée totale de 4 ans
(convention 0372C0050 du 23 Décembre 2003), et regroupe 4 partenaires : la société
BIOSENTEC, le CNRS (laboratoires LCB et BIP) de Marseille, l'Université de
Strasbourg (Laboratoire de Microbiologie et Génétique) et le BRGM (Laboratoires
EPI/ECO et MMA/MSE). Ce projet est associé à une thèse cofinancée par l'ADEME et
le BRGM et qui est préparée par Mlle Aurélie Lieutaud. Pour des raisons qui seront
détaillées plus tard, la durée initiale du projet et de la thèse, qui était de 3 ans, a été
rallongée d'une année (cf. l'avenant n°2).

Les contrats qui ont été signés entre les partenaires dans le cadre de ce projet sont les
suivants :

- Convention ADEME / BRGM / Biosentec N° 0372C0050, signée le 23 décembre
2003

- Accord de confidentialité BRGM / CNRS / ULP / Biosentec, signé le 1 5 janvier 2004
- Avenant n°1 à la convention N° 0372C0050, signé le 30 novembre 2004
- Groupement RPI BRGM / CNRS / Biosentec (RPl 143) signé le 23 mai 2005.
- Avenant n°2 à la convention N° 0372C0050, signé le 08 novembre 2006.

Le projet initial comportait 6 phases :

phase 1 : Choix des enzymes arsénite-oxydases

phase 2 : Expression des arsénite-oxydases chez une bactérie hôte

phase 3 : Extraction et purification des arsénite-oxydases

- phase 4 : Mise en des biocapteurs à As(lll)

phase 5 : Validation des biocapteurs à As(lll) sur le terrain

- phase 6 : Pré industrialisation des biocapteurs à As(lll)
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Pour des raisons scientifiques qui seront présentées plus tard, toutes les phases du
projet n'ont pu être menées à terme. En effet, seules les phases 1 , 2 et 3 ont pu être
réalisées. La réalisation de ces 3 phases a été plus longue que prévue, et l'objectif de
ces phases (qui était de surproduire de l'enzyme) n'a pas pu être réalisé en sa totalité.
Ceci a ainsi nécessité de rallonger la durée du projet et de la thèse de 3 à 4 ans, et n'a
pas permis de réaliser les phases 4, 5 et 6.

2.2. DELIVRABLES DU PROJET CHROME SENSOR

2.2.1. Rapport intermédiaire n°1 (RP-53329-FR, Septembre 2004)

Le premier rapport intermédiaire avait pour objectifs d'établir un cahier des charges
pour la réalisation du biocapteur à As(lll) pour le dosage de rAs(lll) dans des eaux
souterraines, et de synthétiser les travaux relatifs à la sélection de 3 enzymes
potentiellement intéressantes pour une mise en °uvre en biocapteur (enzymes dont
l'activité et la stabilité répondaient au cahier des charges). Les travaux scientifiques
présentés dans ce rapport correspondent à la réalisation de la phase 1 du projet et à la
première année de thèse d'Aurèlie Lieutaud.

2.2.2. Rapport intermédiaire n°2 (RP-53939-FR, Avril 2005)

Le rapport n°2 présente la première partie de la phase 2 du projet, à savoir le clonage,
l'amplification et le séquençage des gènes codant pour les 3 arsénite-oxydases
sélectionnées dans la phase 1 (cf rapport n'I).

2.2.3. Rapport intermédiaire n°3 (RP-54474-FR, Décembre 2005)

Le rapport n''3 présente la suite des travaux de la phase 2 du projet, à savoir la
surexpression des gènes chez E. coli et un début de caractérisation des protéines
surproduites.

2.2.4. Rapport intermédiaire n°4 (RP-55622-FR, Juin 2007)

Le rapport n°4 est une synthèse présentant l'ensemble des travaux de biologie
moléculaire (clonage, séquençage, surexpression) visant à doner les gènes des 3
arsénites oxydases sélectionnées, à surexprimer ces gènes, et à caractériser les
protéines surexprimées en terme de présence, activité, composition. Ce rapport
présente donc l'ensemble des travaux de la phase 2 du projet.

2.2.5. Rapport final (RP-56184 -FR, Décembre 2007)

Le 5^"^^ rapport du projet (qui est le présent rapport) correspond au rapport final. Ce
rapport présente une synthèse bibliographique sur les biocapteurs à arsenic
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(publications parues dans ce domaine), ainsi qu'une synthèse globale du déroulement
du projet Arsenic Sensor comprenant le détail des travaux de la phase 3 du projet.

2.2.6. Réunions du projet

Les réunions ont eu lieu dans les locaux de l'ADEME à Paris.

La réunion de lancement de projet a eu lieu le 15 janvier 2004. Cinq réunions
d'avancement ont suivi, les 16 septembre 2004, 7 juin 2005, 11 janvier 2006, 13
octobre 2006 et 23 mars 2007. La soutenance de la thèse d'Aurèlie Lieutaud marquera
la clôture du projet Arsenic Sensor. La soutenance est fixée au 1 1 janvier 2008.

2.2.7. Publication du projet

Les travaux réalisés dans le projet Arsenic Sensor et dans le cadre du travail de thèse
d'Aurèlie Lieutaud ont fait l'objet d'une publication :

Lieutaud A., Duquesne K., Ratouchniak J., Muller D., Lett M.-C, Bonnefoy V. (2007).
Arsénite oxidation by a chemoautotrophic moderately acidophilic Thiomonas sp. : from
the strain isolation to the gene study. Accepté pour publication dans Environmental
Microbiology.

2.2.8. Congrès

Présentations de Posters:

- « Federation of European Microbiological Societies 2006 », juillet 2006. Arsenic
oxidation by bacteria isolated from different contaminated sites.

- « Journée de l'Ecole Doctorale des Sciences de la vie et de la Santé (Marseille) »,
juin 2005. Criblage d'une collection de bactéries oxydant l'arsenic.

- « 2^"^^ Colloque d'Ecologie Microbienne (CEM Obernai) », mai 2005. Criblage d'une
collection de bactéries oxydant l'arsenic.

.Communications orales :

- Microbial arsénite oxidation to arsenate. 10*^ Workshop on Progress in Analytical
Methodologies and Trace Metal Speciation (Luxembourg), avril 2005. Lett M-C, Muller
D., Lièvremont D., Simeonova D., Lieutaud A., Bonnefoy V., Bertin Ph.

BRGM/RP-561 84-FR - Rapport final - Arsenic Sensor 1 7



Développement d'un biocapteur pour le dosage de rAs(lll) - Rapport final

2.2.9. Soutenance de la thèse

Aurélie Lieutaud soutiendra sa thèse le 1 1 janvier 2008. Le jury sera composé des
personnes suivantes : M. Erauzo, Mme Lagarde, Mme Bauda, Mme Bonnefoy, Mme
Lett, Mme Schoepp-Cothenet, Mme Battaglia-Brunet, et Mme Grand.

Cette thèse (spécialité Microbiologie Moléculaire et Biotechnologies) sera soutenue à
l'Université de la Méditerranée, Aix-Marseille 11.
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3. Synthèse des phases 1 et 2

Les travaux réalisés au cours de ce projet l'ont principalement été par Mlle Aurélie
Lieutaud dans le cadre de sa thèse ADEME/BRGM, et sont détaillés dans son
manuscrit de thèse.

Ce chapitre a pour objectif de synthétiser les résultats obtenus et présentés dans les
précédents rapports (rapports intermédiaires 1 à 4) et qui concernent les phases 1 et 2
du projet.

3.1. LA PHASE 1 : CHOIX DES ENZYMES ARSENITE-OXYDASES

La phase 1 du projet (cf rapport d'avancement n°1) a consisté à établir un cahier des
charges du biocapteur et à définir ainsi :

les caractéristiques que doit avoir l'enzyme, en termes de stabilité, de facilité de
purification, d'activité, de spécificité...

la configuration du biocapteur, qui dépendra des résultats obtenus au cours du
projet, et qui sera probablement basée sur le principe de prototype décrit pour
le projet Chrome Sensor

les caractéristiques des eaux souterraines polluées à rAs(lll).

D'un point de vue expérimental, la première phase du projet a été réalisée à
l'Université de Strasbourg, dans l'équipe de Marie-Claire Lett, et a consisté à recenser
un grand nombre de souches de bactéries arsénite-oxydantes et à tester ces souches
pour leur capacité à oxyder rAs(lll). Cette étape a été possible grâce à la collection de
bactéries oxydant l'arsénite (environ 60 souches) que possède l'ULP de Strasbourg, et
à la contribution du CNRS de Marseille et du BRGM. Parmi la collection de souches

ainsi établie, celles qui possèdent une activité arsénite-oxydase forte ont été choisies
pour tester l'infiuence du pH et de la température sur l'activité enzymatique.

Trois bactéries caractérisées par une activité arsénite-oxydase forte et stable pour
différentes conditions environnementales (pH et température) ont ainsi pu être
sélectionnées. II s'agit de Thiomonas sp, isolée par le laboratoire du CNRS de
Marseille, de la bactérie Herminiimonas (H.) arsenicoxydans (précédemment
Cenibacterium arsenoxidans) isolée par le laboratoire de Strasbourg et de la bactérie
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Ralstonia (R.) solanacearum également isolée par ce laboratoire. Ces 3 bactéries
proviennent d'origines géographiques différentes : une mine dans le Gard pour
Thiomonas sp, une station d'épuration en Allemagne pour H. arsenicoxydans, une
ancienne mine d'or dans le département de l'Aude pour R solanacearum.

Les activités arsénite-oxydase de ces souches se sont révélées stables pour des
températures allant de 10 à 30°C, et pour des pH compris entre 6 et 7. Pour des pH
supérieurs ou inférieurs à cette gamme, l'activité est plus faible mais toujours présente.
Les activités enzymatiques sélectionnées correspondent donc, en ce qui concerne le
pH et la température, au cahier des charges du biocapteur enzymatique à As(lll) pour
le dosage de rAs(lll) dans les eaux souterraines. Par contre, ces enzymes ont un taux
d'expression faible. Dans la mesure où le développement d'un biocapteur (mise au
point au laboratoire, essais sur site, essai en prototype) nécessite une quantité
d'enzyme assez importante, il est nécessaire de disposer d'un système de
surproduction de l'enzyme de manière à pouvoir purifier une grande quantité d'enzyme
à partir d'un volume de culture cellulaire relativement faible. Ce travail, mettant en jeu
des techniques de biologie moléculaire, a fait l'objet de la phase 2 du projet Arsenic
Sensor. Cette phase a été réalisée au sein de l'équipe de Violaine Bonnefoy du
Laboratoire de Chimie Bactérienne (LCB) du CNRS de Marseille.

3.2. LA PHASE 2 : EXPRESSION DES ARSENITE-OXYDASES CHEZ UNE

BACTERIE HOTE

L'objectif de la phase 2 du projet Arsenic Sensor a été de surexprimer, chez une
bactérie hôte, les gènes codant pour les arsénite-oxydases préalablement
sélectionnées dans la phase 1. Cette phase a été réalisée au laboratoire LCB du
CNRS de Marseille, dans l'équipe de Violaine Bonnefoy. Ce travail a ainsi permis :

- de modifier les gènes codant pour les enzymes d'intérêt. Ainsi, il a été possible
d'associer une queue Histidine à la séquence de la protéine, afin de purifier
ensuite la protéine recombinante en une seule étape de purification
(chromatographie d'affinité pour les histidines),

- de surproduire la protéine recombinante de manière à obtenir la protéine
d'intérêt en quantité importante.

Ce travail a fait intervenir différentes techniques de biologie moléculaire :

- séquençage des gènes sélectionnés

modification, amplification et clonage des gènes dans un vecteur

- transformation des bactéries hôtes avec le vecteur
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croissance des bactéries hôtes en présence d'un inducteur permettant la
surproduction de la protéine d'intérêt

purification de la protéine recombinante et tests permettant de vérifier que la
protéine recombinante est correctement repliée et active.

Le travail de la phase 2 a donc eu pour objet le clonage et l'expression des gènes
codant pour l'arsénite oxydase de H. arsenicoxydans, Thiomonas sp. et R.
solanacearum dans la bactérie hôte E. coli. II a été question ici de doner soit le gène
codant pour la sous-unité portant le site catalytique de l'arsénite oxydase {aoxB), soit
les deux gènes codant pour l'enzyme arsénite oxydase {aoxA et aoxB) dans un vecteur
d'expression. Ceci a été effectué par amplification par PCR du fragment d'ADN
d'intérêt. Ce fragment a ensuite été inséré dans un plasmide d'expression. Le plasmide
recombinant a été introduit dans une bactérie hôte, E. coll. La bactérie contenant le

plasmide recombinant a été cultivée dans un milieu de culture permettant un
rendement de croissance élevé. Les conditions d'induction du promoteur sous la
dépendance duquel a été placé le gène aoxB ou les gènes aoxAB ont été étudiées
pour obtenir une surproduction optimale de la protéine d'intérêt. Les protéines
recombinantes ont ensuite été analysées.

Malheureusement, les essais de purification ont montré la propriété de la protéine
surproduite à former des corps d'inclusion (agrégation d'enzymes). La formation des
corps d'inclusion est due au fait que les centres Fer-Soufre ne sont pas intégrés dans
la protéine recombinante.

La solution envisagée pour éviter la formation des corps d'inclusion a été de réduire la
vitesse de synthèse de la protéine par diminution de la vitesse de croissance de la
bactérie (diminution de la température de croissance par exemple) ou par diminution
du taux d'induction de la synthèse de l'enzyme (diminution de la quantité d'inducteur ie
d'IPTG). Cette solution n'a pas permis l'obtention d'une enzyme active. La construction
génétique réalisée ne permet donc pas de surproduire et de purifier une enzyme
recombinante active et soluble. Pour cette raison, il a été décidé de passer à la phase
3 du projet, et de purifier une enzyme native (et non une enzyme recombinante comme
initialement prévu). Ceci ne permettra pas d'obtenir la grande quantité d'enzyme
nécessaire à la mise au point d'un biocapteur, mais devrait permettre d'avoir assez de

protéine pour une étude de caractérisation de l'enzyme, et pour des premiers essais en
biocapteur.

3.3. LE BIOCAPTEUR ET LE PROTOTYPE

Le projet Arsenic Sensor a débuté en même temps que le projet Chrome Sensor
(convention 0372006). Chrome Sensor a cependant débuté à un niveau plus avancé
dans la mesure où la protéine servant de biorécepteur avait déjà été sélectionnée et où
des essais en biocapteur avait déjà été réalisés pour valider la possibilité d'utiliser le
biorécepteur sélectionné (i.e. le cytochmre C3) pour la mise au point d'un biocapteur à
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chromate (Michel et al., 2003). De plus, le projet Chrome Sensor a permis de soulever
certains problèmes liés aux caractéristiques de eaux souterraines (Michel et al., 2006).
Le projet Chrome Sensor a enfin permis d'avancer sur la mise au point d'un prototype
qui a été détaillé dans le rapport RP-54153-FR (rapport intermédiaire n° 3 de Chrome
Sensor). L'objectif d'Arsenic Sensor était donc de tenir compte de l'expérience acquise
dans le projet Chrome Sensor pour les phases 4 (Mise en des biocapteurs à
As(lll)), 5 (Validation des biocapteurs à As(lll) sur le terrain), et 6 (Pré-industrialisation
des biocapteurs à As(lll)). Les problèmes rencontrés dans les phases 1 à 3 n'ayant
pas permis de produire suffisamment d'enzyme, les phases d'essais en biocapteur
n'ont pas pu être réalisées.
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4. Travaux réalisés dans la phase 3

Les travaux de la phase 3 du projet, intitulée « Extraction et purification des arsénite-
oxydases », ont été réalisés au laboratoire BIP du CNRS, sous la direction de Barbara
Schoepp-Cothenet, et concernent la purification de l'arsénite oxydase de la souche
Ralstonia S22, souche sélectionnée lors de la phase 1 du projet. Les travaux ci-
dessous reprennent en grande partie les travaux présentés dans le manuscript de
thèse d'Aurèlie Lieutaud.

Les travaux de cette phase ont consisté à :

- établir un protocole de purification de l'enzvme. Le protocole mis au point permet
d'obtenir une enzyme pure qui a pu être caractérisée. Ces travaux de purification à
partir de la souche sauvage ont mis en évidence que le rendement final de purification
(22%) est tout à fait honorable en comparaison des autres systèmes caractérisés (50%
pour A. faecalis, et 15% pour les souches NT-14 et NT-26). En revanche c'est le taux
d'expression de l'enzyme qui est sans rapport avec celui des autres systèmes. Nous
avons donc dernièrement adopté des conditions de culture plus favorables (5 mM
d'As(lll)) afin d'augmenter l'induction de la synthèse de l'enzyme. Les étapes de
purification ont été mises au point en suivant l'activité d'oxydation de rAs(lll) des
différentes fractions obtenues au cours de la purification.

- caractériser l'enzvme purifiée sur la base de son activité d'oxydation de rAs(lll)) afin
de déterminer les caractéristiques suivantes: poids moléculaire (120 KDa apparent, ce
qui est légèrement supérieur au poids moléculaire de l'arsénite-oxydase purifiée de
NT-26 passée sur tamis par le BIP, mais, qui est en total accord avec le poids des
sous-unités (cf plus loin)), sensibilité de l'activité vis-à-vis de la température (l'enzyme
est thermostable), caractérisation en RPE (recherche de signaux caractéristiques),
partenaire potentiel (cytochrome appartenant à l'opéron sox de Ralstonia eutropha H16
(sulfite oxydase)), conditions d'expression de l'enzyme (l'activité arsénite-oxydase est
induite lorsqu'on cultive la souche en présence d'arsénite).

La purification d'une arsénite-oxydase native n'a pas été envisagée en premier lieu car
elle nécessite l'utilisation d'arsénite en grandes quantités pour la culture des bactéries.
La manipulation de grands volumes de solutions d'arsénite et arséniate posent des
problèmes d'hygiène et de sécurité au CNRS. De plus, cette méthode est plus
onéreuse pour obtenir une grande quantité d'enzyme purifiée car les bactéries qui
oxydent l'arsénite ont un faible rendement cellulaire. Cependant en attendant la mise
au point de la nouvelle stratégie de clonage, ce travail permettait d'aborder deux
questions: la première était l'étude de la faisabilité du biocapteur, la seconde était
l'étude de l'arsénite oxydase native. En effet, bien que cette enzyme ait été cristallisée,
peu de choses sont connues sur son fonctionnement (affinité pour différents substrats.
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transferts électroniques internes). Cette connaissance théorique est indispensable au
développement d'un projet appliqué.

4.1. CHOIX DE LA BACTERIE

Suite aux résultats obtenus dans la phase 1 du projet, les bactéries sélectionnées pour
obtenir des protéines recombinantes de l'arsénite oxydase étaient : Thiomonas sp.
isolée par le Laboratoire de Chimie Bactérienne (Marseille), H. arsenicoxydans et R.
solanacearum str. S22 isolées par le Laboratoire de Génétique Moléculaire,
Génomique et Microbiologie (Strasbourg) dans deux zones géographiques différentes.

Bactéries DOeoOnm
finale

Quantité de

protéines
totales

(mg dans
l'extrait brut)

Activité

(pmol de DCPIP
réduit.min'\mg"^
de protéines
totales)

Activité totale

(ijmol de DCPIP
réduit.min"^)

Thiomonas sp. 0,45 2,06 216.10-^ 434.10-3

H. arsenicoxydans 1,3 5,8 71.10"^ 411.10-3

R. solanacearum str. S22 1,2 5,36 176.10"^ 943.10-3

Tableau 1 : Activité totale en fonction du volume de culture cellulaire. Les bactéries ont été

cultivées dans 400 ml de milieu en présence de 2 mM d'arsénite de sodium en fin de phase
exponentielle. Ces travaux ont été obtenus à Strasbourg.

La bactérie Thiomonas sp. a une faible densité cellulaire en fin de phase exponentielle
en comparaison avec les deux autres bactéries sélectionnées (tableau 1). De plus,
cette bactérie pose des problèmes de culture liés à de nombreuses contaminations
récurrentes. Cette bactérie n'a donc pas été retenue malgré son activité arsénite
oxydase constante aux différents pH et températures testés (cf rapports intermédiaires)
et son taux élevé d'activité par milligramme de protéines dans l'extrait brut. La bactérie
H. arsenicoxydans, malgré un rendement cellulaire plus important que celui de
Thiomonas sp., n'a pas non plus été sélectionnée car cette bactérie a une activité
arsénite oxydase par mg de protéines brutes plus faible que la bactérie R.
solanacearum str. S22. La bactérie R. solanacearum str. S22 a donc été choisie pour
la purification de l'enzyme arsénite oxydase. Cette bactérie représente le meilleur
compromis (exprimé par l'activité totale d'un extrait brut) avec une bonne production de
biomasse alliée à une bonne activité par milligramme de protéines. La séquence de
l'enzyme arsénite oxydase de cette bactérie n'est cependant pas entièrement connue.
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4.2. MISE AU POINT DU PROTOCOLE DE PURIFICATION

Après avoir cultivé les bactéries jusqu'en fin de phase exponentielle en présence de 2
mM d'arsénite de sodium dans un premier temps, puis 5 mM d'As(lll) ensuite afin
d'avoir un meilleur taux d'expression de l'enzyme, les cellules sont récoltées et
cassées à la presse de French. Ce mode de casse (voir ci-dessous le paragraphe
« Localisation de l'enzyme ») permet de récupérer l'enzyme dans la phase soluble. La
méthode mise au point pour la purification de l'enzyme s'inspire du protocole décrit par
Anderson ei al. (1992) et allie chromatographies d'échanges d'ions et tamis
moléculaire.

4.2.1. Localisation de l'enzyme

Afin de mettre au point la purification de l'enzyme pour la création du biocapteur, il était
nécessaire de connaître la localisation de la protéine. Selon les auteurs considérés, la
protéine arsénite oxydase est soit membranaire soit périplasmique. II a été démontré
que l'enzyme est associée à la membrane pour Alcaligenes. {A.) faecalis (Anderson ef
al., 1992), H. arsenicoxydans (Muller ef ai., 2003) et Thiomonas sp. (cf article Aurélie
Lieutaud). Par contre, elle est périplasmique chez NT-26 (Santini et vanden Hoven,
2004) et NT-14 (vanden Hoven et Santini, 2004). Cet ancrage à la membrane, s'il
existe dans notre bactérie, peut poser des problèmes lors de la purification de l'enzyme
et lors de la création du biocapteur. Après un cassage des cellules à la presse de
French, l'activité enzymatique de chaque fraction subcellulaire est dosée par
spectrophotométrie avec du DCPIP comme accepteur terminal d'électrons (tableau 2).

Protéines

membranaires

Protéines

solubles

Activité arsénite oxydase 7% 93%

Tableau 2 : Activité arsénite oxydase de R. solanacearum str S22. Les bactéries sont cultivées
en présence de 2mM d'arsénite de sodium.

Grâce à ces résultats, et à l'erreur de mesure près, nous pouvons dire que l'enzyme se
retrouve à plus de 90 % dans la partie soluble (protéines solubles du cytoplasme et du
périplasme). Le segment transmembranaire, s'il existe chez notre bactérie, a donc été
clivé durant l'étape de casse à la presse de French. Nous avons voulu tester si la
rupture de ce segment transmembranaire était due aux conditions drastiques de casse
des cellules bactériennes à la presse de French. Pour cela, des échantillons de
bactéries ont été cassés à différentes pressions (tableau 3).

Pression (PSI) Protéines solubles (%) Protéines membranaires
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11 000 

14 000 

20 000 

96 

91 

95 

(%) 

4 

9 

5 

Tableau 3 : Activité arsénite oxydase sur les fractions cellulaires obtenues après casse à 
différentes pressions (11 000, 14 000, 20 000 PSI) avec la presse de French de cellules de R. 

solanacearum str. S22 cultivées en présence de 2 m M d arsénite de sodium. Mesures relatives 
calculées en pourcentage par rapport à l'activité arsénite oxydase totale 

La majorité de l'activité arsénite oxydase se trouve donc dans la fraction des protéines 

solubles (tableau 3), à faible pression c o m m e à forte pression. 

U n autre type de fractionnement cellulaire a été testé : la formation de sphéroplastes 

(bactéries ayant perdu sa paroi, ce qui entraine une fuite du périplasme hors de la 

cellule). Après obtention des sphéroplastes, les protéines de chaque fraction sont 

récupérées et déposées sur un gel natif, et l'activité arsénite oxydase est révélée. Les 

résultats sont présentés sur la figure 1. 

Figure 1 : Gel natif et activité arsénite oxydase des protéines issues de deux modes de casse 
des cellules bactériennes de R. solanacearum str. S22. Pistes 1 et 2 : cellules lysées par du 

lysozyme. Pistes 3 et 4 : cellules cassées par presse de French. Piste 1 : sphéroplastes. Piste 
2 : périplasme. Piste 3 : protéines membranaires. Piste 4 : protéines solubles. 

Les résultats des pistes 3 et 4 confirment les résultats obtenus sur A. faecalis et H. 

arsenicoxydans: l'arsénite oxydase obtenue après une casse des cellules à la presse 

de French est majoritairement soluble. Par contre, l'activité est retrouvée 

majoritairement dans les sphéroplastes après action du lysozyme (piste 1). C e résultat 
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montre que l'arsénite oxydase de R. solanacearum str. S22 a un segment
transmembranaire (membrane interne) et que cette association à la membrane est
fragile. La casse des cellules par presse de French présente un avantage qui sera
exploité pour la mise au point de la purification de l'enzyme. En effet une telle casse
permet de travailler sur une protéine soluble sans utilisation de détergent. L'obtention
d'une telle protéine répond parfaitement au cahier des charges défini pour la création
du biocapteur.

4.2.2. Mise au point de la chromatographie d'échange d'anions

* DEAE Sephacel

La première colonne utilisée pour la purification de l'enzyme par Anderson ei al. (1992)
est une colonne échangeuse d'anions de type DEAE (DiEtyllAminoEthyl). La séquence
de l'enzyme de notre bactérie n'étant pas déterminée, le point isoélectrique (pl) est
inconnu.

Nous avons donc déterminé par des essais successifs un pH pas trop extrême auquel
la protéine adhérait à une colonne échangeuse d'ions. Une chromatographie à pH de 8
sur DEAE s'est avérée compatible avec l'adhésion de l'enzyme sur ce type de support.
Nous avons testé alors différents types de supports DEAE afin d'optimiser cette
première étape. Trois colonnes différentes ont été testées : une DEAE BiogelA, une
DEAE 52 et une DEAE Sephacel. Le support DEAE Sephacel a un rendement 10 %
supérieur à celui des deux autres colonnes DEAE et une meilleure sélectivité, c'est
donc ce support qui a été choisi pour la suite des expériences.

La colonne DEAE Sephacel a été équilibrée dans un tampon Tricine 50 mM à pH 8.
L'enzyme a été éluée à 50 mM de NaCI. Cet échantillon (Figure 2) a été concentré,
dialyse pour éliminer le sel présent dans l'échantillon.

Lors des différents essais de purification, nous avons chauffé jusqu'à 10 min à 60°C
l'échantillon contenant les protéines solubles avant de l'injecter sur la colonne DEAE
Sephacel. Grâce à cette étape de chauffage, nous avons éliminé de nombreuses
protéines contaminantes (Tableau 4), tout en gardant intacte l'activité de l'enzyme.
L'enzyme s'avère donc thermorésistante. Nous avons fait par la suite une étude
détaillée de cette thermostabilité.

Avant chauffage Après chauffage

Concentration protéique
soluble (mg.ml"^)

3,2 1,016

Activité arsénite oxydase
pmol de DCPIP réduit.min"
.mg-^ de protéines totales)

5,9.10-3 18,2.10-3

Tableau 4 Concentration protéiques solubles avant et après chauffage à 60 °C pendant 5 min,
(à 10 min l'enzyme commence elle aussi à être atteinte).
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*DEAEMonoQ 

U n e seconde étape de purification sur une colonne M o n o Q (Amersham Pharmacia 

Biotech) en F P L C (Fast Protein Liquid Chromatography) a été testée. La colonne 

M o n o Q est aussi une colonne échangeuse d'anions, mais est plus résolutive. Cette 

deuxième colonne, d'où l'arsénite oxydase est éluée à environ 30 m M d e sel lors d'un 

gradient de 0 à 100 m M , a permis de mieux séparer la protéine arsénite oxydase des 

autres protéines présentes (Figure 2). 

1 2 

Figure 2 : Visualisation des protéines après différentes étapes de purification par gel acrylamide 
10 % contenant du SDS. Pistes 1 : Marqueur de poids moléculaire. Piste 2 : échantillon purifié 
après la colonne DEAE Sephacel. Piste 3 : échantillon purifié après la colonne DEAE MonoQ. 

* T a m i s moléculaire 

Afin d'atteindre la pureté de l'enzyme, nous avons introduit une étape de 

chromatographie sur tamis moléculaire. D e u x tamis différents ont été utilisés à cette 

étape : Superóse 6 et la Superdex 200 (Amersham Pharmacia Biotech). La Superdex 

200 a une meilleure résolution, et a donc été sélectionnée pour cette étape de 

purification. L'échantillon obtenu après la colonne M o n o Q a été concentré, et injecté 

sur une colonne Superdex 200 connectée à une H P L C . Cette colonne est équilibrée 

avec du tampon Tricine 50 m M p H 8 contenant 100 m M d e NaCI . Le profil d'élution de 

l'échantillon est présenté dans la figure 3. La protéine d'intérêt est éluée lors du 

premier pic. 
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Figure 3 : Profil d'élution de l'échantillon contenant l'arsénite oxydase sur tamis moléculaire 
Superdex S200. 

Afin d e vérifier le degré de pureté d e l 'enzyme ainsi obtenue n o u s avons effectué une 

électrophorèse sur gel d'acrylamide en conditions dénaturantes (Figure 4). 
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AoxB 

AoxA... 

Figure 4 : Visualisation des protéines après le tamis moléculaire par gel acrylamide 5-15% qui 

permet une meilleure résolution des grands et petits poids moléculaires. Piste de gauche: 

Marqueur de poids moléculaire. Piste de droite: échantillon après purification sur la colonne 
Superdex 200. 

Nous pouvons constater que l'enzyme ne présente que deux bandes visibles. La plus 

grosse bande de poids moléculaire apparent de 90 kDa a été séquencée et identifiée 

( M S A P K D R I T L P P K en maldi et digestion trypsique) sans ambiguïté c o m m e étant la 

sous-unité A o x B de l'arsénite oxydase. Le séquençage de la petite sous-unité 

(déterminée à 14896 D a en M S ) , malgré plusieurs essais, montrait l'existence 

étonnante de contaminant après transfert sur membrane P V D F , empêchant ainsi la 

détermination de la séquence N-terminale de la sous-unité. Nous avons tenté une 

autre approche qui a consisté à traiter l'enzyme "pure" par 2 M d'urée et séparation des 

différents éléments sur tamis moléculaire. Nous avons alors révélé qu'un cytochrome 

(cf plus loin), probablement le transporteur électronique interagissant aves l'enzyme, 

"polluait" la préparation (ce qui suggère une affinité forte avec l'enzyme). C e 

cytochrome (cf plus loin) ayant une masse apparente très proche de A o x A , il migre 

avec AoxA sur gel d'acrylamide. Nous s o m m e s actuellement en train de mettre au 

point un type de préparation (à base de traitement urée) de l'échantillon afin de 

parvenir à la détermination de cette séquence. Si on fait la s o m m e des poids 

moléculaires des 2 sous-unités (90+14), on arrive à une masse globale tout à fait 

normale pour une arsénite-oxydase. Si on rajoute environ 10 kDa pour le cytochrome 

106 kDa 
81 kDa 

47.5 kDa-

35.3 kDa-

28.2 kDa-

20.8 kDa-
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qui lui reste attaché, on peut ainsi expliquer que la masse globale précédemment
obtenue en tamis moléculaire était un peu trop grande.

A la fin de cette étape de purification, nous pouvons faire le bilan des différentes
étapes de purification (Tableau 36). Le rendement est de 22 % à la fin de l'expérience.

Pourcentage (%) Taux de

purification

Protéines solubles totales chauffées 100 1

Chauffe 5 min à 60°C 95 3

Colonne DEAE Sephacel 65 12.86

Colonne MonoQ 48 264.3

Colonne Superdex 200 22 318.6

Tableau 5 : Rendement de purification lors des différentes étapes de la purification. Mesures
relatives calculées en pourcentage par rapport à l'activité arsénite oxydase totale.
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4.3. CARACTERISATION DE L'ENZYME

4.3.1. Poids moléculaire de l'enzyme purifiée

Comme nous venons de le voir, les résultats suggèrent que l'enzyme est constituée
d'une grande sous-unité AoxB de 90 kDa et d'une petite sous-unité AoxA de 14 kDa.

La séquence N-terminale de la protéine a été déterminée. Ce séquençage a déterminé
13 résidus MSAPKDRITLPPK qui identifient sans ambiguïté (par homologie avec les
autres AoxB connues) l'AoxB. Pour AoxA, comme précisé précédemment, il n'a pas
été possible de sequencer cette sous-unité du fait de la présence de contaminant (le
cytochorme c).

4.3.2. Signaux RPE de l'enzyme isolée

Après la purification de l'enzyme, nous avons voulu rechercher par RPE les spectres
caractéristiques du centre [3Fe-4S] de la grande sous-unité de l'arsénite oxydase, et
celui du centre [2Fe-2S] de type Rieske de la petite sous-unité. Nous n'avons pu
observer le signal du centre [3Fe-4S] de la grande sous-unité AoxB de l'arsénite
oxydase que dans un seul des essais mais nous avons bien observé le signal [2Fe-2S]
de la petite sous-unité de l'arsénite oxydase (Figure 5). La raison pour laquelle le
signal [3Fe-4S] est visible (voir plus bas) de façon aléatoire est encore inconnue et
nous y travaillons actuellement L'hypothèse première n'est en tous les cas pas que le
centre est détruit vu l'activité tout à fait normale de l'enzyme.
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Figure 5 : Spectre RPE du centre [2Fe-2S] de la petite sous-unité de l'arsénite oxydase de R. 
solanacearum sp. S22 réduite au dithionite. 

4.3.3. E t u d e d e l'activité arsénite o x y d a s e isolée en fonction d e la 

température 

N o u s avons testé l'activité arsénite oxydase de l'enzyme à diverses températures. Les 

températures testées varient d e 10 à 60°C, cette g a m m e d e température est plus 

étendue que pour la mesure des activités arsénite oxydase sur extraits bruts (cf 

résultats de la phase 1) car cette expérience ne répond pas ici seulement à un critère 

strict de la mise au point du biocapteur mais à un travail plus vaste de caractérisation 

de l'enzyme (Figure 6). 
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Figure 6 : Activité arsénite oxydase en fonction de la température. 100 % représente l'activité 
arsénite oxydase à 60°C. 

N o u s pouvons voir que, l'activité augmente avec la température pour atteindre son 

m a x i m u m à 60°C (température au delà de laquelle il ne nous a pas été possible de 

tester l'activité pour une raison technique). L'activité est plus de trois fois plus 

importante à 60°C qu'à 10°C. Le début de cette courbe d'activité en fonction de la 

température retrace parfaitement les résultats obtenus auparavant avec les extraits 

bruts (cf résultats obtenus dans la phase 1). Cette dernière caractéristique est 

intéressante pour la création du biocapteur. Le p h é n o m è n e de thermostabilité de 

l'arsénite oxydase, bien que mise en pratique dans un protocole (Anderson et al., 

1992) n'a jamais été étudié en détail. 
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-Cette courbe résulte d'une conjonction de deux p h é n o m è n e s bien connus en 

enzymologie: l'activation universelle due à la température sur toute réaction chimique 

(enzymatique ou non), et la thermorésistance de l'enzyme. Cette dernière propriété est 

variable selon les enzymes et définira a elle seule le m a x i m u m de la courbe présentée 

en figure 6. Toute e n z y m e sera plus active à haute température mais certaines 

mourront avant de l'avoir montré! U n e étude de la thermorésistance de l'enzyme 

étudiée est présentée en figure 7. 
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Figure 7 : étude de la thermorésistance de l'activitél'enzyme purifiée. Le temps définit le temps 
de chauffage à 25, 40 ou 60 °C. L'activité restante est ensuite mesurée normalement à 

température normale. 

4.4. ETUDE DU PARTENAIRE PHYSIOLOGIQUE POTENTIEL DE L'ENZYME 

Lors de la purification de l'enzyme, nous avons remarqué que la fraction non retenue 

(première étape de lavage) sur la D E A E Sephacel présentait une quantité 

particulièrement importante de cytochrome. Or, il a été démontré par les équipes de 

Muller er al. (2003), Kashyap et al. (2006), Santini et al. (2007) et Slyemi et al. (2007) 

qu'il existe un gène codant pour un cytochrome c dans l'opéron codant pour l'arsénite 
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oxydase de différentes bactéries. Après de rapides tests d'activité, nous avons 

constaté que le cytochrome dominant contenu dans la fraction non retenue sur D E A E 

était réduit en présence de l'enzyme purifiée et d'arsénite. N o u s avons donc voulu 

caractériser davantage ce cytochrome. 

4.4.1. Purification 

Pour cela, lors de la première étape de purification de l'arsénite oxydase, nous avons 

récupéré le lavage de la colonne D E A E Sephacel après injection de l'échantillon 

contenant l'enzyme. Cet échantillon a été injecté sur une colonne échangeuse de 

cations C M - 5 2 , équilibrée dans un tampon Tricine 50 m M p H 8. Le cytochrome est 

thermostable lui aussi car il est toujours présent après chauffage à 60°C pendant 5 

minutes des protéines solubles totales, mais cette étape de chauffage le réduit, nous 

avons donc systématiquement oxydé la fraction au ferricyanure. Ainsi oxydé et 

seulement ainsi, il s'adsorbe sur le support C M et est élue à 50 m M de NaCI. U n e 

séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire a été ensuite réalisée 

par un tamis moléculaire sur une colonne Superdex 75 connectée à une H P L C . 

L'échantillon obtenu est analysé sur un gel dénaturant (Figure 8), ce m ê m e 

cytochrome est détecté par coloration au T M B Z (Figure 8 piste 3). Son poids 

moléculaire apparent est de 9,2 kDa. Le poids moléculaire déterminé en spectroscopic 

de m a s s e est de 9,9 kDa. 

2 

108 

kl) a 98 

29 

Figure 8 : Détection du cytochrome c552 par gel dénaturant. Piste 1 : marqueur de poids 
moléculaire. Piste 2 : cytochrome après purification sur une colonne échangeuse de cations 
(CM-52) et un tamis moléculaire (Superdex 200). Piste 3 : le même cytochrome détecté par 

coloration au TMBZ. 
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4.4.2. Caractérisation du cytochrome 

Le potentiel d'oxydoréduction de ce cytochrome a été déterminé à 230±10 m V par un 
titrage potentiométrique. Il présente une bande a d'absorption à l'état réduit à 552,2 
n m . Le cytochrome que l'on retrouve dans cet échantillon a donc des caractéristiques 
proches du cytochrome purifié par Santini et al. (2007). Ce cytochrome pourrait être le 
partenaire physiologique de l'arsénite oxydase de R. solanacearum str. S22. 

La séquence N-terminale de ce cytochrome c a été déterminée et comparée aux 
banques de séquences connues. Cette séquence présente un fort pourcentage 
d'identité (79 %) avec un cytochrome c55Jc552 de l'opéron de la sulfite oxydase (opéron 
sox) des bactéries R. eutropha H16 (NC_008313) et R. eutropha JMP134 
(NC_007347) (Figure 9). Aucun gène codant pour l'arsénite oxydase n'a cependant été 
retrouvé dans la séquence du génome de ces deux organismes. 

1- KAÇQIAQKNACMGTHAVDKKLVG PSYQDVTAKYK 

2- KAÇEIANKNACMGCHQVDKKLVG PSYKEVAAKYK 

3- KAQEIANKNACMGCHQVDKKLVG PAYKDVAAKYK 

cytC_RalsH16 MKQFVIAALMLGAAASAHAVDAAKAQEIANKNACMGCHQVDKKLVGPSYKEVAAKYKGDK 
cyt_S22 VDVAKAQQIAQKNACMGCHAVDKKLVGPSYQDVAAKYKGNK 

***** **********..*******.* 

CytC_RalsH16 NALATLTKKVKSGGSGVWGPVPMPANAALNDADLKTVVEWVLAGAPAK 
cyt_S22 GAACTLVAKVK 

* * * * ** 
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Figure 9 : Alignement de la séquence N-terminale du cytochrome de R. solanacearum str. S22 
(1) avec ceux de R. eutropha H16 (2) et R. eutropha JMP134 (3). En rouge sont indiqués les 

résidus identiques. 

Cette m ê m e séquence N-terminale a été comparée aux cytochromes codés en opéron 
avec les gènes codant pour l'arsénite oxydase. Le pourcentage d'identité entre ce 
cytochrome et celui de N T - 2 6 (Santini et al., 2007) et ó'Ag. tumefaciens (Kashyap et 
al., 2006) est pratiquement nul. Par contre, la séquence N-terminale du cytochrome 
purifié chez R. solanacearum str. S 2 2 possède 47 % d'identité avec le cytochrome c de 
H. arsenicoxydans (gène aoxD) (Muller er ai, 2003) et 3 5 % d'identité avec le gène 
codant pour un cytochrome c de Thiomonas sp. (Slyemi et al., 2007). C e s deux 
dernières valeurs sont significatives (> 30 %) mais sont très inférieures au 79 % 
d'identité obtenu avec le cytochrome c de l'opéron de la sulfite oxydase de R. eutropha 
H 1 6 et R. eutropha J M P 1 3 4 . 

N o u s avons donc voulu savoir si la quantité de cytochrome c55^fc552 de R. 
solanacearum str. S 2 2 , était plus importante dans les cellules cultivées en présence 
qu'en absence d'arsénite. N o u s avons donc analysé la fraction soluble de cette 
bactérie cultivée dans ces deux conditions puis les cytochromes c ont été révélés par 
coloration au T M B Z (Figure 10). Dans cette expérience, nous avons déposé la m ê m e 
quantité de protéines solubles pour les deux types de cultures sur le gel S D S - P A G E . 
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Figure 10: Révélation des hèmes des cytochromes c (parla méthode TMBZ) de la bactérie R. 
solanacearum str. S22. Piste 1 : marqueur de poids moléculaire. Piste 2 : périplasme provenant 

de cellules cultivées en présence d'arsénite. Piste 3: fraction soluble totale de bactéries 
cultivées en absence d'arsénite de sodium. Piste 4 : fraction soluble totale de bactéries 

cultivées en présence d'arsénite de sodium. 
Le cytochrome c55-\/c552 est présent en m ê m e quantité dans une culture de bactéries 
cultivées en absence et en présence de 2 m M d'arsénite de sodium (flèche rouge). 
D o n c le gène codant pour ce cytochrome n'est vraisemblablement pas régulé par la 
présence d'arsénite. Cette observation n'est cependant pas suffisante pour conclure 
que le cytochrome c551/c552 n'est pas le partenaire physiologique de l'enzyme car 
l'étude équivalente chez la bactérie N T - 2 6 a démontré que le gène du cytochorme c de 
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cette souche, bien qu'organisé en opéron avec les gènes codant pour l'enzyme, ne 
semble pas subir la m ê m e régulation. Par ailleurs on peut observer sur le gel qu'un 
cytochrome d'un poids moléculaire d'approximativement 20 kDa semble lui induit par 
l'As(lll). Celui-ci, c o m m e les autres, ne sont malheureusement qu'en quantité bien 
inférieure au cytochrome C551/C552 et ont demandé beaucoup plus de cellules pour 
pouvoir être mis en évidence. Ils sont en cours de caractérisation. 

4.4.3. Transfert d'électrons d e l'arsénite oxydase vers le cytochrome 

C551/C552 

Pour déterminer s'il y a transfert d'électrons entre l'arsénite oxydase et le cytochrome 
C551/C552, nous avons mis en présence dans du tampon M E S 50 m M pH 6, ce 
cytochrome (2 u M ) et cette enzyme partiellement purifiée, puis nous avons ajouté 
l'arsénite de sodium. Dans ce test, le cytochrome passe de l'état oxydé à l'état réduit, il 
y a donc une augmentation de la densité optique (DO) à 552 n m (coefficient 
d'absorption du cytochrome : 25 m M " 1 . c m " 1 ) . Lorsque nous comparons les activités 
arsénite oxydase en présence de DCPIP (4 u M ) (de coefficient d'absorption du m ê m e 
ordre), à celles obtenues en présence du cytochrome purifié, nous pouvons voir que 
l'activité est 10 fois plus importante en présence du cytochrome que du DCPIP 
(Tableau 6). C e résultat suggère que l'efficacité de transfert d'électrons de l'enzyme 
vers le DCPIP est bien moins importante que celle de l'enzyme vers le cytochrome. Si 
ce cytochrome n'est pas le partenaire physiologique, il est en tout cas un très bon 
accepteur d'électrons pour l'enzyme et ce sans P M S qui est en revanche indispensable 
avec le DCPIP. D'autres cytochromes c o m m e celui de coeur de cheval efficace avec 
l'enzyme de NT-26 ou le c555 d' Aquifex aeolicus montrent une activité moindre ou nulle 
(figure 11). 
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Figure 11 : Cinétique du cytochrome dilué dans un tampon MES 50 mM pH 6. Les pics 

correspondent à l'ajout de l'enzyme et de iarsénite de sodium (Trait noir) ou de l'arsénite de 

sodium seul (Trait rouge). 

Activité arsénite oxydase 

Activité 

Qjmol de DCPIP réduit.min" 

.mg"1 de protéines totales) 

91 

Activité 

(|jmol de cytochrome 

réduit.min"1.mg"1 de protéines 

totales) 

879 

Tableau 6 : Comparaison de l'activité arsénite oxydase entre deux accepteurs d'électrons : le 

cytochrome c551lc552 et le DCPIP. 

C e résultat peut suggérer que ce cytochrome C551/C552 est le partenaire physiologique 

de l'arsénite oxydase chez R. solanacearum str. S 2 2 . Cependant, on ne peut pas 

exclure que l'arsénite oxydase puisse transférer ses électrons à un cytochrome c autre 

que son partenaire physiologique si son potentiel d'oxydoréduction le permet, mais le 

potentiel est loin d'être un facteur déterminant. C e type de transfert a été montré chez 

N T - 2 6 (Santini et vanden Hoven, 2004), où les électrons peuvent être transférés de 

l'arsénite oxydase vers un cytochrome c de cœur de cheval. Dans ce cas là justement 

le potentiel ne joue absolument pas, c'est la structure qui intervient. Le travail de thèse 

de Simon D U V A L (au BIP) a montré qu'il existe pour l'instant deux classes structurales 

de cytochromes réagissant avec l'arsénite oxydase, l'une définie par le cytochrome de 
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coeur de cheval et celui de NT-26, et l'autre définie par les cytochromes AoxD
Ú'Herminiimonas, C551/C552 de S-22 et C555 d' Aquifex aeoiicus. Ils sont tous exactement
au même potentiel et pourtant avec le cytochrome c de cour de cheval, l'activité est
nulle (figure 10).

4.5. ETUDE DE LA SPECIFICITE VIS A VIS DU SUBSTRAT

Aucune des bactéries du genre Ralstonia dont le génome a été séquence -que ce soit
les espèces eutropha, metallidurans ou solanacearum- ne possède les gènes aoxAB
codant pour l'arsénite oxydase (étude de génome). Mais, le cytochrome C551/C552 purifié
dans l'étape précédente possède un cytochrome fortement homologue chez R.
eutropha qui est le partenaire physiologique de la sulfite oxydase (puisqu'il se trouve
dans l'opéron sox). Nous avons donc voulu savoir si la bactérie R. solanacearum str.
S22 avait elle aussi une enzyme sulfite oxydase, et en outre si l'arsénite oxydase
partiellement purifiée a une activité sulfite oxydase.

4.5.1. Métabolisme

Nous avons utilisé le sulfite de sodium pour des expériences de mesures d'activité in
vitro. Nous avons adapté le protocole de Harvey et Fridovich (1971) pour la mesure de
l'activité avec le sulfite de sodium. Pour cette expérience, nous avons comparé les

activités arsénite oxydase et sulfite oxydase dans deux conditions de cultures de la
bactérie R. solanacearum str. S22, c'est à dire en absence et en présence de 2 mM
d'arsénite de sodium. Les résultats sont représentés dans le tableau 7.

Activité

(|jmol de ferricyanure réduit.min"^
totales)

.mg-^ de protéines

Activité arsénite oxydase S22 - arsénite 0,67.10-3

S22 + arsénite 2,6.10-3

Activité sulfite oxydase S22 - arsénite 4,3.10-3

S22 + arsénite 4,3.10-3

Tableau 7 : Comparaison des activités arsénite oxydase et sulfite oxydase de la fraction soluble
de la bactérie R. solanacearum str S22 cultivée en absence ou en présence de 2 mM

d'arsénite de sodium.

BRGM/RP-561 84-FR - Rapport final - Arsenic Sensor 41



Développement d'un biocapteur pour le dosage de l'As(lll) - Rapport final 

Les activités arsénites oxydase sont inférieures aux valeurs d'activité en présence de 
D C P I P (Tableaux 2 et 5) car ces mesures (Tableau 7) ont été effectuées en absence 
de P M S . En effet, la sulfite oxydase réduit le ferricyanure et le D C P I P en présence de 
PMS. 

Lorsqu'on compare les activités en fonction des conditions de culture, on peut dire que 
l'activité arsénite oxydase est 4 fois plus importante pour les cellules cultivées en 
présence d'arsénite qu'en absence. Par contre l'activité sulfite oxydase est comparable 
dans les deux conditions de culture. Grâce à ces résultats, nous pouvons dire que 
dans cette bactérie il existe vraisemblablement deux enzymes, une arsénite oxydase et 
une sulfite oxydase. 

4.5.2. Spécificité 

Afin de vérifier si l'enzyme purifiée est spécifique de l'arsénite de sodium, nous avons 
réalisé des mesures d'activité arsénite oxydase et sulfite oxydase avec l'enzyme et le 
cytochrome c55i/c552 purifiés. C e s expériences in vitro, ont été effectuées en présence 
seulement du cytochrome C55-1/C552 purifié et de l'arsénite oxydase purifiée car nous 
voulions vérifier que le transfert d'électrons de l'enzyme au cytochrome était possible 
en présence d'arsénite et de sulfite de sodium. Avec l'enzyme pure, aucune activité 
sulfite oxydase n'est détectée. E n revanche, le sulfite s'avère être un fort inhibiteur de 
l'arsénite oxydase (Figure 12). 
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Figure 12 : activité de l'enzyme pure en présence d'As(lll) ± sulfite. 

L'affinité calculée de l'enzyme de S 2 2 pour l'As(lll) est de 4 u.M tandis que la constante 
d'inhibition du sulfite se situe autour de 8 \iW. 
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4.6. CONCLUSION ET DISCUSSION SUR LES RESULTATS DE LA PHASE 3

4.6.1. L'enzyme arsénite oxydase

Nous avons montré que l'enzyme arsénite oxydase de R. solanacearum str S22 est
associée à la membrane, puisque l'activité est retrouvée majoritairement dans les
sphéroplastes. Mais cet ancrage est fragile et l'enzyme se détache de la membrane
lors d'une casse plus drastique à la presse de French. Chez Al. faecalis, l'activité
arsénite oxydase se retrouve également dans la membrane cytoplasmique après
action du lysozyme mais se retrouve soluble lors d'un mode de casse plus rigoureux
(Anderson et al., 1992). Le détachement de la protéine se fait vraisemblablement par
coupure de l'ancre si l'on en croit la séquence de la protéine ainsi purifiée et cristallisée
ne présentant plus l'ancre en N-terminal (Ellis ef al., 2001). Par contre, pour les
bactéries NT-26 et NT-14 (Santini et vanden Hoven, 2004 ; vanden Hoven et Santini,
2004), l'activité arsénite oxydase se retrouve dans la fraction soluble, même après
action ménagée du lysozyme. Ce résultat a été confirmé par ailleurs au laboratoire
BIP/CNRS. Les auteurs en ont déduit que l'enzyme ne possède pas de domaine
transmembranaire et que la séquence de 40 résidus codée par le gène de aroB,
absente de la protéine purifiée est une pré-séquence clivée après transport de
l'enzyme et passage de la membrane plasmique. Ces auteurs en concluent que seule
une association avec une autre protéine peut être à l'origine de la présence de
l'arsénite oxydase associée à la membrane chez Ai. faecalis (Anderson ef ai., 1992) et
H. arsenicoxydans (Muller et ai., 2003). Une toute autre interprétation possible serait
que dans tous les organismes, de façon comparable aux protéines de Rieske du
complexe bc (Lebrun et ai., 2003), la protéine AroB (ou AoxA) est transloquèe à travers
la membrane plasmique et reste ancrée à celle-ci grâce à une séquence d'export qui
joue également le rôle d'ancre. Cette interprétation est basée sur la constatation que
dans le cas de Chioroflexus aurantiacus, l'enzyme reste, pour une part au moins
majoritaire, accrochée à la membrane (Lebrun ef al., 2003) même après casse à la
presse de french (le même type de résultat est obtenu sur l'enzyme de Herminiimonas
qui est étudiée par ailleurs au BIP). En revanche, contrairement à la protéine de Rieske
du bc, le clivage est très fréquent et l'on retrouverait diverses situations suivant la
fragilité de la séquence. Les cas de fragilité extrême seraient représentés par NT-26 et
NT-14, les cas intermédiaires par A/, faecalis, H. arsenicoxydans et Thiomonas sp. et
les cas les moins lábiles seraient représentés par Herminiimonas et Chioroflexus
aurantiacus.

Les arsénite-oxydases connues possèdent une grande sous-unité dont le poids
moléculaire varie entre 86 et 98 kDa. Dans notre expérience en tamis moléculaire, le
poids moléculaire apparent est d'environ 120 kDa. Le résultat des analyses RPE, gel
d'électrophorèse SDS et MS, permet d'avancer que la petite sous-unité de l'arsénite
oxydase est présente et représente la bande à environ 14 kDa sur gel. Les résultats de
RPE, digestion trypsique et séquençage N-terminal identifient clairement AoxB. Au
bilan de toutes ces expériences, nous avons démontré que l'arsénite oxydase de R.
solanacearum str. S22 était classique, de poids moléculaire de 104 kDa donc
monomérique, avec la particularité de présenter une partie de son partenaire associé à
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l'enzyme ce qui entraine un poids moléculaire natif légèrement trop élevé. De plus,
cette enzyme est thermostable.

4.6.2. Le partenaire physiologique

Nous avons purifié deux protéines : l'enzyme arsénite-oxydase et le cytochrome
C551/C552 de R. solanacearum str. S22. La similarité de séquence trouvée entre le
cytochrome C551/C552 de R. solanacearum str. S22 et celui de R. eutropha codé par
l'opéron sox d'une part (79 % d'identité) ou certains cytochromes des opérons aox
connus d'autre part (de l'ordre de 40 % avec les cytochromes de H. arsenicoxydans et
Thiomonas sp.) peut avoir deux interprétations. Le cytochrome isolé peut être hérité
d'un opéron sox mais faire partie de l'opéron aox. En effet, la similarité avec le
cytochrome de R. eutropha est fort probablement due à la proximité phylogénique des
deux organismes. De plus, la faible similarité avec les autres cytochromes connus pour
réagir avec l'arsénite oxydase n'est pas surprenante étant donné les similarités faibles
au sein de cette famille de cytochromes (Santini ei al., 2007). Le fait que le cytochrome
est présent en même quantité dans les cellules cultivées en présence et en absence
d'arsénite n'est pas inattendu puisque le gène codant pour le cytochrome C552 de NT-
26, qui fait partie de l'opéron aox, n'est pas régulé de la même façon que les gènes
codant pour cette enzyme. Dans cette hypothèse le cytochrome C551/C552 pourrait être le
partenaire physiologique de l'arsénite oxydase. L'autre hypothèse serait que dans la
bactérie R. solanacearum str. S22 (comme dans R. eutropha) ce cytochrome fasse
partie de l'opéron sox. II faut savoir que si la sulfite-oxydase utilise souvent un

cytochrome comme partenaire, celui-ci est loin de faire systématiquement partie de
l'opéron. Le cytochrome peut donc être un élément mouvant génétiquement entre
souche et/ou avoir un double rôle.

Pour la bactérie Al. faecalis deux partenaires de l'arsénite oxydase ont été proposés,
l'azurine et un cytochrome c dont les gènes ne font pas partie ni l'un ni l'autre du même
opéron que ceux codant pour l'arsénite oxydase (Anderson et al., 1992). Pour H.
arsenicoxydans les gènes codant pour l'arsénite oxydase constituent un opéron avec
des gènes codant pour un cytochrome c et une nitroreductase (Muller ef ai., 2003).
Chez d'autres microorganismes, le gène codant pour un cytochrome c se trouve
également en opéron avec l'arsénite oxydase, et il a été démontré que ce cytochrome
c est régulé par l'arsénite chez Ag. tumefaciens (Kashyap ef al., 2006) et Thiomonas
sp. (Slyemi et ai., 2007). Enfin, pour la bactérie NT-26 il a été montré récemment qu'il
existe un gène codant pour un cytochrome dans l'opéron aox, mais que bien que celui-
ci ait été suggéré pour être le partenaire de l'enzyme, la deletion de ce gène ne semble
pas ralentir la croissance sur arsénite (Santini ef al., 2007). L'enzyme pourrait donc
fonctionner dans des contextes divers : unicité et spécificité stricte de partenaire avec
co-régulation d'expression, multiplicité de partenaires sans aucun lien de régulation, et
toutes les situations intermédiaires.

Nous avons aussi montré que la bactérie R. solanacearum str. S22 possède une
activité sulfite oxydase. Cette enzyme est présente chez les bactéries cultivées en
absence et en présence de 2 mM d'arsénite de sodium. Or, Gardiik et Rajagopalan
(1991), ont démontré qu'en présence d'oxygène et de 10 mM d'arsénite, la sulfite
oxydase était inactivée. Une manière de mettre en accord ces deux résultats serait
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d'envisager que les 2 mM d'arsénite de sodium ajoutés au milieu de culture de R.
solanacearum str. S22 ne permettent pas d'inactiver l'activité sulfite oxydase présente
dans nos échantillons.

II est à noter qu'une réaction entre l'arsénite et la sulfite oxydase est connue (Gardiik et
Rajagopalan, 1991) et que c'est elle qui est à l'origine de l'inactivation de la sulfite
oxydase par l'arsénite en présence d'oxygène. Des expériences sur notre enzyme
partiellement purifiée en présence de différentes concentrations de sulfite ont défini

une inhibition compétitive avec une constante de 8 |iM. L'enzyme n'étant que
partiellement purifiée au stade oij cette activité croisée a été observée, il est probable
qu'il reste de l'enzyme sulfite oxydase qui réagisse avec le sulfite de sodium lors de la
réaction in vitro en spectrophotométrie.

4.6.3. Du point de vue du biocapteur

Le protocole de purification mis au point fin 2007 permet d'obtenir un rendement qui
est tout à fait honorable du fait que l'enzyme de départ est membranaire. II faut en
revanche envisager une autre échelle de culture afin d'obtenir une enzyme pure en
quantité suffisante pour poursuivre les travaux de caractérisation de l'enzyme, et pour
initier des travaux en biocapteur. Ces travaux de purification d'une enzyme native
soulignent la difficulté d'obtenir d' « importantes » quantités d'enzyme, et donc l'intérêt
d'essayer de mettre au point un système de surexpression de l'enzyme. Ces travaux
confirment également la très bonne stabilité de l'enzyme vis-à-vis de la température
(ce qui avait été observé dans la phase 1). Les essais de casse cellulaires montrent
enfin qu'il est possible d'avoir une enzyme soluble et active ; rappelons que le fait
d'avoir une enzyme soluble permet une manipulation plus facile de l'enzyme pour sa
mise en dans un biocapteur.

En revanche, la mise en évidence de l'inhibition par le sulfite avec une constante du
même ordre que l'affinité pour l'arsénite souligne l'importance d'initier très rapidement
les tests d'interférences. En effet, une interférence du dosage avec le sulfite pourrait
poser des problèmes quant à la mise au point du biocapteur dans la mesure où
certaines eaux souterraines et de surface polluées à rAs(lll) contiennent des
concentrations assez élevées de sulfite (on trouve par exemple une concentration de
1 ,5 mM dans les eaux de Chéni dans le Limousin). Ceci nécessiterait donc de faire une
étude pour déterminer dans quelle mesure le sulfite est un interfèrent au dosage de
l'arsénite, et de déterminer comment l'éliminer de l'échantillon à doser. Dans

l'hypothèse oij aucun moyen pour éliminer le sulfite ne serait trouver, il est alors
envisageable d'utiliser ce type de biocapteur seulement dans des eaux à teneurs en
sulfite faible. En tout cas, il est illusoire de penser qu'il suffirait de changer de source
d'arsénite-oxydase dans la mesure oiJ les souches NT-26 et Herminiimonas montrent
la même sensibilité.
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5. Problèmes rencontrés au cours du projet
Arsenic Sensor

Comme décrit précédemment dans ce rapport, la première étape du projet a été de
rédiger un cahier des charges pour le dosage de rAs(lll) par un biocapteur dans des
eaux souterraines. Afin d'y répondre, trois enzymes ont été sélectionnées sur la base
de leur activité et de leur stabilité vis-à-vis de différents paramètres tels que la
température et le pH (phase 1 ).

La mise au point d'un biocapteur (tests en laboratoire, sur site, en prototype), et par la
suite la commercialisation de cet outil, nécessitent une grande quantité d'enzyme. Les
bactéries produisant une arsénite-oxydase et sélectionnées dans la phase 1 n'ayant
pas un fort taux d'expression de l'enzyme, la mise au point d'un système de
surexpression des enzymes s'est révélée indispensable, afin d'obtenir facilement la
grande quantité d'enzyme nécessaire à la mise au point d'un biocapteur. Ce travail de
génétique moléculaire visant à sequencer, amplifier, doner, surexprimer les gènes
codant pour les arsénite-oxydases sélectionnée, a fait l'objet de la phase 2 du projet.

II est très difficile d'estimer le temps nécessaire au clonage d'un gène dans la mesure
où en fonction du gène, le clonage peut être très rapide ou au contraire prendre
beaucoup de temps, et parfois même ne pas être possible. Les travaux de biologie
moléculaire du projet Arsenic Sensor ont ainsi pris plus de temps qu'initialement prévu.
Ainsi, les travaux de la phase 2 n'ont pas permis, au bout des 3 années du projet,
d'obtenir une enzyme pure, fonctionnelle, et produite en grande quantité. II s'est en
effet avéré qu'il n'était pas possible de surproduire une enzyme active avec le système
de surexpression choisi. En fait, dans notre cas, l'enzyme est bien surproduite mais
n'est pas active. Ce cas n'est pas un cas isolé, certaines enzymes ont besoin de
systèmes enzymatiques particuliers pour avoir une maturation correcte. On ne peut
malheureusement pas déterminer à l'avance si une enzyme pourra ou non être
surproduite correctement. La construction génétique réalisée dans le cadre de ce
projet ne permet donc pas de surproduire et de purifier une enzyme recombinante
active et soluble. Une nouvelle construction peut être envisagée dans un nouveau
plasmide, avec deletion de la partie du gène codant pour les acides aminés
hydrophobes, et éventuellement un nouveau placement de la queue histidine. Ces
essais sont en cours au laboratoire de Violaine Bonnefoy.

II a donc été décidé à la fin des 3 années du projet, en accord avec l'ADEME, de
prolonger d'une année le projet Arsenic Sensor (4 ans au lieu de 3) de même que la
durée de la thèse d'Aurèlie Lieutaud (4 ans également), et ainsi de réorienter le
projet pour purifier une enzyme native et non recombinante (phase 3 du projet) pour
initier des travaux de biocapteur (phase 4). L'objectif d'aller jusqu'au développement
d'un prototype a été abandonné. L'objectif de cette 4^"^® année était également de
permettre à Aurélie Lieutaud de poursuivre ses travaux afin de synthétiser ses résultats
sous forme d'une publication, et de pouvoir ainsi soutenir sa thèse.
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La quatrième année du projet a donc permis de lancer la phase 3. Un protocole de
purification de l'enzyme de Ralstonia solanacearum a ainsi été élaboré grâce à
l'utilisation de différents types de chromatographie. Cette bactérie a été choisie pour la
bonne activité de son enzyme et son rendement cellulaire. La caractérisation de
l'enzyme a ensuite eu lieu pour déterminer son poids moléculaire, sa composition en
sous-unité, son activité spécifique. Le protocole de purification a permis d'obtenir
suffisamment d'enzyme pour réaliser une caractérisation de cette enzyme, mais n'a
pas permis, dans un premier temps, de purifier suffisamment d'enzyme pour réaliser
des essais en biocapteur. Ceci illustre d'ailleurs l'intérêt d'avoir cherché au préalable à
mettre au point un système de surexpression de l'enzyme (qui n'a malheureusement
pas marché). Le protocole mis au point aujourd'hui (fin 2007) ainsi que les nouvelles
conditions de croissances pourraient toutefois permettre maintenant d'obtenir assez
d'enzyme pour réaliser des essais en biocapteur. II n'a donc pas été possible de
réaliser des essais en biocapteur à la fin du projet Arsenic Sensor. L'ADEME a validé
le fait que l'objectif de la fin du projet était la soutenance de la thèse d'Aurèlie Lieutaud.
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6. Conclusions

Ce document est le rapport final du projet Arsenic Sensor cofinancé par l'ADEME pour
une durée de 4 ans. II présente donc une synthèse des travaux effectués et des
résultats obtenus. Le présent projet n'a pas pu être réalisé jusqu'à son terme dans la
mesure où il n'a pas été possible d'obtenir une enzyme pure en grande quantité pour
effectuer des essais en biocapteurs.

Tous les travaux initialement prévus dans le projet Arsenic Sensor n'ont donc pas pu
être réalisés, et aucun prototype finalisé ne peut être proposé à la fin de ce projet. On
peut cependant tirer plusieurs points positifs et conclusions pour l'avenir suite à ce
projet :

les travaux réalisés ont fait l'objet d'une publication scientifique qui est acceptée
pour publication dans Environmental Microbiology, et d'autres publications
devraient pouvoir être rédigées dans les mois à venir,

- grâce au financement et au travail réalisé et aux résultats obtenus dans le
cadre de ce projet et donc de la thèse ADEME/BRGM associée, Aurélie
Lieutaud pourra soutenir sa thèse et obtenir un Doctorat de Microbiologie
Moléculaire et Biotechnologie,

l'intérêt de développer un biocapteur à As(lll) est démontrée dans la mesure où
plusieurs laboratoires, à l'échelle internationale, s'intéressent à la mise au point
de biocapteurs pour le dosage de l'arsénite. De plus, la possibilité d'utiliser une
arsénite oxydase comme biorécepteur d'un biocapteur à enzyme pour le
dosage de rAs(lll) a été démontré (Maie et al., 2007),

il pourrait potentiellement être possible de poursuivre ces travaux dans le cadre
de projets Européens (7^"^^ PCRD) par exemple, dans la mesure où un certain
nombre d'appels d'offre s'intéressent aux (bio)technologies dans le domaine
environnemental, et en particulier au développement et à l'amélioration d'outils
permettant le dosage de polluants pour leur suivi sur les sites pollués,

- d'une manière générale, le déroulement de ce projet a démontré qu'il était
difficile de réaliser un projet de 3 ans allant d'un travail de recherche
fondamentale à la réalisation d'un prototype. Arsenic Sensor montre que le
travail de recherche fondamentale -i.e. la sélection, surexpression et purification
d'une enzyme- est un projet à lui seul, et nécessite au minimum 3-4 ans de
recherche et l'intervention de différentes compétences. Le travail d'essais en
biocapteur, de mise au point, validation sur site et réalisation d'un prototype
constitue lui aussi à lui seul un projet à part entière.
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8. Annexe 1

BRGM/RP-561 84-FR - Rapport final - Arsenic Sensor 53



Développement d'un biocapteur pour le dosage de rAs(lll) - Rapport final

Arsénite oxidation by a chemoautotrophic moderately
acidophilic Thiomonas sp.: from the strain isolation to
the gene study

Kaüa Duquesne,^* Aurelia Lieutaud,^

Jganing Ratouchniak,' Daniel Mullgr,^'
riTarie-Clalre Lgtt^ and Violaine Bonnefoy'*
'C.N.R.S., Institut de Biologie Sfn/cft/rate ei de

Micfobiobgie, Laboratoire dlngén-erie des Systèmes
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Micfotxologie, Laboratoire de Ctime Bactérienne,
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Summary

An autotroptilc bacterium able to gain energy
from the oxidation of arsénite was isolated from

arsentte-contalnlng acfd mine drainage waters. It

belongs to the genus Thiomonas as shown by DNA-

DNA hybridtzatlcHi experimmts, leS rRNA gene

sequence, quinone and fatty acid content analyses.

Carboxysranes were oi)served and the cbbSL getves
encoding the ribulose i,5-blspho&phate carboxylase/

oxygenase were detected, confirming that this bacte¬

rium is able to fix COj. Arsénite oxidation was

catalysed by a m^nbrans-bound enzyme, and this

activity was detected essentially in cells grown in the

presence of arsentte. The genes encoding the two
subunite of the arsentte oxidase of the Thiomonas

isolate have been sequenced. The small subuntt has a

characteristic Tat signal sequence and contains the

residues binding tfie [2Fe-2S] Rleske-type cluster.

The large subuntt has the [3Fe-4S] cluster-binding

motif as weQ as the residues proposed to bind

arsentte. In additfcni, most of the residues interacting
with the molybdenum cofactor are conserved. The

genes encoding both sutiunits belong to an operan,

likely with a geiw micodlng a cytochrome c. The

ReCEfwd 1 May, 2007; accept 17 August, 2007. 'For
correspondence. E-mell bonnelbyOlbsm.cnrs-mrs.fr; Te4, (-tâS) 4 ei
16 41 46; Fax (+33) 4 91 71 69 14. 'Pressnt address: University ot
Ibkyo, Instttuë br MedcaJ Sclsrces, Latioiatoiy ol Bacterial Infec¬
tion, ItAyo, Japan, atiese authors ccntitlxjte equally to ttie worK

expression of this operon Is greater tn ceDs grown In

the presence than in the absence of arsénite, In agree¬

ment vnth a transcriptional regulation tn the presence
of tfiis metalloid.

Introduction

Acidic environments are often associated w'tti the leach¬

ing of metal sulflc^-rlch ores, usually exposed to weath¬

ering in mining regions. These rock drainage waters are
considered as extreme environments: not on|y they are

acidic, but also they characteristically contain highly

elevated concentrations of soluble metals, often at toxic

concentrations. In addition, organic substances are

usually present in veiy \cm amounts. Horivever, in spite of

these harsh conditions, some eukaryotes and prokaryotes

live and even thrive there (Oond etai, 2000; Lopez-

Archllla ei a/., 2001 ; Amaral Zettler ei al, , 2002; Baker and

Banfield, 2003; Gonzalez-Tori I etal., 2003; Johnson and

Hallberg, 2003; Baker etá., 2004; Lx)pez-Archilla etal,,
2004). Among them, the chemolithoautotrophic prokaiy-

otes gain energy from the metals/metalloids or the
sulfurcompounds present in the rock draina^ waters and

fix atmospheric CO2 and N2. The other prokaiyotes are

essentially opportunist, feeding from organic matter

derived fnsm the metabolic activity of the chemo-
lithoautotrophs. Because of their extreme life conditions,
these chemolithoautolrophs draw more and more Interest.

Among them, some are able to gain energy for their

grcTiVth from the oxidation of arsénite [As(lll), a Miell-knoA'n

and highly toxic compound], and were proposed not only

to exist as the early stages of life on earth (Lebmn etaL,
2003) but also to reflect the primitive microbial ecosystem

on fulars or Europa (Oremland and Stolz, 20GQ). A number

of As(lll)-axldizlng prokaryotes have been described, but
only few of them have been shoMTi to gain energy from

the reaction (see References in Ehrlich, 2002; Stolz etal,,

2006; Inskeep etal,, 2007; Rhine etal., 2007). Among

the Thivmonas genus [Gram-negativG, mesophilic mod¬

erate acidophlles, and facultative chemolithoautotrophs

(Moreira and Amils, 1997)], oxidation of As(lll) repre¬

sents a detoxification mechanism (Biuneel eia/., 2003;

Battaglia-Brunet etal., 2005), except for two strains
that were able to use this metalloid as an energy
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source: Thiomonas sp. N0115 (Coupland et^., 2003)

and Tlmrmnas arsenvorans (Battaglia-Brunet etal,,
2005).

This article reports on the Isolation and the character¬
ization of a neriv TKomonas strain able to grow

chemolithoautotrophically on As(lll), the evidence of a
membrane-bound arsénite oxidase, the sequencing of the

arsénite oxidase encoding genes and their regulation.

Results and discussion

Isol^on of an arsenite^xidizing bacteiñim from

the Reigous spring

A sample collected from the Reigous spring (Camoulès,
Gard, France) where soluble arsenic removal byadsort)-
tion was obseived (Castot ei a/., 2O03) was cultured on
9K basal salt medium pH 3 supplemented with As(lll)

200 mgl'^ for i year. Subcultures were perfomied each
month in a fresh medium. Both bacterial growth and the
disappearance of total soluble As and As(lll) and the

appearance of As(V) were obsenred, suggesting the oxi.

dation of As(lll) by the mixed culture as no growth nor
As(lll) oxidation was obsen/ed in abiotic conditions (data

notshoA'n). The bacterial population of this mixed culture,
detennined by 16S rRNA gene sequence analysis, was

mainly composed of bacteria belonging to the Thiomonas

genus [50% related to Thiomonas Bl , B2 and B3 (Bmneel
etd,, 2003) and Yiiysl and Ynys3 (Hallberg and
Johnson, 2003) and 10% related to Thiomonas theimo-

svlfeia] and to ttie Burldnlderia genus (40%). When an
aliquot of tills subculture was spread on the 'mating'
medium (Liu etd., 2001) supplemented with 200mgl~^
As(lll), r>vo bacterial colony ^pes could be distinguished

by ttieir morphologies after 5 days of incubation at 30°C:
one ('3As') was tiny and pink-coloured, and the otherwas
larger and cream ish-white ('2As'). These were Isolated
and identified by 1 6S rFINA gene sequence analysis as

belonging to tiio Bmnionas and Bt^khotderia ^nus
respectively (Fig. Si). The groriwth of Thiomonas 3As
alone on As(lll) medium was much sloiver than in tiie
presence of Burkhaderia 2As suggesting a synti^phy

between tiiese two micnoorganisms. Ont/ 77rómonas3As

was able to oxidize As(l 11) toAs(V) on a synthetic medium
supplemented with yeiast extract (0.05%) and As(lll)
150 mgH (Fig. 1).

Characterization ofThiomonas 3As

Isolate 3As Is a motile Gram-negative rods with a polar

flagellum (Rg. S2A). The phylogenetic analysis of ttie
sequence of Its neariy full-length 163 rRNA gene
(1442 bp) showed that tills bacterium Is very doeely

related to several Thiomonas spedes: 1 00% homology

Fig. 1. Chan(^ In Itie level ot total solubë aisenls, aiEenlë and
areenala duiing giowtn ot THojnanasSAs on IGO mg r' A£(lll)
and yeast ecïact O.OSK, Ttie arlthmetk: plots snow lelat^e
ooncentiBDons ot As (dotted line and Edld diamonds), As(\n) (plain
line and sdld squares) and Ae(V) (dasned Itie and solid triantes).

with Thtomonas clone B3 (Bruneel eiaf., 20O3) and 99%

homology witii clones Bl, B2 (Bruneel etal., 2003), Ynysl
and Yfiys 3 (hiallberg and Johnson, 2003) isolated from
acid mine drainage waters and cloneWrLn43 Isolated from
sulfidic cave stream biofilm (filacalady era/., 2006) but

also with Thiomonas parome^boSs and Thiomonas
tntermerSa, the latter being the Thiomonas reference

slraln (Fig. Si). Therefore, the 3As sti-ain belongs to the

Thiorrronas genus of the ProteobacOria p^ubdrvision.
The DNA G-iC contertt determined is 64.2% and is

In the range of the Thiomonas genus (61-69%, see In
Katsyama etal., 2006). DNA-DNA hybridizations
of Thiomonas 3As against Tm. mtermedia and Tm. per-

ometabolis gave 32.15% and 71 .95% homology, respec¬
tively. Indicating that Thiomonas 3As belongs likely to the
Tm. perometaboSs species. However, ttie Tm. perometa-
to/is type strain growth has been shown to be inhibited by

As(lll) (Battaglia-Bnjnet etal., 2005). Further physiologi¬
cal and chemotaxonomical data are tiierefore required
to detemiine unambiguously whether Thiomonas 3As
belongs to tiie Tm. perometabolis species.

The analysis of cellular tatty acid composition
(Table Si) shoAred the predominance of an unsatijrated
one containing 18 cartion atoms (lâ:l ca7c), and of satu¬

rated ones containing 16, 17 or 19 carbon atoms (16:0,

17:0 cycle and 19:0 cycio ooBc}. Many fat^ acids common
in Proteobacteria are present in Thiomonas 3As: normal

straight chain satijrated and u nsatijrated fatty acids (1 6:0,
16:1, 13:0and18:1)in combination witii cycle 17:0, cycIo

19:0, 2- and 3-tiydraxy fatty acids. This confirms tiie
assignment of Thiomonas 3As to ttie Proteobacteria

group.

Analysis of tiie quinone content shoKS that Thiomonas

3As, like all members of tiie Thbmonas genus, contains
ubiquinone-â as the main quinone (Moreira and Amils,
1997).

Thiomonas 3As is able to grow asrobically in basal salts

mediumwithAs(lll) orttiiosulfateastiie sole electron donor
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(Rg. 2 and data not shvA-n). No growth mbs observed in
ttie absence of electron donor (cbta not shcrA'n). Qettsr
growth was obtained at lowier As(lll) concentration
[compare 150with 780 mg HAs(lll) ki Rg. 2A]. In addition
to chemoilthoautotropNc growth on As(lll) or thiosultele,

77)ràmor?as3As grew also on yeastextiact0.01%or0.059;

(Rg. 2B) or casamino acids 0.125% (data not shown).
Optimal growth was obtained at 30^ In CSM modium pH
6 supplomented with 0.05% yeast extract and 10 mM

thiosulfate. Alto^her these data are In agreement with
As(lll), thiosulfate, yeast extract or casamino acids being
used as energy source. Ttilomonas 3As has therefore a

very versatile metabolism, being able to use organic and

inorganic substrates as energy sources.
Ttiiomonas 3As grew in the absence of or^uiic carbon

source (Rg. 2A). As shcivn by electron microscopy of thin
sections of TTitomonos 3As, each ceH contains at bast one

characteristic polyhedral inchiston body which are dearly

catxnysomes (Fig. S2B). In addition, the cUiS and <±bL
genes encoding the smal and the lar^ subunits of rlbu-

-
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Rg. 2. GrOKth cufves of Tniymones 3As unc^r currerent gro^lti
coTKlIDons; (A) on Ae(III) 160 (closed damoncti) and 780 mg r*
(cloeed squares), yeast extract (YE) 0.0G^« (closed dfcls6) and
yeast extract 0.05% supptementeo v^ioi 160 mg r' A8(HI) (dosed
tilang^; (B) on yeast esctract 0.01% (open dlemondâ), yeast
exirsct 0joe% (closed manges), yeast exïact ojoi% suppi^mented
Kim 1 rrM SKosuirate (closed diamonds), yeasi extrait 0.06%
EuppleiiBntKlwim 10 mfil nosultae (open trlenges).
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Ña claim to original French govworte

Arsénite oxidsíion tiy Thiomonas sp. 3

lose l,5-bisphosphatecart}oxy1asG/Qxygenase (Rubtsco),

which is the central CQrfixIng enzyme (Shitrety etal..
2001), have been detected in Ttmimias 3As by poly¬
merase chain reaction (PCR) with oiigonucieotides
deduced from Tw. htermedia cbl)S and cbtiL genes. The

Tliiomonas 3As ciibLand cbbS nucieotids sequences are

gg% and 100% identical, respectively, to thcee of Tm. in-
tsimedla (data not shown) . We can conclude therefore that

TTitomoms 3As Is indeed autotrophic and fixes CQ: via the

Calvin-Benson-Bassham cycle.
Ttiiomonas 3fis is a moiferate addophile as it has been

isolated from add mine drainage (pH 3) and Is able to
gro'iV betviieen pH 3 and 7.5, except in the presence of
tt^osuifate which is acid labile. In that cose, grorAlh was

obsened between piH 4.9 and 7.5 (Duquesne, 2004).

Arsénite oxidase activity oí Thiomonas 34s

Tltomonas 3As was at>ie to grciV on As(lll) os soie energy
source (Rg. 2) byoxidizlngthls metalloid to As(V) (Fig. l).
Arsénite oxidase activities determined In crude extracts of

ceHs grown in the optima] conditions described above In
the presence or in the absence of As(lll) were 0.147
ond 0.039 iimol As(lli) oxidized mn-' (mg of protein)-'
respectively. Ar^enite oxidase activity v,-as found exdu-
siveiy associated with the membrane fraction [0.125 and
0.024 (imol As(ill) oxidized mrr' (mg of protein)-' in cells
groTdvn in the presence or not of As(lll) respectively], while
no activity was detected in the soluble fraction. The results
show unambiguously that the arsénite oxidase enzyme is
membrane bound in TTiiamortas 3As as observed in

AkxiSgenes faecaSs (Anderson eraf., 1S92) and Menrmi-
«nonas arseniccxydans str. UlPAsI (tM\m et af., 2003),

white it is located in the periplasm in Hyútogenoftta^ sp.
sir. ^^^-14 (vandan Hoven and Santini, 2O04) and in
Rlimbium sp. str. NT-26 (Santini ef ai., 2000). The differ¬
ence In the aisenite oxidase subcellular localization from

one bacterium to the other is presumably due to a wieal<
attachment to the periplasmic siete of the cytoplasmic
membrane or to a proteolytic lability of the hinge region
between the transmembmne segment and the periplas¬

mic domain. According to the protocol follow^ to prepare
the periplasmic fraction, tfiis enzyme can be rQleased.
Indeed, when Thiixnonas 3As cells were brolcen by
Increasing the pressure of the French press, the aisenite
oxidase activity was detected in the soluble fraction (data
not shown). As deduced from the amino acid sequence
analysis of the aisenite oxictise subunits (see below),
only one transmembrane region was ctetected: the hydro¬

phobic segment of the Tat signai sequence from AoxA
subun'iL This region has been shown not to be cleaved
and not to act as a transmembrane anchor heüces in the

Rieske iron-sulfur protein subunit of bacteriaJ tx, and ¿^f

complexes (Van Doren el af., 1G93) and proposed to tie a
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4 K, Duquesne et al.

membrane anchor in arsénite oxidases (Lebnin etal,,

20O3). Our data are in agreement with this proposition.

In Tliiomixtas 3As, arsénite oxidase activity v/as higher
(at least fourfold) in ceHs grorA'n inthe presence than in the
absence ofAs(lll), as reported previously for a number of

arsenite-QxIdizing bacteria (Philips and Taylor, 1976;
Anderson etal, 1992; Weeger eiaf., 1909; Saimossi
etal,, 2002; tM\er etal,, 2003) suggesting that the
arsenlte oocidase-encoding genes are regulated at the

transcriptional level.

Sequendrg of the aisenite coddase-encod-ng genes

Us'mg cte^nerate oHgonucleotide primers based on con¬
served regbns of the ammo acid sequence of the large
subunit of different arsénite oxidases, a fragment of the

expected size (about 1200 bp) was ampiitied from the

genomic DNA of Thiamcmas 3As. This DNA fragment
is Internal to aoxB gene as the deduced amino acid
sequence presents betAeen 68% and 72% ictentity
with the large subunit of th9 aisenite oxidase from

H.aiseni AI. faecaiís and Aempyrum peiríx.
Chromosome walldng on both sides of the aoxB intemal

fragment b) Inverse PCR led to the (^termination of
3689 bp encompassing aoicS ^ne (Rg. S3).

Ttie (teduced amino acidsequence (84 1 amino acids) of
BoxB d^piayed 64.5% Identity (86.9% simiiarlV), 63.3%
Identity (65.9% similarity), 45% Ictentity (72.4% sImiiariV)
and 44.7SÍ identity (73% simSarity) with AootB from

H. aisenlcoxydans ((duller el at. 2003), AI, faecaits (Silver

and Phung, 2005), Rhizablum sp. str. tsrr-26 (Santini and
vanden Hoven, 2004) and Agrobactàrium simefaaens

(Kashyap etal,, 2006) respecthreiy. The [3Fe-4Sl cluster-

binding motif (C-Xz-C-Xi-C-XupS) Is present £is wieN as th e
residues (Hm, Esu, Ro and Hc<) which are predicted to
bind the As(lll) (Ellis etal,, 2001). lulost of the residues

interacting with the molybdenum cofactor ore also con¬

served (EHis eiaf., 2001). Immediately upstream from
B0)3 is the aaxA gene encoding the arsenlte oxidase
smal sutHin'iL The predicted AoxA (1 79 am Ino adds) has
a 33-amino-add predicted Tat signai sequence with the

characteristic SRRIFLX motif (Berks, 1996). The mature

protein displayed 61.6% Identic (B8.4% similarity), 60.3%
kJentity (80% similarity), 44.6?; ictentity (69.2% simiiariV)
and 43.8^^ (69.2r¿ simSanty) with the aisenite oxidase

smaü subunit from H. Bisenicoxydans{tA\i}iBT et ^,,2X0).
AL faeisSs (Silver and Phung, 2005), Rtilzotilum sp. str.
NT-26 (Santini and vanden IHoven, 2004) and Ag, tune-
faixens (Kashyap et al., 2006) respective)/. The residues

coordinating the [2F«-2S| Rteske cluster (C-X-H-Xis-C-
Xi-H) are conserved. As in aii knoA'n orsen'ite oxidases,
this motitre reads C-X-H-M-G, with the methionine residue

never occurring in Rieske protein from tx, complexes

(Lebrun etal,, 2003). The similarities of the arsénite

oxidase subunits from Tttkxntxias 3As were greater with

AoxA and AcocB from p- (H.aiseiand AI. faeca¬

Ss) than a- (,Rtiizobium sp. str. NT-26 and Ag tisnefa-
ciens) Proteobacteria. Ttiis Is In agreement with the 16S
rRNA gene phyiogeny, and not according to the cart)on

source used by the mk:roor^inism (autotrophic^

heterotrophk;) as suggested recently (Rh'me etal., 20O7)
as the only autotrophs are 77)/iamcnas 3Asand Rtiizobium
sp. str. NT-2e, each one betonging to adifferent subgroup

of the Pioteobacieria. DoA'nstream from aoirS, there is a

corboxy-tenninal tmncated open reading fmme (ORF)

with a Sec agnal sequence and with the C-Xs-C-H motif

characteristk: of cytochromes c. The putative mature cyto¬

chrome presents 63% kJentity (78.3tL similarity) to the
cytochrome cst/css subunit SoxD of the sulfite oxidase
from Hy&ogenopl^lis ttiemioluteclus across 46 predicted
amino acids, 56.5% identity (84.8% similarity) to ttie puta¬

tive cytochrome c^tlcssi from LeptospiriSum sp. group II
across 46 predated amino acids, 56.5tl identity (BO.4%
similarity) across 46 infen'ed amino adds to the cyto¬
chrome csi from Pseudomonas aeni^osa and 58.7%

identity (76.9^; SimHarity) across 47 p redided amino adds
to the cytochrome p¡ from Flliodocyckis teniÉs, Interest-

kigly, 1 4 out of 20 residues are Identical and 17 shnHar to
the amino-tennlnal sequence of the Hydiogenopttaga sp.

str. NT-14 cytochrome c that was shown to be the physl-

ologbal partner of the arsenlte oxidase (vanden Hoven
and Santini, 20O4). Of particukir note, tfils putative partial
mature cytochrome shows k>w similarity to the cytocfvome

c encotted by the knoA'n areenite oxkjase opérons: it Is
only 36.7% identical (71 .4% similar) across 49 predicted
amino adds to theAoxD cytochrome cfrom H. arsenicoxy¬

dans (Muller etal,, 2003), 22.9% klentk^ (47.9% similai)

across 48 predicted amkio adds to the Cyt cs from
Ag. tumefaciens (Kashyap et al,, 2006) and 1 9.5% klenti-
col (37.9% similarity) across 87 predicted amino adds to
the CytC cytochrome c from Rtiizobium sp. str. NT-26

(Santini etal,, 2007).

Upstream from aaxA, no obvious ORF, or -1 0 and -35
regions choraderlstic of the Escheridia coli a70 RNA
polymerase were detected.

Bfidence ot Hie aox operon and its regulation

Ttie length of the aoxA-aoxB intergenic region (27 t>p)

indicates that these two genes are ia<ely co-transcribed.

Furthermore, transcriptional regulatkm of aoxAS in the

presence of As(lli) was suggested from the enzymatic
activiV measurements (see atxNe). To test these tvpoth-

esls, the aoxS transcripts were studied by Northem bk>t
hybridizatkHi on total RNAsfrom TTibmonas 3As grorA'n in

the presence and in the absence of As(lll) with antisense
RNAprobes complementary to the aoxS gene. Ii/lore aoxB

transcripts were deteded in the presence than in the

Journal compl(alionÔ2007 8ode^forAppl^Mkrobk>k}gy and BlackweH Publishing Uó, Envíronmenísl Mtcmbityfogy
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kxpcnun I h K%|»«yK O N 

n g . 3, Detecten ot ao«© 1rsn*ciipt H T h o m o n a s 3 As Armant» 
«oxe R N A poces were ItfltUiml *«i total R N A ex*act*d trom 
TMamonas 3A» eels grown »i tr» pretence n-i and in Oie atnencs 
H oí AMID >. The left pana show H e eBUduin bromroe-stamed gel 
* m the R N A molecular welgW marker from InvHrogen. TTie m M d * 
panel is after 1 n exposure ana m e ngn» panel afler overnight <ONi 
exposure The arrows indteale tne larger (8 7 kb> and tne main 
(3.2 >t-i transcripts. 

absence of As> III • in agreement with the transcriptional 
regulation of this gene i.Rg. 3). The largest transcript 
detected was 57O0 nucleotides in length. The aoxB gene 
being 2526 nucleotide long, it belongs therefore to a pory-
cistronic unit. The major band detected is 32O0 nucle
otides, suggesting the processing of the larger transcripts. 

The genetic organization aoxAB. with the small Rieske 
subunit gene upstream from that of the catalytic molyb-
dopterin subunrt is conserved in al the arsenite-oxidizing 
prokaryotes analysed to date, while no obvious conserva
tion was observed in the O R F s flanking these two genes. 
However. in Ac?, vmefaciens (Kashyapefa/.. 2006). as in 
Thlomonas 3As (this paper), the aoxAB genes have been 
shown to be co-transcribed with the downstream gene. 
Interestingly, in these two bacteria, this gene encodes a 
cytochrome c. If indeed, this gene is co-transcribed with 
aaxAB, this cytochrome is likely to be the physiological 
electron partner of the arsenite oxidase in Thiomonas 
3As, the electron pathway being: Así,III) — M o (AoxB) — 
[3Fe-4S] (AoxB) — [2Fe-2S] (AoxA) — H a e m C (cyto
chrome C) -» 02. 

Experimental procedures 

Strains, plasmids and growth condfons 

StrainTQ1 [supEhsdaSthiAtlac-pfoABi F: traDXproABlact> 

¡acZAM1S\o\ £ cob w a s used foi phagemid propagation, end 

JarmaJ oompHaion é> 2007 Society tor Applied Microbiology and 
t+> 'daim to original French government works 
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was grown at 37°C on Luria broth (LBl medium (Ausubel ef ai.. 
1998). The phagemid S K " Blueecrrpt M M purchased from 
Stiatagene. 

The sample corrected from the Reigous spring w a s inocu
lated at 30"C with vigorous shaking on 9K basal salts medium 
[ (NKbSO. . 0.2 gr ' ; K a H P O , : 3 g r'; M g S 0 . 7 H j O : 0.5 g I '; 
CaCX- 2H ; C^ 0.16 g I': adjusted to pH 3 with H J S O , ] sterilized 
by autoc laving supplemented with 200 m g 1 ' NaAsOj . 77»-
omonas 3As was grown at 30°C with vigorous shaking on 
C S M 6 medium adapted from Bettaglia-Br unet and col
leagues i20O2i. It consists of 5 0 : . solution A[KaHPO.: 1 g I'; 
K H , P O . : 1 gl'iNaCt: 1 g I'; <NH. )£0 . : 0.4 g M ; adjusted to 
p H 6 wüh H,SO«J; 50% solution B (CaClY2HjO: 0.2 g t'; 
M g S O . T H j O : 0.2 g t'). 10 nil sodium thiosulfate; 0:06% 
(w.V) yeast extract. Where necessary. 200 m g t ' N a A s O ; 
was added. Solutions A and B . and NaAsOa *ere sterilised by 
autoc laving. Yeast extract and thiosulfate solutions were ster
ilized three times by autoclaving, filtered through a 0.22 urn 
MiNipore membrane, aliquoted and stored at-2Cr°C. The aolid 
medium used for TTii'omonas 3As was the mating medium 
deecrbed in Liu and colleagues 1.2001). 

Cellular growth was followed either by determining optical 
density at 600 n m I O C W J or by direct cell counting in a 
Neubauer chamber. 

Isolator of arsentb-oxidtzing bacteria 

Arsenite-oxidizing bacteria w e r e looked for by subcuKuring a 
sampie from the Reigous spring where soluble arsenic w a s 
disappearing iCasiot et al.. 2 0 0 3 ; Duquesne et ai., 2003 ) in 
modified S>K (pH 3) liquid m e d i u m , in which the only energy 
source available w a s Asilll). Subcultures were repeated each 
month for 1 year. Asi'lll) oxidation to AsiV) w a s monitored 
occasionally using the silver nitrate colorimetic assay (Sim-
eonova «tal. 2004) . After the 1-year period, soluble total 
arsenic, Asi III) and AsiV) concentrations were determined by 
inductively coupled p l a s m a - m a s s spectrometry ( J C P - M B ) 
iGuer m ef aV.. 1097). A n aliquot of this subculture w a s spread 
on the mating solid m e d i u m i Liu eta!, 2001) supplemented 
with As(lll). After growth, the two morphologically distinct 
bacteria were isolated o n the s a m e solid m e d i u m . O n c e 
isolated, each one «vas inoculated on Asilll) 9 K synthetic 
m e d i u m to test their ability to grow on Asilll). W h e n growth 
w a s observed, Asilll) oxidation w a s followed by removing 
akquots at regular intervals during the growth and determin
ing the soluble total arsenic. Asilll) and As(Vi concentration 
by I C P - M S iQuerin eta!, 1997) as previously described 
iDuquesne e( al., 2 0 O 3 ) . T h e experiments were performed in 
triplicate from independent cultures. T h e variation between 
the values obtained in the three independent experiments 
never exceeded 5 V 

Measurement of arsenite oxidase activity 

Bacteria grown to late log p h a s e in C S M - 0 . 0 5 9 » yeast extract 

p H 6, with or without Asilll) 2 0 0 m g l ' , were harvested b y 

cenoifugation at 15 0 0 0 g for 15 m m at 4 " C . w a s h e d once in 

5 0 niM M E S p H 6 and re^suspended in 5 ml g wet cell ' 

50 niM M E S p H 6 supplemented with the 'complete protease 

inhibitor cocktail1 (Roche) . Cells «ere disrupted by a double 

passage through a French press. Unbroken eels were 

removed by centrifugation at 15 000 g for 2 0 m m at 4°C. 

k w e * Publishing L U , Envóonmerlai Ascrofrorboy 
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6 K, Duquesne et al.

Superrotant (crude extracts) W3S centrifuged at 150 000 g
fort h30at4°C.The pellet re-suspendsd InSOmMMESpH
6 constitutes the mernbrane fraction while the eupemalant
represents the solub^ fiaction.

Arsenlte oxidase activity v<as determinad by follOTJing the

transfer of reducing equivalents from As(lll) 200 pM to 60 \iM
2,4-dbhlorophenolindophenol (DCPIP) in 50 mtil filES (pH 6)
with 2 mf^ phenazine methosutfats (Pf^S) sccording to
Andereon and colleagues (1992). The protein concentration
v/aa estimated by the Bradford method (Bb-Rad Protein
Assay) after hydrolysis of the ceils in 0.4 N NaOH at 100°C
for 10 min. Bovine serum abumin wss ussd as the standard.

Detection ofarservte oxidase on native

potyacryianvde gel

Cnide cell extracts, soluble and membrane tractions cone-

sponding to 15 jig of total proteins were tun on native 6%
polyaciylamkle gsl containing 0.1% Triton X-100. The gel
was then equiiibiated in 50 mM til ES pH 6 for 15 min and

stained in the same buffsr supplemented with 0.4 mlil PMS
and 300 mlA DCPIP for 30 min in the daric Addition of 50 ¡iM
sodium arsenlte allowed the detectbn of areenits oxidase

where destaining of the gel was observed.

OAM preparaS'on

G enomic DNA from the subculture wss prepared with the

Nucleo-Spin Tissue kit from Machersy-Nagel. Tiirbmonas
3As gnomic DNAwas prepared according the CTAB proce¬
dure (Ausubel e( at., 1 0OS).
Piasmid DNA was prepared with the Wizard Plus f.lini-

praps DNA purrTication system.

G^hC content, DNA-DNA hybridizatíon, quiñones
and fasy acid analysis

TiiiomonaB 3As biomass WBS produced in a 10 Ifennentor in
CSttI nedium pH 6 supplemented with yeast extract 0.05%
and thbsulfate 10 mfil. Approximately 4 g of wet celb ware
sent to the DSMZ (Deutsche Sammiumg von Mikrooiganis-

men und Zelllkulturen GmbH, BiBunschv^aig, Gemiany) for
G+C content, DNA-DNA hybtidizatbn, quiñones and fatty
acid analyses. Genomb DNAwas purified on hydroxyapatite
(Cashion etaL, 1077). For G-fC content determination,
genomic DNA was enzymatically di^stsd and the resulting

nuc^otides were analysed tiy high-performance liquid chro¬
matography (HPLC) according to tiiesbah end colleagues
(1 089). DNA-DNA hybridization was carried out as deecrbed

by De Ley and colleagues (1970) vjith the modifications given
t^ Huss and colleagues (1S63) using a mocbl Oaiy 100
Bio UV/ViS spectrophotometer equipped with a Peltier-
thennostatted 6x6 multicell changer and atemperature oon-

trollsr v<ith in situ temperatuie probe (Varían). Analyais of
respiratory quiñones were cam'ed out by the Identification
Bendice and Dr Brian Tindall (DSMZ, Braunschvralg,
Germany). Ceilularfatty acid composition was determined by
gas chromatography (Agilent Technologies) on extiacted

microbial fatty acid methyl esters and analysed with the
Sheriock MIS software.

F^rtial 16S rDNA awpl'iñcaíon and sequencing

Polymerase chain reaction ampl'ilication v/as periom^d on
genomic DNA extracted from the subculture with universal

eubacteria 168 rRIMA gene primsrs DI and P2 (Duquesne
etsf., 2003) derived from the f01 and rP2 digonucleotic^
designed for most eubacteria (V^eisburg etal,, 1991). The
amplified DNA was cloned into the EcoRV site of the Blue-
script SK* vector from Stratagene. The insert of about 30

clones has been sequenced.

DNA sequencOig and andysis

Sequences wete determined by automated muitk:apiilary
elactrophoiesB at Genome Express (fileylan, France). The
DNAsequenceswere compiled, analysed and conpared with
the EMBL database sequences with CAPS (Huang and
fifadan, 1999), BLAST (Altschul and Gish, 1996), CUiSTALW
(Combet etal., 20(X}).

PhylogeneSc analysis

Essentially complete sequence of the 16S rBNA gene was
determined for boith Thiomonaa 3As (1442 tp) and Buikhold-
Btia 2A3 (1284 bp). The 16S rRNA gene sequence of Thi¬

omonas 3As was aligned with the corresponding sequences
of the TMimarTas strains whbh gave the highest score

with ELASTtl [Thrdmonas Bl (AJ54921B), TTifomonas B2
(AJ54921 9), TTjfomonas B3 (AJ5492aO), Thiomonas Ynysl
(AF3873012), T/iibmanas Ynys3 (AF387303), T/ifamanas

r.1L2-94 (DQ14ei45), Thiomonas S&e (AB25S086) and
Thiomonas WM43 (DQ415765)], 7/ii6nionas type specBS

[Tm. DTfermedfeATCC1548e(AY455a09), Tm perome/atofe
ATCCaSSTO (AY455808), Tm ffiermosuffeia ATCC51520
(U27839), Tm cuprina DSM549S (U671G2), Tm, arsenr-

vorans b6 (AY9S0676)], Addittùoljat^Hiis typa species
lA. farrooirídans ATCC 23270 (AJ27a71B), A tlvooxidans
ATCC 19377 CY11S96), A caMis DSM 8584 (Z29975)] and,

as tha outgroup, B cod' K-12(K>5133). Ths 16S iflNAgsne
sequence of Btirkholderia 2As v/as aligned with the corre¬

sponding sequences which gave the highest score with
ELASTN [uncultured bacterium clone W1M13.6 (DQ202245.1 ),
BurtdKdderia Dr.1-Ni2 (DQ419959.1), Burldialderia DM-Co2

(00419956.1), Burtcholderia Cdl (DQ419g52.1), two
Bwidyolderia phenazinstim awivB (U96S36.1 andABQ21394,

the last one correspondng to the type strain)], with tkvo Thf-
omonas bacteria [7m. cuprina DSM5495 (U67162) and

Tm. themxisalfatB ATCC51520 (U27839)] and, as en out¬
group, A farrooxidanB ATCC2a270 (AJ27871S). Phyloge-
natb analyses w>ere perfonned with the cuusr/tLX program

(Thompson etal., 1997) with the ntjceotides that were
unambiguous. Bootstrap analysts of 100 data v/as carred out

to detemiine the statistbal confidence of the branching points
in the tree.

Sequencing of cbbL eiid cbbS genes

Oiigonucieotides cbbL-TIF, cfabL-TiR, cbbS-TiS andcbbS-TIR
(Table 82) vrere designed from the cbbL and ctibS gene

sequences from Tm. intermetSa (Accession No. AR)46933)
(Cannon etat, 2003), which is the closest (Privative from

Joumal compilation O 2007 Sode^ forApplM Mbrobblogy end BlacliwEll Publishing Ltd, EnvironmensI Microbiolt/gy
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Ttvormnas 3As from v/tilch CbbL and t^tibS nucfôotlde

sequencea have bean dâtermined. A fragment of the
expected size was ot)taíned by PCR (1422 bp for cbbL

and 330 bp for tiittS), The PCR fragment corresponding to
eM>S haa been completely sequenced wt)i ctfaS-TlF and,
cbbS-TiR. Ths PCR fragment corresponding to tiibL has

been partly ^quenced with cbbL-TlF and ct:bL-TlR. From
the eeqience obtained, two other oHgonuclaotides were
(feagned, cbbL-TI^F and cbbL-TIUIR (Table S2). and used to
complete the ti}bL sequence.

Sequencffg of tire aoxAB genes biy DOP-PCR
and inverse PCR

Four cfegenerate oligonucleotides at>1e to form four pairs of

convergent primers \rare designed on the basa of coneanred
regions ofthe amino acid sequence of the large subunit of the
arsénite oxidass from Al. feecaHs (Silver and Phung, 2005),
H. arsenictixydans (Muiler etaL. 2003) and ^.pernor. In a
£0 |jl reaction, 1 pmol of each ctsgenerate primar, Aoxl {Dag)
and /\oxe(Deg) (lalsle S2), was used and the PCR amplifice-

tlona were carried out with 1 U Tag polymerase (Roche) as
foHoffs: 2.5 min at 04°C, 30 cycles: g4°C for 30 a. 50°C for
30 a and 72°C for 1 mm and finally 4 min at 7?C. The

1200 bp fragment was recovered, purffled using Wizard PCR
Preps (Promega), and cloned into tl» EcoFW sits of the
phagemid Bhjeecript SK* to give the SK-aoxB plasmld. Liga¬
tion products Vb«reusedto transform £ coti strain TGI.White
Ap" clones were selected on LB-Ap-Xgal-IPTG plates. The

insert was anplifed by PCR and aequenced u'rth ttie univer¬
sal prirT»r8 T3 and T7.
Amplification of flanking sequences v/as performed fjy

Inverse PCR as already dsscribsd (Ochman etal. 1990).

Briefly, TTrromonas 3As genomk; ONA v/as digested with
BstYl, Haell, HIncll, Sad and Sacll restriction enzymes
(Blolate). Polymerase chain reaction v/as realized with
the reli^rted DNA as matrix using the dvergent oligo¬

nucleotides deduced from tha sequence detenninad
(Tabla 32),

RIM manpulaSons

Thhrmnas 3As total RNAs extraction and Northem blotting

protocols have been descrbed in Guillanj and colleagues
(1997) and in Afipia-Ayme and coHeagues (1999)
respectively. The [>IG-lal»lled RNA probes hybridizing to
acuS transcripts were obtained from the SK-eoxB plasmld

dascritied in the DOP-PCR section above. Following linear¬
ization of this piasmid witti Hindlll, in vitro transcription
v^fi T7 RNA polymefaise was performed In the presence of
DIG-II-UTP whh the DIG RNA labelling Kit (Roche). Pre-

hybrldizetbn and hybridization with ttie DIG-labelbd probe
were performed under stringerrt conditions according to
the recommandations of Roche. RNA v/as detected by a

chemiluminescent reaction with dlsodium 3-(4-metho xyspiro
{1,2-dloxetane-3,2'-(5'-chloro)tricyclo [3.3.1.1 'I decan-4-

yijptienyl phosphate (CSPD) as recommended by Roche.

Tmnsmssion election immsccpy

CeHa were grown ki 10 ml of CSIM6 medkim for 2 days,
harvested by centrifugatkin end re-auspended m 500 |il of

Arsenlte oxidation by Thiomonas sp. 7

CSM6. Alkfuots (1 0 ^1) were appiiad onto formvar, carbon-
coated fresNy ionized g-Us for 1 mki then stained wfth ^%
uranyf acetate. Samples v/ere viewed on a Zeiss EM 9 trans¬

mission electron mbroscope operating at an accelerating
voltaga of 80 kV.

CeHs wers fixed ki 2.5% gkrtaralcfetiyde ki culture medium
(CSM medkjm pH 6 supplemented with yeast extract O.Olíó
and 1 mill thiosulfate) for 2 h at 4 C. Aftsr bekig washed witti
PBS, theyv/eiepost-rixedin2%0s0.,ki PBS fori h at room
temperature, end then dehydrated ki a graded ethenol series
and embeddad ki Epon 81Z Thin sections (0.06 ^m) on grids
vrara stained witii uranyl acetate and lead crtrate. They were

observed with a Zeiss EM 109 entrón microsccpe operating
atSOkV.

tiiucleoSde sequence accession numbeis

The sequerces of the 16S rRNA, aoxAB. cbbL and t:bbS
genes of TTutunonas 3As have been submitted to the EMBU
GenBank cbtabasss undsr the Accession No. Afi14926B4,

Af.1502288, AM774405 and AI.I77440d, respecti'vEly, the 16S
rflNA gene of Burkhohleria 2As under the Accession No.
AI.1503077.
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Supplementary materials

The foHmvkig supplan»ntary material Is avallaba for ttiis
artbie onikie:

Fig. SI . Phylogenetk: tree cf the '3Asf end '2As' isolates. In

ttie left penel, phyfo^netb cbndrogram based on 16S ifíNft
gene sequences of '3As', Thitimonas and AcáJthrbtedVr/s
species with Eecheritiiia cotf as an outgroup species. The
analysis kickided data from 1350 unainbiguous nucleotide
positions. In the right panel, phylogenetic dendogram based
on 16S rDNA sequences of '2As', Burkhoktetia and TTuomo-

nasspecles witti A, ferrotvddatia as an outgroupspecies. The
analysis kickided data frtun 1284 unambiguous nucleotide
positior^s. Boostrap vakjes are based on 100 runs. The
branch lengths are indcated Type strains are indbated witti

a '. The scale bar repiesents changes per nucleotide.
Fig. S2. Electron mbrogiaph of TImmtmas 3As.
A. Entire ceHs grov/n on CSM n»dium pH 6 supplemented
with yeest extract 0.05% and thbsulfate 1 0 nit>l.
B. Thkl sectbne of TTirófiJonas 3As cells grovm on CStil
medium pH 6 supplemented with yeast extract 0.01% and

1 mM thk>suifate shov/ing a typbal carboxysome.
Fig. S3. Nucleotide sequence of the atixAB region from TTv-
omonas 3As. The rilxisone binding eke Is ki kales. The Tei
elgnsl sequence of AoxA is underilned and the Sec signal

sequsnce of the putatrre cytochrorr» c la doutile uncferüned.
The residues coordinating the [2Fe-25] cluster hi AoxA are
dsncted try a star ('). The two Cys residues involved Hi a

disulfide bridge ki AoxA ale denoted by a plus (+). The resl-

Joumal oompllalion 2007 Socle^ for Applied Micicfaiology and Blackwell Pi¿llshing Lti, EhvùonmerTa/ M¡croblt)logy
fsb daim lo original French govemmEnt wortfs
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10 K, Duquesne et al.

duee cooidkiating the [3Fe-4S] ckjster in AoxB are cbnoted T^le SI. Fatty acid composition of TTiromonas SAs.

by a cbflar ($). The residues binding the molybdenum cofac- Table 82. Oligonu:leotides used in this study
tor In AoxB are ki bold faces. Those predicted to bkid the

As(lli) are indicated with an exclamation marte (I). The hasm This materia] Is available as part of the online artbie from
C bindkig ats b kidlcated by the symbol §. http:/Avwwj3lackweH-synergy.com
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