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INTRODUCTTION

La fermentation méthanique est un processus anaérobie de
minéralisation des matiéres organiques présent dans différents
environnements naturels (rumen, sédiments, sources chaudes ...) ou
controlés comme les digesteurs. La production d'énergie qui en
résulte intéresse de nombreux industriels plus précisément depuis la
premiére crise énergétique. Néanmoins, il faut constater que les
filiéres biologiques sont encore loin d'atteindre les potentiels estimés
pour la valorisation des biomasses humides (VERRIER et col., 1982),
des obstacles d'ordre technologique, scientifique et surtout
économique devant &tre surmontés. ‘

Cette conversion est réalisée par un ensemble complexe de
micro-organismes. Des conditions d'environnement bien précises
(potentiel rédox, pH, etc) sont indispensables pour le fonctionnement
optimal de ces associations (DUBOURGUIER et col., 1982). La
méthanogenése est décomposée généralement en trois étapes (Fig. 1).
L'étape d'hydrolyse et de fermentation permet de dégrader les
matiéres organiques complexes en un mélange d'acides (acétate,
lactate, propionate, butyrate ...), de composés neutres (éthanol), de
produits gazeux (HZ/C02) et d'ammoniaque. Les bactéries
responsables de cette étape sont variées, toutes anaérobies strictes

ou facultatives. L'étape d'acétogenése transforme les produits
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Figure N° 1 : Les trois étapes de la fermentation méthanigue




intermédiaires en acétate et hydrogéne grdce a l'action des bactéries
acétogénes productrices obligées d'hydrogéne. Ces derniéres
nécessitent une association syntrophique avec les méthanogénes
utilisatrices d'hydrogéne (transfert inter-espéce d'hydrogéne). La
méthanogenése au sens strict s'effectue a partir de 1l'acétate et du
mélange gazeux HZ/COZ' L'importance de ces différentes voies varie
selon 1'écosystéme méthanogéne considéré. Dans les digesteurs il est
généralement admis que 70% de 1l'acétate est décarboxylé en méthane.
Dans le rumen, l'acétate et les acides gras volatils sont absorbés
par le flux sanguin et le méthane est produit uniquement a partir
du gaz carbonique et de l'hydrogene. Dans les écosystémes
thermophiles, le méthane est produit par réduction du gaz
carbonique, l'hydrogéne étant généralement d'origine biologique ou
géothermique.

Les bactéries méthanogénes sont toutes anaérobies strictes ;
trés diverses, elles présentent cependant des caractéristiques
morphologiques et métaboliques spécifiques.

Toutes mes recherches a 1'I.N.R.A. (Station de Technologie
Alimentaire - VILLENEUVE D'ASCQ) ont été consacrées a l'étude de
ces micro-organismes :

- une premiére phase centrée sur l'approfondissement de mes
connaissances concernant les coenzymes spécifiques de ces bactéries
suivi de la mise au point d'une technique de séparation en C.L.H.P.
applicable & la détermination de leur teneur dans les différentes
espéces méthanogénes (dans le cadre d= mon D.E.A.)

- une seconde’ phase orientée sur 1l'analyse des profils
protéiques, et l'application des techniques immunologiques
indispensables a la précision taxonomique de certaines souches. Cette
étude m'a permis de mettre en évidence et de caractériser une

protéine antigénique commune au genre Methanosarcina.




LES ARCHAEBACTERTIES

L'un des intéréts majeurs des biologistes fut de tout temps de
reconstituer les premiers éléments évolutifs de la vie ; la cellule,
riche des témoignages de son passé, fut un outil trés apprécié.
L'étude des séquences d'acides aminés constituant les protéines et
plus récemment celles des bases des acides nucléiques (ARN, ADN)
permit des progrés considérables dans ce domaine.

L'analyse comparative de la séquence du cytochrome C
appliquée a la phylogénie des eucaryotes s'est avérée d'un intérét
limité chez les bactéries (FITCH et col., 1976). Par contre, la
détermination du catalogue des oligonucléotides libérés & partir des
ARN ribosomaux apporta une approche moléculaire étendue au domaine
bactérien et eucaryote. Cette approche a fourni trois informations sur
1'évolution : elle révéle les liens généalogiques, mesure la durée de
1'évolution, témoigne de caractéristiques ancestrales et a permis de
définir une ''troisiéme forme fondamentale de vie", le royaume des
Archaebactéries (WOESE et FOX, 1977). En effet, ces organismes trés
particuliers s'apparentent aux Procaryotes dans la mesure ou ils ne
possédent pas de noyau et ol ils ressemblent aux bactéries
classiques. Mais la biochimie et la structure de certaines de leurs
molécules sont telles que ces organismes présentent des analogies a
la fois avec les Procaryotes et les Eucaryotes.

FOX et col. proposérent dés 1980 un schéma général de
phylogénie basé sur la comparaison de la séquence d'oligonucléotides
de 1'ARN ribosomal 165 (Fig. 2). La détermination compléte et la
fréquence des génes de 1'ARN ribosomal 165 ont été récemment
déterminées chez 10 espéces représentatives des Archaebactéries dont
trois méthanogénes Methanococcus vannielii (JARSCH et BsCK 1985),
Methanobacterium formicicum (LECHNER et col., 1985),
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FIGURE n® 3 : DEMDOGRAMME proposé par TU et COL 1982

Methanococcus vannielii

ethanobacterium formicicum

Thermaplasma acidophilum
Methanospirillum hungatei
“Halococcus morrhuae

Tagob%cteriu- iutirubrun
Halobacterium volcanii

Thermococcus celer
Pyrodictium occultum
Desulfurococcus mobilis

Sulfolobus solfataricus
Thermoproteus tenax

“IGURE n® & : ARBRE PHYLOGENETIQUE DES ARCHAEBACTERIES proposé par WOESE et OLSEN 1986

AR percent homolugy
1168 pusicions
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10
1 Me, vannielis - 83.0 775 775 762 832 771 789 797 793
1 M. formicicum 193 - %0.7 79.1 76.8 83.1 765 777 301 80.0
3 Ms. hungates 268 223 - 80.7 74.0 785 739 744 757 758
4 H. volcanii 268 245 23 - 75.3 779 726 738 745 757
5 Tp. acidophilim 28.6 2783 320 299 -~ 78.7 73.7 733 738 751
8 Tec.caler 19.0 19,1 253 282 5.1 - 79.8 830 833 84.8
7 5.S5olfataricus 274 285 321 341 324 235 - §5.3 388 847
8 T.tenax 276 264 313 322 3 192 164 - 873 89.6
9 D. mobilis 23.7 232 294 312 322 180 121 139 - 93.3
10 P.occuitum 242 233 293 294 303 170 12.2 1.2 70 -

MATRICE DES HOMOLOGIES OES DIFFERENTES ESPECES ARCHAEBACTERIENNES



Methanospirillum hungatei (YANG et col., 1985). Elle confirme

1'hypothése initiale que toutes les Archaebactéries semblent dérivées
d'un ancétre commun, le progénote (WOESE et OLSEN, 1986).

Les acquis de plus en plus étendus sur ces micro-organismes
soulignent leur trés grande diversité et 1'impossibilité de regrouper
les Archaebactéries en une unité cohérente. Les similitudes étroites
avec les deux autres régnes conduisent & penser que les
Archaebactéries ne constituent pas une troisiéme forme de vie mais
représentent un stade intermédiaire succédant directement a 1'anc8tre
universel. C.R. WOESE et R.S. WOLFE en 1985 proposent le terme de

"Urkingdom'" pour définir ce groupe primaire d'organisme.

I.— CARACTERISTIQUES GENERALES DES ARCHAEBACTERIES

Suite aux travaux de FOX et col. (1980), les Archaebactéries
regroupent trois classes de micro-organismes : les méthanogenes, les
bactéries halophiles aérobies et les thermo-acidophiles. L'étude
structurale des sous-unités de 1'ARN polymérase (ZILLIG et col.,
1982), des hybridations croisées ADN et ARNr 16S (TU et col., 1982)
et la comparaison des séquences d'ARN ribosomal (YANG et col.,
1985 ; WOESE et col., 1986) ont montré des relations taxonomiques
plus étroites entre les méthanogénes, les halophiles et les deux

thermo~acidophiles : Thermoplasma et Thermococcus. Ce groupe

hétérogéne s'oppose a l'homogénéité des Archaebactéries thermophiles

dépendantes des sulfures Sulfolobus, Thermoproteus, Pyrodictium et

Desulforococcus (Fig. 3 & 4).

En complément des différences génotypiques, les Archaebactéries
s'identifient par des caractéristiques phénotypiques : la composition
de la paroi, la structure des lipides pariétaux et l'absence de
ribothymidine dans la boucle T Y CG de 1'ARN de transfert (FOX et
col., 1977 ; BEST, 1978).
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TABLEAU n® I

REPARTITION DE QUELQUES CARACTERISTIQUES CHEZ LES ARCHAEBACTERIES , LES EUBACTERIES , LES EUCARYOTES
d'aprés WOESE et OLSEN , 1986 .

Feature Archaebacteris Eubacteria Eucaryotes
Methano- Methano- Methano- extreme 7. acid- Sulfolobales &
coccales bacteriales wicrobiales halophiles ophilus Thermoproteales
16S rANA sequences
(schematic repre-
sentation of ]
tree branching ]
with arbitrary I
root position) [N
number of modified
mucleotides in 165 rANA OO 1 45 4 -8 283 -8 >%
S5 rANA group 1 I 11a, 11b ITa 11b bl 1 b
initiator tANA
positions 23, 46 v ? ? U A U A C.6 C.6 C.6
elongator LANA T. U, F {rare),
position 54 (¢} niF F nif F.miF F F T U Tnirare)
elongator tANA
position 56 () Ce Cm Cn Cn Cn Cm c C
I or niI at elongator
tANA position 57 (¢} * * i * +
dihydrouracil
in tRNA - * - N + +
tRANA gene introns found - ? ? + ? + - +
cell envelope;
X (glycol protein
_ protein protein glycoprotein glycoprotein protein
S-layer or sheath subunits subunits subunits o subunits none subunits subunits none
fibrills
sylfated various poly-
. - pseudo- methano- _
_saccult.s polyser none aurein chondroitin () heteropoly( \ none nene murein saccharides,
- . saccharide 1€ . none
major membrane lipid phytanyl, phytanyl. phytanyl, nytanyl phytanyl, phytanyl, fatty | fatty
chain type biphytanyl biphytanyl biphytanyl phytany biphytanyl biphytanyl acid acid
major mombrane lipid
to glyceral linkage ether ether ether ather ether ethar ester ester
glycerol lipid
C-2 configuaration L L L L L L R R
small subunit lobes + t ] - + + - +*
small subunit gap . L {H -
& platform split only some® + + + ? + - +
large subunit lobe 258 +(f) t t -lg + + - +
large subunit bulge 30-50% +(f) s t - +# +H - +

poly-A reported -




HOMOLOGY X

FIGURE n® 6 : SIMULATION EXPERIMENTALE DE LA METHODE Sab

Eubacteria Eocytes

g\@ o/ 6

YL IEANG;
wl

Archasbacteria : Eukaryotes

FIGURE n® 7 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES SOUS-UNITEES RIBOSONALES proposée par LAKE et col , 1984



I1.- ALTERNATIVES A LA NOTION DES ARCHAEBACTERIES

En 1977, les Archaebactéries étaient présentées comme un groupe
d'organismes hétérogénes par leurs propriétés physiologiques et
écologiques mais distinct des Eubactéries et Eucaryotes par leur
distance phylogénétique. Ce concept de base est aujourd'hui treés
controversé (Tableau I, Fig. 5). Il était parfaitement reconnu que
ces premiers résultats devaient &tre complétés, pour une comparaison
plus significative par une analyse totale des séquences et des études
de structure secondaire des éléments.

En 1982, HORI et col. discutaient la validité de la méthode SAB
utilisée par WOESE et col. et démontraient l'absence de
proportionnalité entre cet indice et 1'homologie calculée sur la base
du taux de substitution d'une séquence d'ARN 16S connue (Fig. 6).
Le terme de Métabactérie était proposé par ces auteurs en
remplacement d'Archaebactérie.

L'étude morphologique et structurale des ribosomes a permis &
LAKE et son équipe (1982, 1984, 1985) de proposer des résultats
restreignant la notion d'Archaebactéries aux seules méthanogénes.
Sur la base d'une unité structurale commune, et la présence de
caractéres morphologiques spécifiques sur les petites et grandes
sous-unités ribosomales, ils différenciaient quatre regroupements
principaux correspondant aux Eubactéries, Eucaryotes,
Archaebactéries et Eocytes. Ce nouveau royaume, les Eocytes,
regroupe les organismes dépendants des sulfures (Fig. 7).
Ultérieurement, l'aptitude & la photosynthése partagée & la fois par
les bactéries halophiles et les Eubactéries était a4 la base d'un
regroupement de tous les micro-organismes photosynthétiques dans le
royaume des photocytes (LAKE et col., 1985). Ceux-ci descendraient
en ligne directe d'une cellule primitive possédant les molécules
nécessaires, les caroténoides en particulier. Mais WOESE et OLSEN en
1986 s'opposent vivement aux arguments de LAKE et de ses
collaborateurs et contestent la valeur phylogénétique des résultats
exposés. Actuellement, 1'étendue de la notion d'Archaebactéries a
d'autres classes que les méthanogénes reste une question ouverte

faisant 1'objet de débats passionnés entre spécialistes.
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FIGURE n® 9 : MODELE SIMPLIFIE DES RELATIONS PHYLOGENETIQUES et SENSIBILITE A DIFFERENTS ANTIBIOTIGUES



La détermination compléte des génes codant pour la synthése
des ARN stables : ARNt, ARNr 16S a apporté des conclusions
intéressantes renforgant l1'idée que toutes les Archaebactéries définies
selon WOESE dérivent d'un anc@tre commun (B8CK et col., 1986). Ces
résultats confirment que les Archaebactéries forment un groupe
phylogénétique cohérent excluant toutes dérivations de 1l'une des
branches des Archaebactéries vers 1'un des deux autres reégnes.
Cependant, quelque soit la séquence des génes étudiée, les
Archaébactéries présentent une homologie plus grande avec les
Eubactéries qu'avec les Eucaryotes. La figure 8 proposée par BsCK
montre les lignes d'évolution entre les trois régnes et souligne les
relations plus étroites entre les bactéries halophiles et méthanogénes.
Le mode d'action des antibiotiques sur les ribosomes (B5CK et col.,
1986 ; LONDEI et col., 1986) confirme 1l'originalité des
Archaebactéries. Leurs ribosomes présentent une hétérogénéité de
sensibilité aux antibiotiques (Fig. 9) et sont tous résistants aux
inhibiteurs classiques de la synthése protéique chez les Procaryotes
(streptomycine, érythromycine). Par contre, la synthése
polypeptidique est inhibée chez les méthanogénes et les halophiles
par plusieurs composés qui sont également sensibles vis & vis des

ribosomes eucaryotiques (anisomycine).

111.- LES METHANOGENES

Ces bactéries anaérobies strictes présentent en plus des
caractéres spécifiques des Archaebactéries une hétérogénéité
morphologique, structurale et trophique (BALCH, 1979 ; DUBACH,
1985).

Toutes les formes morphologiques trouvées chez les Eubactéries
(cocci, bdtonnets, filaments, sarcines ...) ont été mises en évidence
chez les méthanogénes mais, contrairement aux Eubactéries, elles ne
se développent que sur un norbre limité de substrats : 1'hydrogeéne,
le gaz carbonique, le formate, le méthanol, 1l'acétate et les

méthylamines.



Onjer Family Cienus Spevies
Asposrulikes Micrococcaceae Methunoeocous A coccus maze
M coccus ramueli
Methunosarcie M sarcing methamea
M sarcwma harkeri
M sarcina vacuniata
Methemogenium AM genium cariaci
M genium marisnigri
Ristelfacene Methunohac terium M bacterium snehngenii
M bucterium formicicum
Methanopoicticun M potericim muohilis
Racteriaceae Zeikusella Zeikusella rummnantium
ZetkuseHla thermoattotrophicum
Zeikusella ruminantinm
Spiritlaceae Methanospiriifum M spirillum hungatii
Sporulales Clostridiacene Clostrudivm Clastridium propionicum
Plectridiacese Plectridiiem Plectridiun onetiansk vi
Plectridinm subexviduns
Mothannhacilles M dacittus Ruzneceoer
Terminosporaceae Termumosporus Thermmosporus thermoeelludolvicus
FIGURE n° 10 : CLASSIFICATION DES BACTERIES METHANOGENES proposée par PREVOT , 1980
ORDRE FAMILLE GENRE ESPECE SOUCHE
— M. formicicum e M
— Methanobacterium — M. bryantl————-———-———{:
MoHG
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D H 1
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L M. voltae ——er— PS
Methanomicrobium M. mobile —————-18P
—M. cariaci ————————JR1
Methanomicrobiaceae Methanogenium
—M. marisnigri ————— JRI1
: Methanospirillum eme——— M. hungatei ———moee— JF1
—METHANOMICROBIALES
MS
Methanosarcinaceag———— Methanosarcina —————»N. barkeri-————————-———EiZZ?
W
[} J L 3 [ o t 3 ! -
0.22 0.28 0.34 0.36 0.46 0.51 0.55 0.65 0.84 10

Figure n® 11 : Classification des bactéries aéthanogénes par BALCH, 1979
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La synthese de CH4 nécessite la présence de co-enzymes
spécifiques intervenant comme transporteurs d'électrons ou de
regroupements monocarbonés.

Sur la base des critéres taxonomiques classiques : morphologie,
sporulation, substrat, gram, mobilité, PREVOT en 1980 a proposé une
classification des bactéries méthanogénes (Fig. 10). Il pense que la
fonction méthanogéne est répartie de fagon diverse dans tout l'arbre
bactérien comme le sont les autres grandes fonctions : cellulolyse,
pectinolyse, ligninolyse, chitinolyse, sulfatoréduction. Soulignant
1'hétérogénéité de ces bactéries, il s'oppose & 1'hypothése émise par
WOLFE que ce groupe constitue un rameau archétype des bactéries.
Le schéma proposé par PREVOT présente deux ordres, Asporulales et
Sporulales, en contradiction avec le fait qu'aucune spore n'a été
mise en évidence quelque soit les conditions de culture et 1l'espece
étudiée. Cette classification n'est donc citée que pour mémoire.

La classification de BALCH et col. (1979) reste & la base de la
taxonomie des méthanogénes, elle étudie plus précisément 18 souches
connues en 1979 (Fig. 11) & partir des résultats de séquengage de
1'"ARNr 16S et différencie trois ordres principaux

- Les Méthanobactériales (ordre 1) qui incluaient une seule

famille les Methanobacteriaceae et deux genres Methanobacterium et

Methanobrevibacter.

- Les Méthanococcales (ordre 1I) qui ne comprenaient qu'une

seule famille Methanococcaceae et un seul genre Methanococcus.

—~ Les Méthanomicrobiales (ordre IIl) qui incluaient les genres

Methanomicrobium, Methanogenium, Methanospirillum dans la famille

des Methanomicrobiaceae et le genre Methanosarcina pour la famille

Methanosarcinaceae.

Nombreux sont encore les critiques ou points obscurs en cours
de vérification. Nous devons a ZEIKUS 1983 une synthése objective
des divers problémes et questions non résolus. Il émet des réserves
sur la différenciation précise souche-espéce car 1'ARNr 16S n'est codé
que par une fraction de 1'ADN total et souligne quelques
considérations pratiques sur la méthodologie utilisée : un matériel
cellulaire important, l'emploi de radio-éléments et une technique

lourde a mettre en oeuvre non négligeable pour son application en



routine dans les laboratoires. Nous verrons dans les chapitres
suivants, les apports possibles d'autres techniques telles
qu'immunologie, profil protéique ...

Sur la base des substrats métabolisés, on distingue deux
classes majeures chez les méthanogénes : les hydrogénophiles qui se
développent sur H2/CO2 et pour certaines utilisent le formate, et les
acétoclastes qui se multiplient sur acétate et parfois sur méthanol et
les méthylamines. Cependant, quelques exceptions sont connues a ce

jour : les Methanosarcina barkeri qui sont les seules méthanogénes

capables d'utiliser l'acétate ou le mélange gazeux HZ/COZ'

Methanosphaera siadtmanae, Methanococcus halophilus,

Methanococcoides methylutens, Methanolobus tindarius qui

n'appartiennent a aucune de ces classes car elles ne synthétisent le
méthane qu'a partir du méthanol et(ou) des méthylamines.

Cette "classification' métabolique est commodément utilisée en
technologie de la fermentation méthanique ou dans les études sur les
populations mixtes. Par contre, elle n'a aucune validité en

taxonomie.
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LES BASES ACTUELLES DE LA TAXONOMIE DES METHANOGENES

I.- TAXONOMIE DES METHANOGENES

Le tableau Il résume 1'ensemble des souches caractérisées & ce

jour.
I.1.~ Ordre 1 - Les Méthanobactériales

La présence d'une pseudomuréine et l'abondance d'éthers
d'isopranyl glycérol C20-C40 caractérisent toutes les souches de cet

ordre. Deux familles ont été différencides : les Methanobacteriaceae

et les Methanothermaceae.

I.1.1.- Famille : Les Methanobacteriaceae

Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanosphaera sont les

trois genres classés parmi les Methanobacteriaceae.

- le genre Methanobacterium Mb regroupe des bacilles allongés,

non mobiles, leur G+C oscille entre 33 et 50% a l'exception de Mb
wolfei 61%. On y distingue essentiellement des espéces thermophiles

Mb thermoautotrophicum, Mb thermoformicicum, Mb wolfei, Mb

thermoaggregans, Mb thermoalcaliphilum. Celles-ci partagent avec les

espéces Mb bryantii, Mb formicicum, Mc uliginosum une croissance
unique sur hydrogéne deux exceptions cependant, les espéces : Mb

thermoformicicum et Mb formicicum capables de se développer et de

produire du méthane également en présence de formate.
Dans tous les cas, le pH de croissance varie entre 6,0 et 10,0

mais l'optimum avoisine la neutralité.
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‘Toutes ces espéces sont résistantes aux antibiotiques inhibant
la synthése du peptidoglycanne (pénicilline, ampicilline,
vancomycine).

- le genre Methanobrevibacter ne comprend que des souches

mésophiles. Aucune espece supplémentaire n'a été identifiée depuis la

mise au point de BALCH en 1979. Mbv ruminantium, Mbv smithii

utilisent comme substrat de croissance l'hydrogéne et le formate

[y

contrairement a Mbv arboriphilicus qui ne métabolise que

1'hydrogéne. Morphologiquement semblables, Mbv ruminantium et Mbv

smithii se différencient par une exigence particuliére de Mbv

ruminantium M1 pour le co-enzyme M (TAYLOR et col., 1974).

-~ le genre Methanosphaera a été proposé sur la base des

résultats : d'analyses de paroi, du séquencage de 1'ARNr 16S et
d'une étude sérologique. Ce nouveau genre est composé d'une seule

espéce Methanosphaera stadtmanae souche MCB3 qui présente une

forme sphérique et posseéde des propriétés trophiques tout & fait
particuliéres. Elle n'utilise pas le mélange gazeux H2/C02 et sa
croissance n'est possible que sur méthanol en présence d'hydrogéne

dans la phase gazeuse.

I1.1.2.- Famille : les Methanothermaceae

Cette famille est la seconde de l'ordre des Methanobactériales,
elle a été décrite en 1981 par SETTER et col. L'analyse
immunologique, l'hybridation ADN-ARN (TU et col., 1982), la
composition de 1'ARNr 16S ont été les critéres distinctifs de
classification. Un seul représentant de cette famille est actuellement

connu : Methanothermus fervidus V24S. 11 s'agit d'un bacille, Grams+,

extrémement thermophile (température optimale : 83°C) et qui
n'utilise que le mélange HZ/COZ' Par ailleurs, sa paroi est de type

pseudomuréique.
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1.2.- Ordre 11 - Les Méthanococcales

L'ordre des Méthanococcales contient une seule famille les

Methanococcaceae et un seul genre Methanococcus. Leur paroi est de

nature protéique. Toutes les souches testées se caractérisent par une
teneur élevée d'éthers d'isopranyl glycérol en C20 et 1l'absence
d'éthers en C40. Ce sont des coques irréguliers dont le G+C% varie
de 30% & 40% et qui utilise principalement l'hydrogéne et le formate
pour leur croissance. Les exceptions sont Mc jannaschii, Mc
maripaludis qui ne métabolisent pas le formate, et Mc halophilus, Mc

frisius qui utilisent les substrats typiques des Methanosarcina : les

méthylamines et le méthanol. D'une maniére générale, elles présentent
des exigences en NaCl et selenium. Cette particularité est a relier
avec la lyse trées aisée des cellules en milieu de faible force
ionique. L'accumulation de réserves de glycogéne a été rapportée
(K6NIG et col., 1985). On distingue 8 espéces entiérement décrites
(Tableau 11) auxquelles on peut rattacher 22 nouveaux isolats
partiellement caractérisés (WHITMAN et col., 1986). Deux d'entre elles
sont thermophiles Mc jannaschii, Mc thermolithotrophicus et six

mésophiles Mc deltae, Mc maripaludis, Mc vannielii, Mc voltae, Mc

halophilus, Mc frisius. L'espéce Mc aeolicus dont le G+C et 1l'optimum
de température ne sont pas connus, est utilisée pour la production
de 3 endonucléases de restriction Mac I, II, IIT (SCHMID et col.,
1984).

1.3.- Ordre 111 - Les Méthanomicrobiales

En complément des deux familles proposées par BALCH et col.
(1979) une troisiéme famille a été décrite suite & des expériences
d'hybridation ADN-ARN (TU et col., 1982) mais ces résultats sont

actuellement trés discutés.
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1.3.1.- Famille : les Methanomicrobiaceae

Cette famille se caractérise par une trés grande diversité
morphologique : bdtonnets, spirilles, cocci et une grande homogénéité
dans les substrats de croissance H2/C02 et formate. Toutes les
souches étudiées présentent une paroi de nature protéique et

contiennent des éthers d'isopranyl glycérol en C20 et C40.

- le genre Methanomicrobium est représenté par deux espeéces

mésophiles : Mm mobile et Mm paynteri. Ces bactéries se présentent
sous forme de bdtonnets et ont des exigences de croissance strictes
(TANNER et col., 1982).

- le genre Methanogenium a été depuis 1979 complété par 6

espéces. Les deux especes thermophiles Mg frittonii, Mg

thermophilicum se distinguent entre elles par les teneurs en guanine

et cytosine de leur ADN respectivement 49 et 59% et par des exigences
nutritionnelles différentes. ZABEL et col. en 1985 proposent, sur la
base des critéres morphologiques et de croissance, l'appartenance a

1'espéce thermophilicum de la souche isolée par FERGUSON et MAH

(1983), malgré des relations antigéniques étroites avec Mm mobile.

Les espéces mésophiles Mg olentangyi, Mg tatii, Mg agregans,
Mg bourgense se différencient respectivement par l'incapacité
d'utiliser le formate, une flagellation péritriche, 1'aptitude a la
formation d'agrégats, une exigence en NaCl trés élevée et des
propriétés. sérologiques distinctives quelque soit 1'espéce.

Enfin, les deux especes psychrophiles Mg cariaci, Mg
marisnigri possedent une flagellation péritriche et se caractérisent

par des exigences nutritionnelles différentes et leur G+C%.

- Le genre Methanospirillum n'est constitué que d'une seule

espece Methanospirillum hungatei. Les souches isolées a ce jour JF1,

GP1 se présentent sous forme de b&tonnets incurvés s'associant
parfois en filaments. Peu de critéres les différencient, GPl a sa

croissance stimulé en présence d'acétate. SPROTT et ses
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collaborateurs ont étudié la composition et l'ultra-structure des
enveloppes cellulaires et obtenu des sphéroplastes aprés traitement
au dithiothréitol (SPROTT et col., 1979).

1.3.2.- Famille : les Methanoplanaceae

Cette famille ne comporte qu'un seul genre et deux especes

Methanoplanus limicola et Methanoplanus endosymbiosus. Elles

présentent une morphologie caractéristique, inédite chez les bactéries
synthétisant du méthane, sous la forme d'un disque plat avec de
longs flagelles en position lophotriche (Mp limicola). La membrane
cytoplasmique n'est entourée que d'une couche protéique. Cette
famille a été créée sur la base des résultats d'hybridation ADN-ARN
(TU et col., 1982), les hybrides ADN (M3)-ARN de Methanogenium ou

de Methanosarcina présentent une stabilité comparable et trés faible.

Néanmoins, l'analyse du séquengage de 1'ARN 16S de M3 présente une

homologie importante avec les especes du genre Methanogenium et

renforce des caractéristiques nutritionnelles sensiblement identiques.
L'identification d'une troisiéme famille chez les Méthanomicrobiales
est tres controversée et ne fait pas l'unanimité des spécialistes
(WHITMAN, 1985).

1.3.3.~ Famille : les Methanosarcinaceae

Incapables de croitre en présence de formate, toutes les
souches se caractérisent par une croissance sur acétate. Une seule
espéce Ms barkeri utilise aussi le mélange HZ/COZ’

- le genre Methanosarcina se caractérise par une morphologie

sous forme d'agrégats irréguliers caractéristiques. Chez

Methanosarcina mazei, un stade sous forme de cocci a été mis en

évidence au cours du cycle de croissance (ROBINSON, 1986).

. Methanosarcina barkeri, parmi les souches de cette

espece, la souche de référence MS (DSM 800) a fait 1'objet d'études
structurales et métaboliques approfondies, la protéine Hmb liée an
DNA a été caractérisée (CHARTIER et col., 1985). Leurs exigences
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nutritionnelles varient en fonction de la souche. Les structures
lipidiques membranaires sont des éthers en C20 de l'isopranyl
glycérol.

. Methanosarcina mazei avait été initialement classé dans

le genre Methanococcus. Des travaux ultérieurs sur le séquencage de

1'ARNr 16S ont conduit & sa position taxonomique actuelle (MAH et
col., 1984).

. Methanosarcina acetivorans se distingue des autres

Methanosarcina par des exigences en magnésium et chlorure de

sodium. Sa paroi est trés facilement altérée par les détergents (SDS)
et présente une structure typique des micro-organismes a Gram-.

. Methanosarcina vacuolata est caractérisé par le G+C% le

plus élevé des souches de Methanosarcina mais également par une

morphologie typique avec des vacuoles de gaz inclus dans le
cytoplasme.

. Methanosarcina thermophila est le nom d'espéce proposé
en 1985 par ZINDER et col. pour la souche TM1 (ZINDER et MAH,
1979). Elle posséde un pourcentage d'homologie ADN-ADN de 90% et

ARN-ARN de 85% avec les autres souches du genre Methanosarcina.

Deux autres souches thermophiles trés voisines ont été isolées et
particuliérement caractérisées CHTI 55 (TOUZEL et col., 1985) et MP
(OLLIVIER et col., 1984).

- le genre Methanothrix a été rattaché a la famille des
Methanosarcinaceae (STACKEBRANDT et col., 1982) bien que

morphologiquement trés différent du genre Methanosarcina. Les

espéces se présentent sous forme de bacilles allongés associés en
filaments qui se regroupent pour former des amas spécifiques. Elles
utilisent 1l'acétate comme substrat unique de la méthanogenése.

L'espéce de référence est Methanothrix soehngenii "Opfikon'".

. Methanothrix concilii se différencie de Methanothrix

soehngenii principalement par la teneur en guanine plus cytosine de
son ADN, qui est supérieure de 10%. Cette différence est & notre avis

insuffisante pour justifier la création d'une nouvelle espéce.



TABLEAU II1

Structure des enveloppes cellulaires chez les bactéries méthanogdnes

1 l | | l
FAMILLE | GENRE | SACCULE | ENVELOPPE | NATURE DU POLYMERE |
| | RIGIDE | PROTEIQUE | |
I l I I {
I | | | I
Methanobacteriaceae | Methanobacterium | I - | pseudomuréine l
| Methanobrevibacter | | - | pseudomuréine |
| Methanosphaera | I - | pseudomuréine I
| l l I |
| | l | |
Methanothermaceae | Methanothermus | + | - | pseudomuréine & sous-unités protéiques |
| | | | |
l l | | |
Methanococcaceae | Methanococcus l - l + | sous-unités protéiques |
I | | | |
| ! | | I
Methanomicrobiaceae | Methanomicrobium | - | | sous-unités protéiques |
| Hethanogenium | - | | sous-unités protéiques (Mg cariaci) & sous-|
| | l | unités glycoprotéiques (Mg marisnigei) |
[ Methanospirillum | - | + [ glycoprotéines fibrillaires |
| I | I |
| | | | I
Methanosarcinaceae | Methanosarcina [ + | - I polysaccharide |
| Methanococcoides | - | + | sous-unités protéiques |
| Methanolobus | - | + | sous-unités glycoprotéiques |
| Methanothrix ’ - | | glycoprotéines fibrillaires |
| | I | I
! | | I I
Methanoplanaceae I Methanoplanus | - | + | sous-unités glycoprotéiques }
l | | |

Figure n® 12 :

Distribution des
polyméres de paroi

chez les Apchaebactérie
les Eubactéries et les
Eucaryotes

(Glyco)-Protein envelope: h
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. Methanothrix thermoacetophila se différencie des deux

autres espéces par un optimum de croissance de 65°C et par la
présence de vacuoles de gaz caractéristiques des cellules jeunes de
1l'espéce thermophile.

L'incapacité des souches de Methanothrix de croitre sur milieu

gélosé rend difficile 1'obtention d'une culture pure, et nécessite de
nombreux repiquages et contrdles microscopiques. Du glycogéne assez

peu ramifié a été purifié et caractérisé & partir des cellules de

Methanothrix soehngenii souche FE (PELLERIN et col., sous presse).

- Les genres Methanolobus et Methanococcoides forment un

groupe homogéne parmi les Methanosarcinaceae selon SOWERS et col.
(1984). Ils ne sont représentés que par une seule espéce, toutes deux

isolées de sédiments marins, Methanolobus tindarius, Methanococcoides

methylutens. Elles n'utilisent que le méthanol et les méthylamines et
sont dépourvues d'une paroi rigide vraie, la membrane cytoplasmique
étant entourée d'une enveloppe protéique. Les différences mineures
morphologiques et physiologiques de ces souches portent a croire
qu'il s'agit d'une méme espéce (KANDLER et K&NIG, 1986).

IT1.- POSITION TAXONOMIQUE
ET STRUCTURE DES ENVELOPPES CELLULAIRES

Dés 1977, KANDLER et HIPPE soulignaient l'originalité de la

paroi de Methanosarcina barkeri due & 1'absence d'acide muramique

et de D-aminoacides, constituants essentiels du peptidoglycanne des
Eubactéries. En fait, il n'existe aucun constituant pariétal commun
caractéristique des Archaebactéries. Apparemment, la nature de la
paroi est étroitement liée aux relations phylogéniques définies par
WOESE (KANDLER, 1982)(Fig. 12 et Tableau III).
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nodifications observées chez (1) Methanobrevibacter ruminantium , (2) Methanobrevibacter smithii
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11.1.- Les Méthanobactériales

Toutes les espéces identifiées chez les Methanobacterium,

Methanobrevibacter, Methanosphaera, Methanothermus se caractérisent

par des polyméres de parois formant des saccules rigides ou
pseudomuréine. Son analogie avec la muréine des parois des
Eubactéries a permis une détermination trés rapide de sa structure
(Fig. 13). Trois caractéristiques distinctives majeures ont été mises
en évidence : l'absence d'acide N acétylmuramique, la présence
d'amino-acides de la série L et la présence inédite d'acide N-
acétyl-L talosaminuronique (H. K&NIG et O. KANDLER, 1979 b).

La partie glycannique est constituée de l'enchalnement de
diméres d'acide 2-amino-2-deoxy-L-talosaminuronique et de la N-
acétylglucosamine. Les expériences de méthylation et d'oxydation
chromique (KSNIG et KANDLER 1982) ont montré une liaison 1-3 entre
ces 2 composés présentant tous deux une configuration anomérique de
type B. Des résultats plus récents (KSNIG et col., 1983) laisseraient
supposer la possibilité de liaisons B(1 + 3) ou o (1 +3).

La séquence d'acides aminés de la fraction peptidique de la
pseudomuréine a été déterminée par hydrolyse ménagée de parois

isolées de Methanobacterium thermoautotrophicum (KsNIG et KANDLER,

1979 a)(Fig. 14) avec des rapports molaires de 2,3, 1, 1,2
respectivement pour glu, lys, ala. L'analyse étendue a toutes les
Méthanobactériales (Tableau IV) montre quelques exceptions

- la présence de thréonine chez Methanobrevibacter

ruminantium qui peut dans certain cas remplacer totalement

1'alanine.
- l'ornithine liée au groupement carboxylique d'un résidu

d'acide glutamique est mise en évidence chez Methanobrevibacter

smithii.

- l'isolement récent de Methanosphaera stadtmaniae

(MILLER, 1985) se distingue, de tous les autres membres, par la
présence de sérine dans la composition en acides aminés de la
pseudomuréine.

Les différences structurales muréine/pseudomuréine impliquent
une sensibilité aux antibiotiques différente, la synthése de la paroi

est insensible a la D-cyclosérine, vancomycine et pénicilline en



TABLEAU n°

CONCENTRATIONS MOLAIRES DES CONSTITUANTS DE LA PAROI CHEZ LES METHANOBACTERIALES

Amino scids N-Acetylamino sugars Newtral sugars
Phosphate
Species Ala The . Gl Lys Om NH, GalNH, GleNH;  TalNUA- Gal Gle Man Rha % d.W.
Methanobrevibocter
M. arboriphilus DH1 .52 — 2.13 1.00 —_ 1.36 0.67 —_ (1.00) —_ 0.02 0.02 4.54
M. arburiphilus AZ 147 . 2.32 1.00 392 o9 — (1.00) O (@) O O o)
M. smithii PS 1.42 —_ 2.04 1.00 040 0.81 -0.44 0.56 (1.00) 0.1 0.14 —_ 0.09 1.0
M. ruminantium M14 —_ 0.90 1.85 .00 _ 0.85 0.80 0.60 (1.00) 0.29 0.02 0.02 0.2 4.65
M. ruminantium M4 0.70 0.40 1.80 1.00 _ 1.00 0.80 0.50 (1.00) O [8) (@) O (8]
Meshonobacterium
M. brvamii M.o 11, 139 —_ 2.39 1.00 — 1.12 0.45 1.25 (1.00) 0.84 0.09 1.18 + 0.20
M. bryantii M.o.H.G. 1.32 _— 2.2 1.00 _ 0.84 — 0.84 (1.00) 0.53 0.26 0.26 + (@]
M. formicicum MF 1.51 ~— 2.1 1.00 —_ 1.53 1.00 1.16 (1.00 076 027 0.37 0.62 0.64
M. thermoawtotrophicum A H 120 — 227 100 — 0.6t 0.16 1.18 (nom 00z 01— + 0.28
M. thermoawsotrophicum
Marburg 1.32 — 2.37 1.00 — 0.77 0.87 0.23 (1.00) O (o) O O o]
M. thermoautotrophicum
W 500 1.4} — 2.36 1.00 _ 1.64 1.29 114 (1.00) o] (@] (0] O (@]
M. thermouutotrophicum
W s 1.29 — 2.57 1.00 _— £.07 0.86 1.07 (1.00) (o) O (@) (0] O
M. thermoautotrophicum
W 510 .25 — 225 1.00 —_ 1.28 1.42 1.00 (1.00) O (o] O 0] O
Methanothermus
M. fervidus 1.47 — 2.23 1.00 — 1.64 0.38 0.49 {1.00) —_ 0.01 — O O
Mises en evidence chez :
o :.12.3: ow
1 "‘a—‘fcv Typiques des bacteries Gram+
// cw=pseudomureine (Methanobacteriales)
//4227///,42CPL cw=methanochondroitine (!ffhfﬂﬁiiﬂﬁiﬁﬂ)
OO0 st
S CW Methanothermus fervidus {Gram+)

T

3: | '//////2222;// ceL

TRXLXXLIXX
QOOOOCCOOX oW
SRXRELLS ©

1/;// /./I/ 7/:;// ::::L

cw=pseudomureine , sl=sous-unites proteigues

Typiques des bacteries Gram-
sl=sous-unites proteiques ou glycoproteiques

Methanospirillum hungatei

FIGUREn® 15 : STRUCTURES DES ENVELOPPES CELLULAIRES CHEZ LES ARCHAEBACTERIES - REPRESENTATION SCHEMATIQUE

(CW, paroi , CM, membrane cytoplasmique , CPL, cytoplasme , SL, S-layer , Sh, fourreau fibrillaire)
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raison de l'absence de D-alanine. Les résistances de la
pseudomuréine au lysozyme et aux protéines sont expliquées
respectivement par l'absence d'acide muramique, la présence de
liaison (81 + 3) sur la partie glycannique et par la présence de
liaisons peptidiques inhabituelles (KANDLER et col., 1985).

La biosynthése de la pseudomuréine n'est pas a ce jour
parfaitement connue, néanmoins sa structure trés proche de la
muréine suggére un mécanisme similaire. Différentes formes
nucléotidiques activées ont été identifiées comme précurseurs de
synthése de la pseudomuréine : un UDP-peptide, 1'UDP-N-acétyl-D-
glucosamine, 1'UDP-D-galactosamine et un dimére UDP-activé composé
de UDP-N-acétyl-D-glucosamine et N-acétyl-L talosaminuronique.
L'absence de forme activée de l'acide talosaminuronique suggére une
réaction possible d'épimérisation ou d'oxidation d'un disaccharide,
formé par transfert d'un précurseur monomérique sur UDP-N-acétyl-
D-glucosamihe (KANDLER et col., 1985).

La détection d'alanine dans le milieu de culture de
Methanobacterium thermoautotrophicum (SCHSNHEIT et THAUER, 1980)

suggére la libération d'un résidu d'alanine lors de la fusion des

deux chafnes peptidiques, identique & la biosynthése de la muréine.

I1.2.~ Les Méthanococcales

Quelque soit 1'espéce étudiée, les préparations d'enveloppe ne
contiennent ni acide muramique, ni glycoprotéine et sont insensibles
aux antibiotiques inhibant 1la synthése du peptidoglycanne. En
microscopie électronique, aucune structure de type pariétal ne peut
étre mise en évidence. La membrane cytoplasmique est entourée d'une
couche formée de sous-unités protéiques (Fig. 15). L'étude de

Methanococcus jannaschii en cryo-fracture a dévoilé des sous-unités

ordonnées orthogonalement. Il a été observé l'inclusion de corps
globulaire dans 1l'enveloppe dont la composition est inconnue (JONES,
1983). L'analyse en PAGE-SDS des protéines des enveloppes isolées de
Mc vannielii a révélé 7 bandes protéiques négatives a la coloration
de SCHIFF dont la bande majeure PM 60 000 représente 20% du total



COMPOSITION CHIMIQUE OES PAROIS ISOLEES OE 7 SOUCHES DE METHANOSARCINA

TABLEAU

n® v

DSM 800

DSM 804 DSM 1232 DSM 1825 DSM 2053 DSM 1538

Compound %dw. mmolg % dw. mmolg % dw. mmolg % dw. mmollg % dw. mmolg % d.w. mmolig
D-Glucose 3.7s 0.20 5.0 0.27 2.2 0.12 0.5 0.027 042 0023 3s 0.19
p-Galactosamine 21.5 1.54 35 1.9% 308 1.72 4145 23 | 400 2.23 20.6 1.18
o-Glucuronic acid 16.0 .82 14.8 0.76 18.0 0.92 18.8 0.97 6.9 0.35 11.2 0.58
o-Galacturonic acid - -— - - - —_ —_ — 6.9 0.35 —_ —_
N-Acetyl residues 8.3 1.9 8.7 2.0 8.7 2.0 10.5 2.4 9.6 2.23 n.d.

Ash 200 12.2 25 8.35 1.0 n.d.

H,0 14.0 8.4 6.0 14.6 16.8 n.d.

[—4)-B-D-GlcUA-(1—3)-p-GalNAc-(1—3 or 4)-p-GalNAc-(1—],

FIGURE n° 16

: UNITE DE BASE TRIMERIQUE DE LA METHANOCHONDROITINE
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protéique de 1l'enveloppe. Des résultats similaires étaient obtenus sur
les autres souches testées. Cette enveloppe protéique se retrouve
également chez certaines Méthanomicrobiales.

11.3.~ Les Méthanomicrobiales

11.3.1.- Enveloppes cellulaires contenant des

hétéropolysaccharides

Un seul genre Methanosarcina présente une paroi

polysaccharidique.
L'hydrolyse totale (KANDLER, HIPPE, 1977) a montré l'absence

de peptidoglycanne chez les Methanosarcina mais la présence de D-

galactosamine, D-glucose, d'acide D-glucuronique et d'acide acétique.
La D-galactosamine, et l'acide D-glucuronique sont quantitativement
les plus abondants, le glucose est un composé mineur, et l'acide D-
galacturonique n'est décelé que chez Methanosarcina vacuolata
(Tableau V).

L'hydrolyse acide partielle a permis l'identification d'un

disaccharide, l'acide D-glucuronique 1lié au N-acétyl-D-galactosamine.
Cette unité disaccharidique élémentaire est identique a la chondrosine
qui compose la chondroitine, celle-ci, liée aux sulfates, forme des
polyméres porteurs de trés nombreuses charges négatives capables de
fixer les cations d'ou leur présence dans les zones d'ossification.
{écemment, une structure de base trimérique était propesée associant
deux résidus de N—écétyl—D—galactosamine par résidu d'acide uronique
(KANDLER et col., 1985 ; KREISL et col., 1986)(Fig. 16).

Le nom de Methanochondroitine est proposé pour les parois de

Methanosarcina afin de souligner la ressemblance eucaryote-

archaebactérie.

Remarquons cependant qu'a l'intérieur du genre

Methanosarcina, 1'unité de paroi ne semble pas vérifide.

Methanosarcina acetivorans ne présentent pas d'enveloppes

saccharidiques et seule une couche protéique constitue 1l'enveloppe

externe. Cependant, l'appartenance de Ms acetivorans au genre
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Methanosarcina est confirmée par les techniques d'hybridation ADN-
ADN et ADN-ARN (SOWERS et col., 1984). Une enveloppe prbtéique
similaire était trouvée entre la membrane cytoplasmique et la paroi
rigide de Ms mazei (ALDRICH, 1986). Considérant cette couche

protéique identique a une S layer, il appelle '"matrice" les polyméres
hétéropolysaccharidiques.
La détection de sucre aminé et d'acide aminé dans l'hydrolysat

de paroi de Methanosarcina barkeri strain 227 renforce 1'idée d'une

paroi hétéropolysaccharidique associée & une layer protéique interne,

d'ol 1l'hypothése de SOWERS (1984) que Methanosarcina acetivorans

aurait pu perdre sa capacité de produire une paroi externe
contrairement aux espéces non marines développant par protection
osmotique une paroi hétéropolysaccharidique. Néanmoins, cette espéce
mériterait une étude beaucoup plus approfondie avant de conclure sur
1'absence réelle de la paroi typique présente chez toutes les autres

Methanosarcina.

11.3.2.- Enveloppes cellulaires composées de sous-unités

protéiques ou glycoprotéiques

* En microscopie électronique, les genres Methanogenium,

Methanomicrobium, Methanoplanus, Methanolobus, Methanococcoides ne

présentent pas d'enveloppe rigide caractéristique de paroi vraie.
Leurs membranes cytoplasmiques sont entourées d'une couche
protéique de type S. Aprés isolement et désintégration, sa composition
n'a révélé que des sous-unités protéiques et glycoprotéiques
essentiellement étudiées par électrophorése en gel de polyacrylamide.

. La couche S de Methanogenium d'une épaisseur de 9,5 a

10,5 nm est organisée en sous-unités hexagonales. Une glycoprotéine
PM 143 000 est présente sur Mg marisnigri mais non vérifiée sur Mg
cariaci dont la bande majeure est une protéine de PM 125 000 qui ne
se colore pas au réactif de SCHIFF.

. A partir de Methanomicrobium mobile les profils

électrophorétiques des structures d'enveloppe ont montré la présence
de protéines exemptes de glucides (KANDLER et KoNIG, 1985).



TABLEAY no VI

COMPOSITION CHIMIQUE DES ENVELOPPES CELLULAIRES DE 4 SOUCHES METHANOGERES
COMPOSEES DE SOUS-UNITES PROTEIQUES OU GLYCOPROTEIQUES

I, umol/mg de poids sec , II, concentration molaire

Methano-
Methanothrix encepides Methanolobus
Meihanospiriliom hungatei soehngeniis mevhyiutens tindarius.

strain JFY strain GP} -

Component

Aminc scids

Als 0.6% 23.00 047 .78 0.443 1.92 0.147 324 0.7033 5.08
Atg 0.07 233 009 228 0.155 067 0.09 201 0.3651 2.64
Asp 0.38 2933 o0 17.75 0826 356 0.187 4.14 07674 5.54
Cys 0.04 133 0.06 1.5 0016 007 0025 055 0.0285 0.2t
Gle 0.52 17.33  0.5¢ 13.50 1.109 478 0177 392 08533 6.16
Gly 0.52 17.33  0.36 900 099 392 0152 3139 06992 5.07
His 0.03 .00 004 .00 0232 1.00  0.045 1.00 0.1385 1.00
e 0.17 5.66 026 6.50 0.18% 0.78 0.113 250 0.367M7 .63
Lew 0.37 1233 0.3 83.25 0.342 1.47 0.134 297 0.5903 4.26
Lys 0.22 733 030 7.50 0.290 1.2  0.121 267 0.2953 2.14
Met 0.07 233 009 225 0012 005 0052 1.15 ad. _—
Phs

Pro

Ser

Tep

Tys

Val

NH,
Carbobyernics
Ars

Gal

022 733 048 450 0.135 058 - 0.057 1.27 02734 1.97

015 300 014 350 0.8 078 0070 1.56 02417 1.66

0.38 1266 039 975 0497 114 0.100 226 0.5216 .
0.05 1.66 0.22¢ 550  al - ad - i -

022 733 044 3350 0219 094 0052 115 0.7255 1.28

022 733 035 875 0439 189 0.123 272 0.4280 3.09

0.59 19.67 ad - 0497 214 ad. — 13263 9586
0.19 633 - a.f. - - -_ o.f. f.
. 0.13 433 003 075  al - — —_ af. ol

Gk Wi 333 002 050 0260 111 @0— — 19614  141.62
GikcN a.l. — n.f. — a.f. — — —_ n.f. a.f.
Man 0.0 1.00 002 050 0580 250 — - nf. nf.
Rha 0.04 133 006 400 - - - af. al.
Rib a.f. — DM 350 Al - —_ - ‘n.f. o.f.
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L'analyse des enveloppes cellulaires de Methanoplanus

limicola a révélé la présence d'une glycoprotéine PM 143 000.
WILDGRUBER et col. en 1982 ont montré un arrangement hexagonal de
ces sous-unités séparées de 14 nm.

Methanolobus tindarius contient dans sa S layer une

glycoprotéine de PM 156 000 daltons dont la composition en acides
aminés a été déterminée (Tableau VI). A la présence unique de
glucose détecté par KANDLER et col. (1985) s'ajoutent celles du
xylose et du rhamnose mises en évidence par KSNIG et col. (1986).

Methanococcoides methylutens est trés voisine

morphologiquement et physiologiquement a Methanolobus tindarius. La

couche S ne contient pas de sucres aminés.

* Methanospirillum hungatei, Methanothrix soehngenii

présentent toutes deux des fourreaux complexes et inhabituels
constitués par des protéines fibrillaires.

Le fourreau de Methanospirillum hungatei JF1 est composé a 65%

de protéines, 8,2% de sucres neutres (Glc, Gal, Man) et de cendres
(KANDLER et col., 1978)(Tableau VI). Ce fourreau protéique est
résistant aux détergents et aux protéases. Il est dissout en présence
de soude 1IN séparant un fragment majeur polypeptidique de 12 000
daltons.

La membrane cytoplasmique contient 0,16% de nickel (poids
sec). Ce métal est également présent dans la gaine externe (SPROTT
et col., 1983). L'action du DTT & pH alcalin sur les cellules altére
la substance interpariétale et les sites d'attachement entre les
enveloppes internes et externes permettant la libération de .
sphéroplastes (SPROTT et col., 1979 - BEVERIDGE et col., 1985).

Gram-, Methanothrix soehngenii présente a la surface de son

fourreau une striation de forme concentrique et une composition
chimique globale trés voisine & Msp hungatei (KANDLER et col.,
1985).

Remarque : Methanoplasma elizabethii est la seule méthanogéne

isolée qui ne présente aucune structure d'enveloppe associée & la
membrane cytoplasmique (ROSE et col., 1981). Son identité n'est a ce

jour pas reconnue.



TABLEAU n° VII

DISTRIBUTION DES DIETHERS ET OES TETRAETHERS CHEZ LES ARCHAEBACTERIES

Tetraether

Diether
Group Archaebacterium (%) (%)
Halophiles Halobacterium cutirubrum 100 0
H. salinarium 100 0
H. voicanii 100 0
H. halobium 100 0
H. saccharovorum 100 0
H. morrhuae 100 0
H. simorcinii 100 0
H. marismorui 100 0
H. trapanicum 100 0
H. sp. (Cagliari) 100 0
H. sp. A-2c 100 0
H. sp. R4 100 0
Halococcus morrhuae 100 0
Sarcina litoralis 100 0
Haloalkaiophiles Halobacterium pharaonis 1000 0
isolate spli 1000 0
isolate sp2 1002 0
isolate MS3 1000 0
Methanogens Methanococcus strain PS ' 100 0
M. methylutens 100< 0
Methanothrix séhngenii 100 0
Methanosarcina barkeri 100 0
Methanococcus vannielii 99.9 0.1
Methanobacterium ruminantium M-1 7.8 28.2
M. ruminantium PS 4.7 55.3
M. thermoawtotrophicum 4.5 55.5
M. strain M.O.H. 43.5 56.5
Merhanospirillum hungatei 40.5 59.5
M. strain AZ 37.5 62.4
Methanothermus fervidus strain V245 / 13.5 86.54
Thermoacidophiles Thermoplasma acidophilum strain 122-1B2 10 90
Sulfolobus solfataricus 5 98/
S. brierleyi t 100X
S. acidocaldarius t 100X
Thermoproteus tenax + +
Thermophilic Desulfurococcus mobilis + +
anaerobes D. mucosus + +
Pyrodictium occuitum + +d
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I11.- POSITION TAXONOMIQUE ET LIPIDES

Les lipides des Archaebactéries se distinguent par 1'absence
d'esters d'acides gras et de glycérol et par l'abondance de lipides
non saponifiables. Leurs structures trés spécifiques représentent un
marqueur taxonomique distinctif des Eucaryotes et des Eubactéries, et
modifient les concepts biochimiques de construction des membranes
cellulaires. Ceux-ci sont constitués de chafnes hydrocarbcnées
d'isoprénoide et d'hydroisoprénoide (lipides neutres), et d'éthers de

glycérol et d'isopranyl.

I1I.1.~ Les glycérolipides

Les glycérolipides des Archaebactéries se caractérisent par la
présence unique de liaisons de type éther en opposition aux liaisons
esters reliant acide gras et glycérol chez les deux autres régnes
primaires. Des diéthers de diphytanylglycérol (KATES et col., 1965)
et des tétraéthers de dibiphytanyldiglycérol (LANGWORTHY et col.,
1977) ont été détectés. Leur distribution est trés spécifique (Tableau
VII).

Les diéthers sont présents chez toutes les Archaebactéries
testée's mais dans des proportions variables. Ils représentent la
totalité des lipides bactériens chez les halophiles et chez certaines
méthanogénes a l'exception des formes bacillaires et spirﬂléires. Les
tétradthers ont été identifiés a la fois chez les méthanogénes
mésophiles et thermophiles et représentent la presque totalité des
lipides bactériens des thermoacidophiles. La distribution entre les
di~ et tétraéthers a l'intérieur des classes des Archaebactéries était
une preuve supplémentaire des relations taxonomiques existantes entre
ces bactéries. A l'origine, ces lipides particuliers étaient considérés
comme une adaptation aux conditions d'environnements extrémes, mais
leur présence chez les méthanogeénes vivant sous des conditions
physiologiques normales (température, pH, concentration en sel)
modifia ce concept et fut interprétée comme une caractéristique
biochimique du type archaebactérien (LANGSWORTHY et col., 1982).
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FIGURE n°® 17 : LIPIDES POLAIRES CHEZ METHANOSPIRILLUM HUNGATEI

Glep, glucopyranose , Galf, galactofuranose

TABLEAU VIII

Répartition des lipides polaires chez Methanospirillum hungatei

Pourcentage des lipides
polaires totaux

|

I

|

!

|

- Phospnolipides |
- Glycolipides !
* digthers R = Glc (sl » 2)Gal (81 ~1) |

R'a Gal (ol = 2)Gal (81 »1) |

* tétraéthers !
l
|
nl
9]
|

- Phosphoglycolipides
* tétraéthers R = Gle (a1 - 2)Gal (81 >
R'= Gal (a1l + 2)Gal (81 =

10%

28%
3%
0,2 4 0,3%

45%
13%
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Les méthanogénes se caractérisent aussi par l'absence de
cyclisations des chafnes biphytaniques des tétraéthers contrairement
a des degrés de cyclisation variable chez Thermoplasma et
Sulfolobus.

I11.2.~ Les lipides polaires

Représentant 80 & 90% du contenu lipidique global, les lipides
polaires sont des glyco- et phosphoglycolipides de structure analogue
a leurs équivalents glycosyl- ou phosphatidyldiacylglycérol présents
chez les Eucaryotes et les Eubactéries. Leur structure compléte a été
réalisée chez Methanospirillum hungatei GP1 qui présente a la fois
des di- et des tétraéthers (KUSHWAHA et col., 1981 a,b)(Tableau
VIII).

Les diéthers polaires sont soit des diéthers homologues au

phosphatidyl glycérol (10% des lipides polaires), soit des diéthers
glycolipidiques (31% des lipides polaires) qui présentent une
extrémité disaccharidique de deux glucopyrannoses et/ou de deux
galactofuranose R = Glep(al + 2) Galf(Bl +~ 1) R' = Galf(B81 + 6)
Galf(B1 + 1). Une structure diéther inhabituelle a été mise en
évidence chez Mc jannaschii. Elle est formée d'une seule chafne
biphytanique en C40 unissant les carbones 2 et 3 du glycérol
(COMITA et col., 1986 ; LANGWORTHY et col., 1986).

Parmi les tétraéthers polaires, l'on retrouve les mémes résidus
glycosidiques fixés sur des tétraéthers glycérophosphates (58% des

lipides polaires)(Fig. 17).

I111.3.- Les lipides non polaires

Les lipides non polaires ont été estimés entre 5 et 8 mg/g de
cellules séches chez les bactéries méthanogénes contrairement a des
teneurs nettement plus faibles 1,5 & 2,5 mg/g pour les halophiles et
0,5 a& 1,5 mg/g pour les thermoacidophiles (TORNABENE et col., 1979).
Les isoprénoides et les hydroisoprénoides constituent la presque

totalité de la fraction lipidique non polaire des Archaebactéries. Les
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FIGURE n° 18 : DISTRIBUTION DES POLYAMINES CHEZ LES ARCHAEBACTERIES

Cw Cis Cx
Archaebacterium Hexaisoprenoids Pentaisoprenoids Tetraisoprenoids
Ny __
Jalnbacterium cutirubrum C10:4:C30:5.C30:6.C 300 - -
Hethanobacterium C10:0:C30:0.C202,C 303 C26:1.C2s:2,C 283 C20:4-Ca0:2
thermoawtotrophicum C10:4.C30:5.C00
Wethanoroccus vannielii C 30:4.C 30:5.C 06 C15:3C 25:4C 2s:5 C20:2C20:1C 204
Wethanobacterium ruminamizm PS C10:3.C20:4.Cx:5.C 36 C15:4Cas:3 -
Wethanococcus strain PS C:3.C30:4.C30:3.Cre6 Casa -
Weihanosarcina barkeri — C25:0-C25:1.C2s:2.C 5.3 —
Wethanobacterium strain A2 Cm — Cm.thCzo:‘
W. strain M.o.H. C30:4:.C2:5.C6 —_ C200:.C0:1.Co02
C20:3.Ca0:a
W. ruminantium M-1 Cx:1-C30:2.C30:3.Cras - -
Ca:5.Cr06
Wethanaspirillum hungatei C1:4.C10:5.Cne - -
iuifolobus solfataricus C10:0:.C30:4.C30:2 Cs:0.C 234 C20:1.C20:2.C20:3
v. brierieyi - — Cxoa
*hermoplasma acidophilum Cire Cis:s C200.Cr0:4
TABLEAU n® IX
LES PRINCIPAUX LIPIDES NEUTRES CHEZ LES ARCHAEBACTERIES
BROER FAMILY sEnes SPECIES STRAIN QSM- Ko Paiyamines Amaunt
laggunee)
M bryantii MoHG (887} -
Methanedac terium —[
) M thermogutofrophicum —Marburq (2133} -
—=Methanebactesigies—— Methanobdacteriaces
1 M_arbariphiivs Al {1 -
wtnmumbum-—[
) ’ M. smthis (31 { 881} -
P——Metharnecoecaies — = Methaaococcaceae ~—Methanecoccus -—[M. ti 58 12241 spermidine L
M vellge 7S 118374 LR
Hethgaamectobiacrag=—== Methanospirill ym———=—i hungates 1F 1864)  spermidine ana > o
SyMehemespermedine »
L—Methanemicrobiaies MS {8001  sym-homespermiaine + o
w {1938} - . R
fusaro | 804} PPN
™. 1825 LR
Heihancsarcinaceae ——=—MetNanasarcing - 1" LR
§-% {2053) LA
fuskicchen { - | .6
Wiesmoor | -~ | XX
fulich | =} LR
[ J [ ] I3 J 1 | [ - o
822 928 Q3 036 046 9s1 0% 055 08 1Q



chafnes hydrocarbonées sont presque entiérement dérivées des
squelettes d'isoprénoides (C15 au C30) présents dans différents
degrés d'insaturation. Parmi les méthanogénes examinées il a été
observé essentiellement la présence du squaléne C30 a 1l'exception de
Mc voltae dont la chafne hydrocarbonée majeure est le
tétrahydrosqualéne et de Ms barkeri qui se caractérise par l'absence
totale de dérivé en C30 (Tableau IX).

IV.- POSITION TAXONOMIQUE ET DISTRIBUTION DES POLYAMINES

En complément des techniques existantes et de la méthode plus
élaborée d'analyse du séquencage de 1'ARN 16S, SCHERER et col.
(1983) et KNEIFEL et col. (1986) proposent comme paramétre
taxonomique la distribution des polyamines chez les méthanogénes et
les Archaebactéries. Universellement répandus dans la nature, les
polyamines contribueraient & la stabilisation des membranes et des
acides nucléiques & haute température et joueraient un rdle dans de
nombreuses réactions enzymatiques. Contrairement a TABOR et col.
(1984) qui affirment leur présence chez tous &tres vivants, les
polyamines ne sont pas détectées chez les Méthanobactériales et les
Halobactériales.

L'analyse des polyamines montre une trés grande diversité chez
les Archaebactéries et 1'absence d'une polyamine spécifique. Il existe
-cependant une bonne corrélation entre le dendogramme basé sur les
valeurs comparées du séquencage de 1'ARNr 16S et la distribution des
polyamines chez les méthanogénes (SCHERER, 1983)(Fig. 18).

La spermidine est la seule triamine mise en évidence chez les
Methanococcaceae. De méme, la sym-homospermidine n'est présente que
chez les Methanosarcinaceae tandis que les Methanomicrobiaceae
contiennent 3 la fois spermidine et sym-homospermidine. La présence

de spermidine et de sym-homospermidine détectée chez Methanoplanus

limicola souche M3 (DSM 2279) est un argument supplémentaire qui
renforce d'autres critéres taxonomiques pour son classement dans les
Méthanomicrobiales (WILGRUBER et col., 1982).
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TABLEAU n° X
TABLEAU GENERAL DES RELATIONS ANTIGENIQUES CROISEES CHEZ LES METHANOGENES

wm
[ K]
6
™
n
Ol
M

!33333::23:33!?!:!# -

vaes

| K&
i 3+
H e+
B+

-

10|

&

T

EEES
E3

1l
117

)
1]

Eiai"'gﬁiﬁﬁii‘ﬂt?ﬂﬁaﬁiﬁiﬁﬁg:tig

Methanobacterial oaJ

m‘

Methanomicrobiales|

V24S Methanothermus fervidus - MF Methanobacterium formicicum - MoH,MoH6 Methanobacterium bryantii -

H,GC1 Methanobacterium therwoautotrophicus - MGB3 Methanosphaera stadtmaniae - M1 Nethanobrevibacter ruaminant

AZ,DH1,DC Methanobrevibacter arboriphilus - PS,ALI Methanobrevibacter smithii - SB ﬁethanococcusvvannielii -

PSv Methanococcus voltae - WJJ Methanococcus maripaludis - SN1 Methanococcus thermolithotrophicus -

BP Méthanomicrobium mobile - JRls Mathanogenius marisnigri - JRlc Methanogeniumccariaci - JF1 Methanospirillum

hungatei - MS,W¥,227,R1M3 Methanosarcina barkeri - TM1 Methanosarcina thermophila - S6 Methanosarcina mazei

T3 Methanolobus tindarius - Opf Methanothrix soehngenii - M3 Methanoplanus limicola -




24 .~

V.- POSITION TAXONOMIQUE ET PROPRIETES IMMUNOLOGIQUES

L'application des techniques immunologiques aux bactéries
méthanogénes commenga en 1980. L'obtention d'une banque
d'immunséra contre les différentes méthanogénes permit a E. et A.
CONWAY DE MACARIO (U.S5.A.) de montrer la trés grande diversité
antigénique de ce type bactérien.

A 1'aide d'anticorps polyclonaux, 1'I.F.I. (immunofluorescence
indirecte) et 1'Elisa (Enzyme like immunosorbant assay) sont les
deux techniques de routine choisies pour le screening de ces souches
(CONWAY DE MACARIO, 1982a, 1983a). La premiére étape a consisté a
titrer en réaction homologue chaque immunsérum. Une cotation de 0 a
4+ en I.F.1., matérialise 1'intensité de fluorescence. Trois titres ont
été définis : "T" comme la dilution la plus haute de l'antisérum qui
donne une réaction faible (1+) avec la souche immunisante, '"S"
correspondant a la dilution la plus élevée donnant une fluorescence
forte (4+) et "R'" définit comme la dilution 8 fois moins élevée que S
et permettant la détection de réactions faiblement visibles. Ces titres
spécifiques définis pour chaque immunsérum sont ensuite utilisés pour
analyser les relations antigéniques en réactions hétérologues : le
titre T réagissant seulement avec la souche immunisante ou
homologue, "S$" donnant des réactions croisées fortes avec les souches
de la méme espéce et "R" révélant des relations interespéces au
niveau du genre.

A l'intérieur du genre Methanosarcina, des réactions inter-
espéces intenses ont été mises en évidence méme lorsque les séra sont
utilisés a la dilution S. Le tableau global X résume les réactions
croisées obtenues en I.F.I. (CONWAY DE MACARIO 1982b,c, 1983b 1986)
et confirme les relations taxonomiques proposées par BALCH 1979 entre
les especes méthanogénes.

L'emploi d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de quelques
espéces méthanogénes représentatives a permis d'affiner les
caractéristiques antigéniques des enveloppes cellulaires. La
spécificité fine des anticorps et l'élucidation de la mosaique
antigénique des méthanogénes ont été réalisées par inhibition ou

blocage avec des composés de structure connue ou de synthése



TABLEAU XI

Les déterminants antigéniques de plusieurs bactéries méthanogénes définis par les anticorps monoclonaux
d'aprés E. CONWAY DE MACARIO (1986)

| | l I I
| SOUCHE | CODE | MISE EN EVIDENCE SUR LES SOUCHES | STRUCTURE CHIMIQUE COMPLEMENTAIRE |
| IMMUNISANTE | | | |
l I l | |
I | | | |
l H | ha I Methanobacterium thermoautotrophicum A H-GC1 | Glc N, Glc N Ac |
| | 4b | Methanobacterium thermoautotrophicum AH-GCl |Y -Glu~Ala, N Ac-Y -Glu-Ala |
I | be | Methanobacterium thermoautotrophicum A H-GC1 | Gal N, Gal N Ac
| l be | Methanobacterium formicicum MF | Gal N, Gal N Ac |
l | 4d l Methanobacterium thermoautotrophicum GC1 | inconnue |
l | be l Methanobacterium thermoautotrophicum AH l v-Glu-Ala, N Ac- y-Glu-Ala |
} % 4f % Methanobacterium thermoautotrophicum AH | Tal N u }
' |
| PS | 6a | Methanobrevibacter smithii PS | Orn, Glu-Lys |
| | 6b | Methanobrevibacter smithii PS | inconnue |
| | 6¢c | Methanobrevibacter smithii PS | inconnue I
| ‘ 6d | Methanobrevibacter smithii PS | inconnue |
] | Ge ‘ Methanobrevibacter smithii PS l inconnue |
} % 6f { Methanobrevibacter smithii PS { inconnue |
|
{ DH1 g 3a { Methanobrevibacter arboriphilus DH1 { v-Glu-Ala I
|
] S8 | 5a | Methanococcus vannielii $B ; voltae Psv | Lys, Phe, Thr |
| | sb | Methanococcus vannielii SB ; voltae Psv | ser, Try, Tyr |
I i S5¢ | Methanococcus vannielil SB ' I protéine |
| | 5d | Methanococcus vannielii SB | protéine |
| I Se | Methanococcus vannielii SB | protéine |
{ { 5f { Methanococcus vannielii SB | Arg, Phe, Lys I
- |
| 227 | 8a | Methanosarcina barkeri 227-MS l glucose |
| | s8b | Methanosarcina barkeri 227-MS | inconnue ]
; ! 8c I Methanosarcina barkeri R1M3 | inconnue l
| | |
} JF1 | 1a | Methanospirillum hungatei JF! | protéine |
| l | |
{ JRlc { 7a | Methanogenium cariaci JRlc ‘ protéine |
I I
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(Tableau XI). Six anticorps monoclonaux (4A-4F) ont servi & définir
les déterminants antigéniques de la souche Methanobacterium
thermoautotrophicum AH (CONWAY DE MACARIO et col., 1983). Ces

résultats, bien qu'obtenus sur un petit nombre de souches, montrent

que les deux déterminants E et F sont spécifiques de la souche AH
tandis que les déterminants A, B, D montrent une spécificité au
niveau de 1'espéce. La détection de C chez les espéces formicicum et

thermoautotrophicum laisse supposer un caractére antigénique commun.

Ces travaux ont été étendus & d'autres Méthanobactériales
Methancbrevibacter smithii PS, et Mb arboriphilicus DH1 (CONWAY DE
MACARIO et col., 1985, 1982d). Chez Methanobrevibacter smithii, 5

des 6 anticorps monoclonaux reconnaissent un déterminant distinct.

La structure compléte de ces déterminants n'est pas définie. 11
semblerait que ni les sucres, ni les aminosucres ne constituent les
épitopes immunodominants, mais que les protéines et les acides
aminés seraient les composants majeurs.

L'anticorps obtenu par immunisation de Methanobrevibacter

arboriphilicus DH1 : 3A est inhibé par complémentarité avec le

peptide glu-ala et semble spécifique de la souche DHI.
Un seul représentant de l'ordre des Méthanococcales,

Methanococcus vannielii SB, a servi & l'immunisation et 1'obtention

de 6 anticorps monoclonaux reconnaissant spécifiquement un
déterminant antigénique de nature protéique, localisé sur la couche
S. Certains acides aminés présents dans les épitopes ont pu é&tre
identifiés par inhibition compétitive (CONWAY DE MACARIO et col.,
1984). - ' '

Les trois anticorps monoclonaux (8A, 8B, 8C) semblent
caractériser spécifiquement 1'hétéropolysaccharide de surface des
Methanosarcina (GARBERI et col., 1985). Les déterminants 8A, 8B sont

détectés a la fois sur Methanosarcina barkeri 227, souche

immunisante, et Methanosarcina barkeri MS. Le déterminant 8C

s'exprime uniquement sur la souche RIM3, il est présent chez la
souche 227 mais non exposé en surface et donc inaccessible aux
anticorps s'il n'y a pas rupture de la paroi rigide. La nature
chimique des déterminants 8B, 8C n'est pas connue, le glucose a été

déterminé comme constituant majeur de 8A.
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Methanospirillum hungatei JF1 et Methanogenium cariaci JRlc

complétent les souches étudiées. Toutes deux présentent en surface un
déterminant antigénique de nature protéique non détecté chez les
autres méthanogénes (CONWAY DE MACARIO et col., 1986).



TABLEAU XII

Concentration des coenzymes et des vitamines chez les méthanogénes

Acide folique <4 x 10

[ | Il
| compose | CONCENTRATION DANS LES CELLULES |
| | ENTIERES ( mol/g de poids sec) |
l I l
l | l
| Coenzyme M l 0,3 - 16 l
| Coenzyme F420 l 0,7 - 2,7 I
| Méthanoptérine | 0,7 - 1,3 |
| Coenzyme F430 | 0,2 - 0,8 |
| Méthanofurane | > 0,3 |
| Corrinoides | 0,1 - 4,0 |
| Acide nicotinique | 0,07 - 2,0 |
l Acide panthoténique | 0,02 |
| Riboflavine | 0,07 - 0,09 |
| Thiamine | 7 x 10 g |
| | ) |
| | |




BIOCHIMIE D E L A METHANOGENESE

I.- LES COENZYMES SPECIFIQUES

Les bactéries méthanogeénes se caractérisent par un certain
nombre de coenzymes spécifiques, mis en évidence uniquement chez ce
type bactérien avec des taux variables selon la souche étudiée
(Tableau XII). Ils jouent un rdle clé dans les mécanismes de
biosynthése du méthane a partir de composé monocarboné ou

d'acétate.

I.1.- Les corrinoides

Mise en évidence en quantité importante, la 5
hydroxybenzimidazoyl cobamide est la forme la plus répandue dans
les cultures pures de méthanogénes.

Le rdle précis des corrinoides est & ce jour inconnu. Leur
abondance dans la cellule laisse supposer une fonction majeure dans
la méthanogenése (KENEALY et col., 1981 ; POL et col., 1982).

1.2.- Le coenzyme F 420

Mis en évidence chez les méthanogénes a des taux variables
(Tableau XII), ce coenzyme isolé par TZENG et col. en 1975, jouerait
le rdle de transporteur d'électrons associé a différentes enzymes
hydrogénase, formate déhydrogénase, NADP-réductase, pyruvate

synthétase, o - cétoglutarate synthétase et carbone monooxide



FIGURE n® 19 : LES FORMES OXIDEES ET REDUITES OU COENZYMES F620
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déhydrogénase (WHITMAN, 1985). Son potentiel rédox est de Eo =
=373 mV. Sous sa forme oxydée, il émet une fluorescence
caractéristique et absorbe & 420 nm & pH neutre ou basique.

Sa structure compléte a été définie par EIRICH et col. (1978,
1979) a partir de Mb thermoautotrophicum (Fig. 19).

Fixé a un chromophore identique, 4 ou 5 résidus d'acide
glutamique, au lieu de 2, étaient mis en évidence sur le F 420

extrait de Methanosarcina barkeri (VAN BEELEN et col., 1983b).

Des recherches sur la biosynthése du coenzyme F420 ont montré

(JAENCHEN et col., 1984) que la guanine était & l'origine du noyau
pyrimidique de la déazaflavine, comme dans le cas des dérivés

'flaviniques. Methanobacterium thermoautotrophicum est marqué en
14

présence de (" C-2). Par contre, l'absence de marquage & partir de
guanine (MC-—8) suggére la libération d'un méthyl au cours de la

synthése (Fig. 20).

[.3.- La méthanoptérine MPT

Ses ressemblances biochimiques et structurales (Fig. 21) avec
1'acide folique sont parfaitement reconnues. Deux types de
méthanoptérines isolées de souches différentes Methanobacterium
thermoautotrophicum (KELTJENS et col., 1983) et Methanosarcina
barkeri (VAN BEELEN et col., 1984 a,b) avaient déja été remarqués
en C.L.H.P. (THOMAS, 1983), leur différence résultant uniquement en

un dérivé L-glutamyl de la méthanoptérine. Son rdle, sous sa forme
tétrahydrogénée H4MPT est majeur daﬁs les étapes intermédiaires de
réduction du C02 en CH4 (VOGELS et col., 1982). Différents composés
précédemment isolés : F342, GUNSALUS et WOLFE 1978 ; YFC yellow
fluorescent compound, DANIELS et col., 1978 ; KELTJENS et col.,
1983c ; FAF Formaldehyde activating factor, ESCALANTE-SEMERENA et
col., 1984ab, seraient vraisemblablement des composés dérivés de la
méthanoptérine, & savoir, respectivement, la 7 méthylptérine, la
méthényl-tétrahydrométhanoptérine et la tétrahydrométhanoptérine
(WOLFE 1985, WHITMAN 1986, KELTJENS 1986).



FIGURE n® 22 : STRUCTURE DU METHANOFURANE
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1.4.—- Le méthanofurane

Un facteur réduisant le Co, (CDR factor) a été découvert en
1982 par ROMESSER et WOLFE & partir d'extrait de Methanobacterium

thermoautotrophicum. Sa structure précise a été identifiée par LEIGHT

et col., 1983, 1984 (Fig. 22), la présence d'un cycle furanique
suggéra le nom de méthanofurane (MFR). L'incorporation de 14CO2
montrant 1'accumulation de formyl-méthanofurane en 1'absence de
méthanoptérine vérifierait 1'hypothése formulée par VOGELS que le
CDR factor ou MFR jouerait un rdle clé dans 1'étape initiale de la

méthanogenése.

I.5.- Le coenzyme M

Découvert en 1971 par Mc BRIDE et WOLFE, 1'acide mercapto 2-
éthane sulfonique ou coenzyme M se caractérise par sa petite taille,
sa teneur élevée en soufre, sa forte acidité et sa stabilité & chaud
en milieu acide.

Indispensable & la croissance de Methanobrevibacter

ruminantium souche Ml, il a été mis en évidence chez toutes les

autres méthanogénes testées (BALCH, 1979). Isolé sous différentes
formes dans la cellule (Fig. 23), il permettrait le transport de
groupement méthyl, associé au facteur F430 et formerait le
groupement prosthétique du complexe multienzymatique méthyl CoM
‘réductase (KELTJENS et col., 1982).

1.6.- Le coenzyme F430

Suite a des recherches de biosynthéses et des études
spectroscopiques, la structure du F430 est proposée (Fig. 24) par
PFALTZ et col. (1982). C'est un complexe nickel-tétrapyrrole, dérivé
tétra~-hydrogéné de la corphine. La position de l'atome de Ni

perpendiculaire au plan jouerait un rdle majeur dans la fonction
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biologique du coenzyme (ANKEL FUCHS et col., 1986). De couleur
jaune, non fluorescent, ce coenzyme présente une adsorption maximale
a 430 nm.

A la périphérie du chromophore, différents éléments ont été
détectés, liés par une liaison covalente : des acides aminés, des
résidus glucidiques, une chafne latérale identifide comme la
diméthyl-6,7-ribityl-8-tétrahydro-5,6, 7,8-lumazine (KELTJENS et col.,
1983a). Différents dérivés issus du F430 sont connus (WHITMAN et
WOLFE 1980, PFALTZ et col., 1985). KELTJENS et col. (1982) ont
identifié une molécule MF430 formée de l'association des deux
coenzymes CoM et F430 et constituant le groupement prosthétique de

la méthyl CoM réductase (rapport molaire = 1).

11.- MECANISME DE SYNTHESE DU METHANE

L'isolement et la découverte des différents co-enzymes cités
précédemment ont permis d'étudier et de définir leur rdle respectif
dans les différentes étapes de la méthanogenése. BARKER dés 1956
proposait un schéma reliant les différents substrats a un composé
méthylé commun permettant la synthése finale de méthane.

Ces réactions et leur interrelation ont été trés étudiées (VOGELS
1982 ; ESCALANTE SEMERENA, 1983 ; KELTJENS, 1984). Latfigure 25
présente un profil simplifié de la méthanogenése i partir du COZ’
montrant 1'intervention successive des co-facteurs (JONES et col.,

1985).

I1.1.- Formation du formylméthanofurane

L'utilisation de produits marqués et des études en RMN ont
montré que la réduction du C02 conduit a la formation de
formylméthanofurane (LEIGHT et col., 1985). Thermodynamiquement peu
favorable, cette réaction est possible grdce au couplage avec la
réaction (n° 6) libérant CH4 et coenzyme M, aucun autre mécanisme

d'activation n'a été mis en évidence (ATP non exigé).
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GUNSALUS et WOLFE en 1977, ROMESSER et WOLFE en 1982 ont
montré que la réduction du CO2 était stimulée d'un facteur 30 par
addition de CH3

appelée effet RPG, elle justifie la présentation cyclique du schéma

-S5-CoM. Cette activation de production de méthane est

global.

11.2.- Obtention d'un dérivé méthylé

La tétrahydrométhanoptérine a été identifiée et quantifiée chez
un grand nombre de bactéries méthanogénes (& 1'exception de

Methanospirillum hungatei) mais non détectée chez les Eubactéries

(JONES et col., 1985). La tétrahydrométhanoptérine jouerait un rdle
analogue & l'acide tétrahydrofolique présent chez les bactéries vraies
comme transporteur de radicaux monocarbonés. Le groupement formyl
du formylméthanofurane est d'abord réduit et transféré a la
méthanoptérine pour donner la méthényl-méthanoptérine. Deux étapes
complémentaires de réduction conduisent & la méthyl-méthanoptérine
(ESCALANTE SEMERANA 1984, KELTJENS et col., 1986).

I11.3.-~ Méthylation du CoM

L'enzyme catalysant cette réaction est la méthyltransférase,
elle assure l'échange du groupement méthyl entre la méthyl MPT et
le CoM. Elle a été mise en évidence  sur des cellules croissant sur
H2C02 mais aussi sur méthanol (SHAPIRO et WOLFE, '1980). A partir
d'une culture de Methanosarcina barkeri sur méthanol, VAN DER
MEIJDEN et col. (1983) ont montré que la méthylation du CoM exige
2+ 4'ATP. Le méthyl CoM a été

identifié comme le dérivé méthylé commun proposé dans le schéma de

la présence complémentaire de Mg

BARKER et apparafit actuellement comme le précurseur unique du

méthane, quelque soit le substrat de croissance.
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I1.4.- Synthése de méthane

La réduction du méthyl CoM en CH, est catalysée par le

complexe enzymatique méthyl CoM réductise.‘

Cette réaction fortement exergonique joue un rdle majeur dans
le métabolisme énergétique des bactéries méthanogénes. Ce processus
est couplé a la synthése d'ATP a partir d'ADP + Pi par un
mécanisme chimiosmotique indépendant des ions Na® (ROBERTON et
col., 1980, BLAUT et col., 1986). La formation d'ATP est possible
grdce a une ATP synthétase membranaire, et & un gradient de
protons électrochimiques trans-membranaires, cette pompe a protons
résultant du transfert d'e” de l'hydrogéne moléculaire au méthyl
CoM.

L'importance métabolique, la complexité de cette réaction ont
motivé de nombreux chercheurs a approfondir, A caractériser les
différents constituants mis en jeu

fraction protéique
Al, A2, A3, C

CH, - SCoM + H

- CH4 + CoM - SH
cofacteur composant B
FAD, ATP, Mg~ ,,
Les travaux de GUNSALUS et WOLFE 1980 sur Methanobacterium

thermoautotrophicum ont montré la présence de 3 composants A, B, C

3 2

obtenus par élution du complexe enzymatique sur chromatographie
d'échange d'ions (DEAE cellulose), ces trois fractions étant
complémentaires et indispensables & la déméthylation du méthyl CoM.

- le composant A (PM 500 000) de nature protéique a été lui-
méme résolu en trois fractions Al, A2, A3 associées au co-facteur FAD
(NAGLE et col., 1983).

La sous-unité Al est la mieux connue : stable a
l'oxygéne, elle présente une activité hydrogénasique dépendante du
coenzyme F420.

Le constituant A2, non coloré, résistant a l'oxygeéne,
est constitué d'une chafne polypeptidique de poids moléculaire
55 000. Son rdle est encore inconnu mais plusieurs hypotheéses ont été

proposées : il pourrait intervenir dans 1l'activation du systéme
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méthyl réductase par 1'ATP ou présenter une activité
méthylcobalamine coenzyme M méthylréductasique (ROUVIERE et col.,
1985).

Le constituant A3 est sensible a 1'oxygéne ; sa fonction
spécifique est inconnue.

- le composant B (PM 343) sensible & 1'oxygéne et aux acides,
est dépourvu d'acides aminés mais contient phosphate, sucre, azote
(WHITMAN, 1985). Il est indispensable & la réduction du CH3-S~C0M
avec H2 ou NADPH comme donneur d'électrons et a la réduction du
CO2 dépendante du CH3—S—C0M (ELLEFSON et col., 1980 - ROMESSER et
col., 1982 b). La structure de ce composé sous forme active a été
déterminée : il s'agit du 7 mercaptoheptanoylthréonine phosphate
HS-HTP (Fig. 26).

Son analogie structurale avec la pantéthéine 4 monophosphate,
entrant dans la composition du coenzyme A, laisserait suggérer
divers rdles possibles de ce coenzyme qui reste néanmoins & préciser
(NOLL et col., 1986).

- le composant C (PM 300 000) a été purifié et caractérisé par
ELLEFSON et WOLFE en 1981 a partir d'extrait de Methanobacterium

thermoautotrophicum. Cette protéine acide, stable a 1'oxygéne,

représente 12% des protéines solubles totales. Elle est constituée de
trois sous-unités de poids moléculaires respectifs 68 000, 54 000, 38
500 dans une stoechiométrie a 2, B2, v 2. Sa composition en acides
aminés révéle un rapport de 2 entre les acides aminés acides et
basiques et un rapport égal & 1,36 entre les polaires et les

apolaires.

Défini sur Mc voltae souche PS et Mb thermoautotrophicum

souche Marburg, l'ordre des génes codant les trois sous-unités de cet
enzyme est respectivement B3, v et a . Leur localisation étant treés
voisine, il pourrait constituer une seule unité de transcription
(KONHEISER et col., 1984)(Fig. 27).

La comparaison des structures primaires des sous-unités o sur
ces 2 souches a été réalisée aprés la détermination de la séquence
d'ADN des génes structuraux correspondants, une homologie élevée
voisine de 71% a été observée (SCHALLENBERG et col., 1986). Une
fréquence plus importante des bases adénine et thymine, guanine et

cytosine a été observée respectivement sur la souche mésophile et
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thermophile. ELLEFSON et col. en 1980 ont mis en évidence 1l'activité
méthyl CoM réductasique de ce composé. Le groupement prosthétique
de cet enzyme est constitué au moins de 2 moles des coenzymes M et
F430 (KELTJENS et col., 1982 ; ELLEFSON et col., 1982). La présence
caractéristique de nickel dans la composition du coenzyme F430 a
permis sa détection en résonance paramagnétique électronique. Les
formes Ni (I) ou Ni (III) étaient mises en évidence dans la méthyl
CoM réductase active isolée de Mb thermoautotrophicum (ALBRACHT et
col., 1986 ; ANKEL-FUCHS et col., 1986) et s'opposent & 1'état

d'oxydation (1I) du nickel sous forme libre dans la cellule.

Le composant C a été détecté chez d'autres méthanogénes
représentant les familles Methanococcaceae et Methanosarcinaceae. Sa

purification de Methanosarcina barkeri s'est avérée plus complexe

avec un rendement de 11% nettement inférieur au 50% obtenu avec les
autres souches. L'étape supplémentaire nécessaire a la purification a
révélé une protéine étroitement liée au composant C qui pourrait
constituer une quatriéme sous-unité de PM 56 000. L'addition de cette
protéine n'était pas indispensable mais permettait de retrouver
l'intégralité de 1'activité enzymatique du systéme méthylréductase
(HARTZELL et WOLFE, 1986). Deux protéines analogues ont été mises

en évidence chez M. thermoautotrophicum et pourrait intervenir dans

la réduction des dithiols permettant le dosage in vitro de 1'activité
réductasique en 1'absence du composant A (ANKEL-FUCHS et col.,
1986).
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TABLEAU XIII

4 Origine des souches utilisées et substrats de croissance
() isolée 3 la Station de Technologie Alimentaire - I.N.R.A. -

| l | [ Temp. de |
GENRE | ESPECE | SOUCHE | N° DSM | croissance | SUBSTRATS
| | l | (ec) |
| o v |
*
Methanobacterium | formicicum | M4 | - 35 | HZ/COZ' formate
| I l | I
| thermoautotrophicum | AH v | 1053 | 65 | HZ/COZ
| | tese | - | 65 | H,/c0,
I | Marburg | 2133 | 65 | Hz'/co2
I | R |
| thermoformicicum | FF | — 55 | HZ/COZ' formate
; e
Methanobrevibacter | arboriphilicum | Az | 764 | 35 | 4 /co
| | oW1 | 1125 | 35 | HZ/COZ
| ety |
Methanospirillum | hungatei | JF1 | 864 | 35 | HZ/COZ
| i sy |
acétate,
Methanosarcina | barkeri | s | 800 | 35 | méthanol, méthylamines, H_/CO
| | 3 | 805 | 35 | acétate, méthanol, méthylamines
| | uss | 1311 35 | acétate, méthanol, méthylamines
l | 227 | 1538 | 35 | acétate, méthanol, méthylamines
| | FR1 | 2256 | 35 | méthanol
| | ] |
| mazei | me3 e 35 | acétate, méthanol, méthylamines
| | -6 | 2053 | 35 | acétate, méthanol,.méthylamines
| | I | |
| thermophila | ™1, | 1825 | 55 | acétate, méthanol; méthylamines
[ sp. | msT = | 2905 | 55 | acétate, méthanol, méthylamines
| sp. | cHTISS | 2906 ‘ 55 | acétate, méthanol, méthylamines
| | I | |
| vacuolata l | 1232 | 35 | acétate
: e
Methanothrix | soehngenii | Opfikon | 2139 | 35 | acétate
| concilii | GP6,, | | 35 | acétate
Sp. E 3013 a5 acétate
| sp ] l | acé
| I | | |
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I1.- TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES

I.1.- Culture de masse en milieu liquide

Le besoin constant, durant ces travaux, de cultures
microbiennes en cours de croissance a nécessité le maintien d'un
stock de cultures réguliérement renouvelé et représentatif des deux
classes majeures de méthanogénes : hydrogénophiles et acétoclastes
(Tableau XIII).

Les techniques anaérobies de HUNGATE modifiées par MILLER et
WOLIN (1974) ont été utilisées pour la préparation des milieux et des
cultures bactériennes car ces derniéres sont extr@mement sensibles a
l'oxygéne. Le milieu de base utilisé est le BCYT décrit par TOUZEL
et ALBAGNAC (1983),sa composition est détaillée en annexe 1.
L'ensemencement des essais est réalisé & 2% (v/v) & partir d'une
préculture sur le méme substrat : acétate de sodium (50 mM),
méthanol (20 mM), méthylamines (20 mM), mélange gazeux H2/C02
(80/20, 1lAtm).

1.2.- Suivi de la croissance bactérienne : mesure de la production

de méthane

Un volume déterminé de gaz sous pression est prélevé a l'aide
d'une seringue munie d'une valve. L'injection directe dans un
chromatographe en phase gazeuse munie d'un intégrateur de type
Intersmat ICR-1B permet une analyse qualitative et quantitative par
corrélation directe avec une courbe d'étalonnage (surface en fonction
de la quantité de méthane injectée). Les conditions de
chromatographies sont les suivantes

- chromatographe : PYE UNICAM GCD

- détecteur a conductivité thermique

- gaz vecteur : Hélium 2 bars, 50 ml/mn

- colonne : acier inox 4 mm x 3 m, remplie de Porapak S

- température de la colonne : 50°C

- température de l'injecteur : 60°C
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- température du détecteur : 100°C

Le volume d'injection est de 1 ml.

11.- TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

I1.1.- Dosage des protéines

La concentration en protéines a été déterminée par coloration
au bleu de Coomassie selon la méthode de Bradford (1976) avec
1'albumine sérique (SIGMA) comme étalon.
I1.2.- Analyse de la composition en acides aminés

L'analyse des acides aminés a été réalisée par le laboratoire
de P. SAUTIERE (C.N.R.S. UA 409) selon le protocole publié par B.
LAINE et col. (1984).
11.3.~ Dosage des sucres

La composition molaire en monosaccharides a été déterminéde
aprés méthanolyse dans le méthanol - HCl 0,5 M anhydre a 80°C
pendant 16 heures, suivie d'une dérivation par l'anhydride
trifluoroacétique selon la méthode de ZANETTA et col. (1972).

I1.4.- Electrophoréses en gel de polyacrylamide

- En conditions dénaturantes, les électrophoréses en gel de

polyacrylamide-SDS 1 g/1 ont été réalisées selon la méthode de
Laemmli (1970-1973) pour le protocole expérimental et selon les
propositions de KERCKAERT (1978) pour la réalisation en plaques

verticales. Nous avons utilisé soit un gel de séparation isocratique
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(10%) soit un gradient de 7 a 15% avec dans les deux cas un gel de
concentration (5%). Les échantillons ont été repris dans un tampon
de lyse (Tris-HCl 3M pH 8,9 ; 5% SDS ; 5% B-mercaptoéthanol ; 20%
glycérol) a raison de 16 mg de cellules séches par ml. Avant dépdt
(teneur en protéines 2 mg/ml) les mélanges ont été portés a 100°C
pendant 2 minutes. Aprés migration, les plaques ont été colorées
pour la révélation des protéines soit par le mélange isopropanol
(25%), acide acétique (10%), bleu de Coomassie R 250 (0,02%) pendant
2 h., puis décolorées en présence d'acide acétique (10%), soit avec
une sensibilité supérieure par la coloration au nitrate d'argent
(MOLLISEY, 1981). Pour la mise en évidence des glycoprotéines, les
gels sont révélés par coloration au réactif de SCHIFF aprés oxydation
périodique. La détermination du poids moléculaire des différentes
bandes protéiques a été définie grdce aux kits de calibration de
haut et bas poids moléculaire (Pharmacia Chemicals). L'intensité des

bandes protéiques a été obtenue avec le densitomeétre LKB.

- En conditions non dénaturantes, le protocole expérimental est

identique aux conditions précédemment citées en l'absence de SDS.
L'échantillon protéique a été ajusté 4 une concentration de 2 mg/ml
dans le tampon d'électrophorése. Aprés découpage de la bande
protéique et son mélange homogéne avec de l'acrylamide 10%,

1'électroélution est réalisée avec le méme tampon 20 heures a 60 mA.

- Le point iso-électrique de la protéine a été déterminé par

électrofocalisation sur plaques de gels d'ampholines LKB (3,5 < pHi <
9,5). Aprés élimination compléte des ampholines, les protéines ont été
colorées au bleu de Coomassie, le gradient de pH étant déterminé par

découpage et élution de bandes de 0,5 cm.

11.5.- Chromatographies

- La chromatographie d'exclusion sur gel a été réalisée sur

Ultrogel ACA 34 (IBF) qui permet une séparation linéaire entre 20 et
350 Kdaltons. Le tampon de stabilisation et d'élution est le Tris-HCl
(25 mM), NaCl (0,1 M), pH 7,2. Les dimensions de la colonne sont de
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85x3cm avec un débit de 18 ml/h/cmz. Selon les essais de
purification, nous avons déposé le surnageant aprés polytronage des
cellules bactériennes ou le surnageant obtenu aprés lyse cellulaire &
la presse de French (130 000 KPa).

- La chromatographie d'échange d'ions a été réalisée sur une
colonne DEAE-TRISACRYL M (IBF) 7x3cm. Le débit est de 14 ml/h/cmz,
le gel est stabilisé dans le tampon Tris-HCl 25 mM pH 7,2, 1'élution

se fait par un gradient continu en NaCl de 0 & 0,25 M.

- L'éluat des colonnes chromatographiques a été analysé a une

longueur d'onde de 280 nm grédce au détecteur continu LKB. Toutes
les mesures de densité optique et les tracés de spectres UV-visible
ont été réalisées sur un spectrophotométre UVIKON modéle 810 en cuve

de quartz de 1 cm.

- La chromatographie liquide haute performance a été réalisée

sur un chromatographe Waters muni

- d'un injecteur automatique WISP

- de deux pompes 6000 A couplées a un programmateur de
gradient M 660

- d'un systéme de colonne & compression radiale RCS

- d'un détecteur UV-visible & variation continue de

longueur d'onde modéle M 450

* Coenzyme F 430

La séparation des coenzymes et la détection du coenzyme
F 430 a été possible sur une Lichrosorb RP 18 (10 pm) Merck. Aprés
déprotéinisation de 1'échantillon par addition de méthanol 80%
bouillant et refroidissement dans la glace 30 min., le surnageant de
centrifugation contenant le groupement prosthétique soluble a été
identifié selon la méthode de VAN BEELEN et col. (1983), une solution
étalon de F 430 nous servant de référence (THOMAS, 1983).
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* Coenzyme M

La colonne en phase inverse C18 Waters a été utilisée
ainsi que le contre-ion Pic A (tétra butyl ammonium Phosphate) pour
la séparation des dérivés du méthyl co-enzyme M. La phase mobile
est composée des solutions A : méthanol-eau 10%-pic A et B
méthanol-eau 30%-pic A. Aprés 5 minutes du mélange A (90%)-B (10%),
un gradient de forme concave en 10 min. permet l'obtention d'une
phase mobile composée de A (70%) B (30%). La longueur d'onde de
détection est 204 nm. Une solution de sel de sodium de l'acide

mercapto 2-éthane sulfonique Merck & 1 g/l nous sert d'étalon.

I1.6.- Ultracentrifugation différentielle

L'ultracentrifugeuse Kontron modéle T-2060 (rotor TFT6538) a été
utilisée a des vitesses différentes (12 000xg, 50 0COxg, 110 00Oxg,
200 000xg) et des temps de 60 et 120 min. permettant une analyse

qualitative directe des surnageants de centrifugation en PAGE.

I11.- TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES

111.1.- Obtention des séra immuns

L'ensemble des travaux a été réalisé avec des anticorps
polyclonaux obtenus sur des lapins.

a.- Les cellules entiéres des souches utilisées ont été injectées
dans le coussinet plantaire selon le protocole de CONWAY DE MACARIO

et col. (1981). Dans le cas de Methanothrix FE, nous avons

également préparé des immunséra par hyperimmunisation intra-
veineuse classique.

b.- Les lysats cellulaires de Methanosarcina mazei ont été

obtenus par passage & la presse de French. La protéine ou ses
sous-unités ont été préparées par découpage et broyage des bandes

de gel polyacrylamide-SDS en suspension dans le tampon Tris
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(0,05 M) glycine (0,38 M) pH 8,3. La teneur en protéine de ces
préparations antigéniques a été ajustée a 200 pg/ml. L'émulsion
antigénique a été obtenue en mélangeant 1 ml de solution, 1 ml

d'adjuvant complet de Freund et 5 mg de Mycobacterium butyricum

lyophilisé. Les lapins ont été immunisés par injection intra-dermique
en 40 points dorsaux. La réponse immunitaire a été stimulée par
injection intra-musculaire simultanée de 1 ml de vaccin anti-
coquelucheux. Aprés un rappel 5 semaines plus tard en présence
d'adjuvant incomplet de Freund, le sang est collecté aprés 4

semaines par ponction intra-cardiaque.

111.2.- Analyses immunologiques

111.2.1.- Immunofluorescence indirecte (IFI)

Selon la morphologie de la bactérie étudiée (bacilles, filaments
ou sarcines) deux protocoles différents ont été utilisés pour la
réaction d'IFl. L'expérience montrant qu'il est impossible de fixer
les sarcines sur lame, les différentes étapés de la réaction
antigénique ont été réalisées en tube épendorf, l'intensité de la
fluorescence étant lue aprés dépdt des cellules entre lame et lamelle.

Aprés traitement des cellules bactériennes au formaldéhyde 4%
en tampon NaCl (8,5 g/l1) puis lavages dans une solution de PBS
(NaCl 7,65 g ; Na,HPO, 12H,0 1,82 g ; KH,PO, 0,21g qsp 1 000 ml),
la réaction d'IFI a été réalisée sur une suspension ajustée a une
D.0. de 0,1. Dans le cas des bactéries agrégées de type sarcine, le
pré-traitement est réalisé dans 1l'acétone pur ce qui permet
d'éliminer toute fluorescence naturelle. Le protocole de CONWAY DE
MACARIO et col. (1980) a été utilisé pour les réactions antigénes-
anticorps, avec des immunséra titrés et de l'immunsérum de chevre
anti-IgG de lapin marqué au fluoroisothiocyanate (CAPPEL, 3 mg de

fluorescéine/g de protéine).

I11.2.2.- Techniques d'immunoprécipitation

L'immunodiffusion double, les immuno-électrophoréses mono- et
bidimensionnelles ont été utilisées dans nos essais selon les
techniques classiques de OUTCHERLONY (1949), GRABAR et WILLIAMS
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(1953), CLARKE et FREEMAN (1968). Les extraits antigéniques sont en
tampon véronal (0,05 M) pH 8,2 et obtenus aprés polytronage de
cellules 2 min. a faible vitesse, ou aprés lyse par passage a la
presse de French (130 000 KPa).

111.2.3.- Immunodétection sur nitrate de cellulose ou

"immunoblotting"

De mise au point plus récente (TOWBIN et col., 1979), cette
technique trés performante permet le repérage d'antigénes a partir
d'électrophorése en gel de polyacrylamide. Aprés transfert des
bandes protéiques sur feuille de nitrocellulose (4 heures, 0,3A/60V),
les antigenes ont été révélés a l'aide des immunséra dilués et un
sérum de chévre anti~-Ig de lapin conjugué a la péroxidase de radis

noirs (Annexe 2).

IV.- LA MICROSCOPIE

IV.1.- La microscopie en UV-visible

Toutes les observations en contraste différentiel ont été faites
avec un microscope Nachet NS 400. Les examens en immunofluorescence
ont été effectués avec un LEITZ-ORTHOPLAN.

IV.2.- La microscopie électronique

Pour nos essais, toutes les cellules ont été fixées directement
dans les flacons de culture pour une meilleure préservation des
conditions d'anaérobiose. Cette fixation in situ améliore
considérablement la qualité des images obtenues.

Dans le cadre des observations de routine, la fixation des
cellules a été réalisée en 1 heure dans le tampon cacodylate
(0,07 M) pH 7,3 contenant de la glutaraldéhyde (1,2% w/v) et du
rouge de ruthénium (0,05% w/v). Aprés lavage en cacodylate 0,07 M
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- rouge de ruthénium 0,05%, les échantillons ont été préfixés dans 1%
0504, cacodylate 0,07 M et rouge de ruthénium 0,05%. Aprés inclusion
& Epon, les sections ultra-fines ont été colorées avec de 1'acétate
d'uranyle (2% w/v) dans de 1'éthanol (50% w/v) puis avec du citrate
de plomb selon la méthode décrite par REYNOLDS (1963).

Les colorations d'immunomarquage & l'or ont été réalisées sur
les bactéries préalablement fixées en tampon PBS (tampon phosphate
50 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM) contenant 4% w/v de formaldéhyde et
0,1% w/v de glutaraldéhyde. Elles sont ensuite incluses en lowicryl
KiM selon la méthode de ROTH et col. (1981). La préparation de la
protéine A marquée a l'or (5 nm) a été faite selon la technique de
SLOT et GEUZE (1985) permettant l'immunodétection des coupes ultra-
fines. Des contrdles négatifs ont été effectués en parallele, en
présence unique soit de la protéine A marquée & l'or ou des
anticorps.

Toutes les observations ont été exécutées sur un microscope
électronique HITACHI HU 12 A.



1ERE PARTIE

ANALYSE NUMERIQUE DES PROFILS PROTEIQUES TOTAUX
APPLIQUEE AUX BACTERIES METHANOGENES

NB : Les figures de la partie ""Résultats' ont été regroupées & la fin
de ce mémoire.
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ANALYSE NUMERIQUE DES PROFILS PROTEIQUES TOTAUX APPLIQUEE AUX
BACTERIES METHANOGENES

Parfaitement reconnue chez les Clostridia, ol deux souches qui
présentent une homologie ADN/ADN supérieure & 80% montrent
habituellement des profils protéiques identiques (JONES et col., 1984),
cette méthode a été utilisée en taxonomie pour de nombreux autres
genres bactériens (KERSTERS et col., 1980).

Nous avons utilisé 1'électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS
gradient 7 -—+'15% sur un certain nombre de souches représentatives
des bactéries méthanogénes avec deux objectifs majeurs

- vérifier la validité de la méthode par comparaison avec la
classification de.référence établie par BALCH 1979.

- apporter un critére taxonomique complémentaire &
l'identification de nouveaux isolats obtenus au laboratoire par ].P.
TOUZEL.

1.~ LES PROFILS ELECTROPHORETIQUES

La concentration en protéine a été estimée par turbidimétrie
aprés précipitation des protéines par l'acide trichloroacétique. En
effet, des interférences importantes sont observées avec les
techniques classiques de dosages des protéines (LOWRY, BRADFORD).
Elles sont probablement dues & la présence de SDS et B-
mercaptoéthanol a des taux élevés dans le tampon de lyse. Le
gradient 7 > 15% a été choisi pour une meilleure interprétation des
résultats car il permet l'obtention de bandes fines et échelonnées sur
toute la longueur du gel pour des poids moléculaires apparents
compris entre 90 000 et 13 000.
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Des essais préliminaires de lyse a chaud ont montré que le
temps n'intervenait que sur la concentration finale en protéines
solubles et qu'aprés 10 min., celle-ci n'augmentait plus. Nous avons
donc retenu les conditions suivantes : 15 minutes a 100°C.

La simple observation visuelle des gels apporte des
renseignements intéressants pour la comparaison ou le regroupement
rapide des souches (Fig. 29 & 30, p. 81).

- Nous pouvons différencier facilement les profils
représentatifs des bactéries hydrogénophiles par un nombre élevé de
bandes protéiques spécifiquement vers les bas poids moléculaires.
Trés fines elles présentent toutes une méme intensité de coloration.

-~ Les profils caractérisant les bactéries acétoclastes
s'identifient par la présence de quelques bandes majeures
principalement situées dans les poids moléculaires moyens. Parmi
celles-ci figurent les 3 bandes S1 : 68 000, S2 : 43 200, S3 : 30 500
daltons qui seront plus précisément étudiées dans la seconde partie
de ce travail.

- L'influence du substrat de croissance sur le profil
protéique cellulaire n'est pas toujours flagrante. Cependant, chez M.
barkeri, le profil sur acétate est tres différent de ceux obtenus

aprés culture sur méthanol, méthylamines ou HZ/COZ'

I1.- OBTENTION DU TABLEAU DE DONNEES

Les densitogrammes représentatifs des différents profils
électrophorétiques ont permis de quantifier les distances de migration
et l'intensité de chaque bande protéique.

L'addition d'un étalon interne utilisé par KERSTERS et DELEY
(1975) n'a pas été retenu dans notre étude pour ne pas alourdir les
profils, (le nombre de bandes avoisinant parfois les 40) et pour ne
pas avoir de superpositicn avec une protéine de 1'échantillon.

L'analyse des différents profils électrophorétiques nous a conduit &
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définir une échelle de 80 intervalles représentant une fourchette de
poids moléculaire définie logarithmiquement sur un écart total de
90 000 & 13 000 daltons.

Chaque gel a été standardisé grdce a des témoins externes de
bas et haut P.M. A partir de ce premier étalonnage, la masse
moléculaire moyenne de bandes caractéristiques et communes a un
grand nombre de souches a été déterminée. Ces bandes ont ensuite
été utilisées comme étalon interne afin de corriger les défauts de
chaque échantillon.

Le tableau de base (Annexe 3) présente le profil
électrophorétique de chaque souche "i'" ol les bandes caractérisées
par leur intensité "X(i,j)" (hauteur de pic mesurée) figurent dans
une colonne précise en fonction de leur PM "j". L'analyse numérique
est réalisée sur un tableau de données ou toutes les hauteurs de
pics sont normalisées selon le rapport X(i,j)/ £ Xj. Selon nos essais,
nous avons modifié le tableau de contingence en supprimant ou des
individus, ou des variables, afin d'étudier les implications

taxonomiques de différents parametres.

II1.- ANALYSE NUMERIQUE

I11.1.~ Choix de la matrice 18x64

Cette matrice est constituée des 18 souches étudides cultivées
sur leur substrat préférentiel (Hz/CO2 ou acétate) pour éviter toute
influence du substrat. Les bandes présentes chez un seul individu ou
tres faibles ont été négligées, ce qui a conduit & 64 bandes

protéiques significatives.

111.1.1.- Matrice des coefficients de corrélation de PEARSON

Nous différencions facilement deux groupes majeurs, les
Méthanomicrobiales et les Méthanobactériales sur le diagramme obtenu
a partir de la matrice de corrélation (Fig. 31, p. 82). Sur la base

plus fine d'une similitude supérieure a 50% trois phénons
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s'identifient, le premier regroupant les 9 souches de Methanosarcina,

le second les souches de Methancbrevibacter et le dernier les souches

de Methanobacterium. Au groupe des Methanosarcina se joint ensuite

Methanothrix sp FE puis, avec une similitude de 35% Methanospirillum

hungatei JFl. Malgré sa croissance sur H2C02, cette derniere est
relide aux Méthanomicrobiales, confirmant la classification de BALCH

(1979). Methanosarcina vacuolata ne présente aucune relation

spécifique ni avec les Méthanomicrobiales, ni avec les
Méthanobactériales et se différencie du groupe homogéne formé par

les bactéries du méme genre.

111.1.2.- Analyse en composante principale - ACP -

L'ACP conduit & l'obtention de 6 axes principaux qui
supportent 68% de 1l'inertie totale du nuage de points. Les
coordonnées des points sur chaque axe pris deux par deux nous
permettent d'apprécier la position relative des points dans l'espace
(Fig. 32, p. 83).

- L'axe 1 différencie deux groupes : les méthanogenes
hydrogénophiles et les méthanogénes acétoclastes.

- L'axe 2 montre une individualisation trés nette de

Methanosarcina vacuolata (L) par rapport aux autres sarcines

étudiées.
- Sur l'axe 3, cette mé&me observation est constatée pour

Methanothrix soehngenii FE (A).

- L'axe 4 sépare les souches codées 4 et 5 représentantes du

"genre Methanobrevibacter mais aussi, et a. 1'opposé, Methanospirillum
g PP P

hungatei JF1 (6). Les autres souches hydrogénophiles forment un
groupe compact au centre n'apportant aucune précision taxonomique

complémentaire. Parmi les Methanosarcina aucun regroupement n'est

visible sur l'axe 4.
- L'axe 5 sépare les hydrogénophiles regroupant d'une part les

Methanobacterium thermoautotrophicum (2, 3) et Methanobacterium

formicicum (1), et d'autre part Methanobacterium thermoformicicum

(7), Methanobrevibacter arboriphilus (4, 5) et Methanospirillum
hungatei (6).

- L'axe 6 différencie les thermophiles des autres sarcines.
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Les Methanosarcina barkeri se caractérisent par 1l'absence

d'uniformité. Cette différenciation est trés nette pour la souche 227

(J). A l'opposé, les groupes Methanosarcina mazei (E, F) et

Methanosarcina thermophila (B, C, D) sont toujours trés compacts,

quelque soit 1l'axe étudié.

Il est a remarquer sur chaque axe, des bandes
caractéristiques, si les variables sont positionnées dans l'espace des
individus (Fig. 33, p. 83). En effet, dans cet espace les variables
étant normées, celles qui sont proches d'un cercle de rayon 1 centré
sur l'origine sont bien représentées, et deux variables proches l'une
de 1'autre sont bien corrélées. Ainsi V 33 et V 49 sont toutes deux
bien représentées sur l'axe 1 ou elles sont trés voisines. Nous
pouvons donc admettre que ce sont deux bandes trés caractéristiques
des acétoclastes par opposition avec les bandes V 51 et V 77 qui
caractérisent les hydrogénophiles sur ce méme axe, ces bandes V 33
et V 49 correspondant aux sous-unités S3, S2 de la protéine qui fait
l'objet de la seconde partie de cette these.

De méme, la seule bactérie possédant a la fois les bandes V 07

et V 10 est Methanosarcina vacuolata.

I11.1.3.- Analyse hiérarchique ascendante

Différents critéres d'agrégation en analyse hiérarchique ont été
utilisés afin de comparer les arbres et les regroupements avec les

résultats obtenus précédemment.

11I1.1.3.1.- Maximisation gt_x moment centré d'ordre 2_

d'une partition Méthode de Ward

Au niveau 0,45, l'arbre obtenu (Fig. 34, p. 84) met en
évidence quatre groupes distincts dont deux principaux constitués de
la plupart des hydrogénophiles et des acétoclastes. Les deux autres
groupes sont constitués d'une part des trois souches

Methanospirillum hungatei (6), Methanosarcina vacuolata (L) et

Methanosarcina barkeri 227 (]J), et d'autre part de Methanothrix sp.

FE (A). Il est & remarquer que les souches s'agrégeant les premiéres

sont d'abord les deux souches de Methanosarcina mazei (E, F), puis

les Methanosarcina thermophiles (B, C, D). Les regroupements les
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plus proches s'observent ensuite entre les Methanobrevibacter

arboriphilicus (5, 4) et les Methanosarcina barkeri MS (H) et UBS
(I).

Methanothrix sp. FE (A) s'agrége plus rapidement avec les

Methanosarcina qu'avec les bactéries de morphologie bacillaires et

hydrogénophiles. Nous pouvons observer la liaison de Methanosarcina

barkeri 227 (]J) et de Methanospirillum hungatei JF1 qui rejoignent

ensuite Methanosarcina vacuolata (L). Ces trois souches ont une

position intermédiaire vis & vis des deux groupes majeurs.

111.1.3.2.- Minimisation Q moment centré d'ordre g_ des

classes
Au niveau 0,7, nous pouvons distinguer quatre groupes
principaux (Fig. 35, p. 84)
- le premier regroupant la majorité des Méthanomicrobiales
étudiées ou se distinguent 3 sous-groupes. Les Methanosarcina
barkeri MS (H) et UBS (1), les Methanosarcina thermophiles (D, C,

B) avec une trés grande identité entre les souches, et les

Methanosarcina mazei (E, F) assocides & Methanosarcina barkeri 3
(G).

- le second groupe est hétérogéne et l'on y retrouve

l'association Methanospirillum JF1 (6), Methanosarcina barkeri 227

(J) et deux hydrogénophiles thermophiles Methanobacterium
thermoautotrophicum AH (2) et Methanobacterium thermoformicicum
FTF (7).

- - le troisiéme groupe montre quatre souches regroupées deux a

deux les Methanobrevibacter arboriphilicus AZ, DH1 (4, 5) et les

Methanobacterium thermoautotrophicum TCSE (3) et formicicum M4 (1).

~ le groupe 4 est formé des deux souches Methanothrix

soehngenii FE (A) et Methanosarcina wvacuolata (L).

Nous pouvons remarquer, une agrégation trés rapide des
souches, selon ce critére les quatre regroupements majeurs sont
formés avec une distance normée inférieure a 0,3. Malgré des
regroupements toujours vérifiés, nous observons quelques associations

assez "insolites', plus spécifiquement parmi les Méthanobactériales.
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[11.1.3.3.- Minimisation de la distance moyenne entre les

classes
Comparativement & 1'arbre précédent, l'ensemble des
regroupements montre une distance normée supérieure a 0,5 a

l'exception des Methanosarcina mazei (E, F), des 3 sarcines

thermophiles (D, C, B) et des Methanobrevibacter arboriphilus DH1

(4), AZ (5)(Fig. 36, p. 85). Nous retrouvons avec cette analyse les
deux clusters majeurs composés des Méthanobactériales et des
Méthanomicrobiales, se distinguent & nouveau les quatre souches

Methanospirillum hungatei JF1 (6), Methanosarcina barkeri 227 (]),

Methanothrix soehngenii FE (A) et Methanosarcina vacuolata (L) dont

la position taxonomique précise est assez confuse. Parmi les
Méthanobactériales, la souche FTF malgré son appartenance au genre

Methanobacterium se relie plus vite au genre Methanobrevibacter.

Parmi les Méthanomicrobiales, nous retrouvons les

Methanosarcina mazei (E, F) agrégées aux sarcines thermophiles (B,

C, D), puis aux deux souches de Methanosarcina barkeri MS (H), et

UBS (I) qui se différencient de Methanosarcina barkeri 3 (G).

L'ensemble de ces souches forme un cluster & une distance normée

voisine de 0,65.

111.1.3.4.- Minimisation de la variance des classes

a

L'arbre obtenu (Fig. 37, p. 85) dissocie & nouveau
l'ensemble des Méthanomicrobiales et les Méthanobactériales. Avec une
courte distance normée, nous retrouvons a l'intérieur des
Méthanomicrobiales : les sarcines thermophiles (D, C, B), les

Methanosarcina mazei (F, E) et les Methanosarcina barkeri (H, 1I).

Quatre autres souches classées parmi la famille Methanosarcinaceae,
d'apres la classification de BALCH 1979, s'associent aux sarcines

précédemment citées avec successivement Methanosarcina barkeri 3

(G), Methanothrix sp. FE (A), Methanosarcina barkeri 227 associé a

Methanospirillum hungatei JF1 et Methanosarcina vacuolata (L).

A 1'intérieur du groupe des Méthanobactériales, les deux
souches AZ (5) et DH1 (4) s'agrégent trés vite formant un cluster

avec FTF Methanobacterium thermoformicicum (7). Le second cluster

est constitué de l'association des souches de Methanobacterium

thermoautotrophicum TC5E (3), aH (2) et formicicum M4 (1).
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II1.1.3.5. Conclusion
Les quatre critéres d'agrégation étudiés en analyse
hiérarchique mettent en évidence des constances
- A l'intérieur des Méthanomicrobiales s'agrégent toujours trés
rapidement les trois sarcines thermophiles (CHTI 55, MST, TMl) ; les
deux Methanosarcina mazei (S6, MC3) et M. barkeri (MS, UBS) puis,

plus tardivement, la souche 3. Les autres souches d'espece barkeri
représentées dans cette étude ont une position taxonomique plus

confuse notamment Methanosarcina barkeri 227 et Methanosarcina

vacuolata.
En accord avec les résultats de STACKEBRANDT et col. (1982)

s

précisant l'appartenance de Methanothrix a la famille des

Methanosarcinaceae, nous retrouvons la souche codée A trés vite

relide au groupe des sarcines. Methanospirillum hungatei JF1 présente

une affinité plus grande avec Methanosarcina barkeri 227, elles se

relient ensemble quelque soit le critere d'agrégation.

- les Méthanobactériales, a l'exception du critére d'agrégation
2 (minimisation du moment centré d'ordre 2 des classes), forment un
groupe homogéne avec des distances normées étroites entre d'une part

les Methanobrevibacter arboriphilus AZ et DH1, entre d'autre part les

deux souches Methanobacterium thermoautotrophicum TC5E et

Methanobacterium formicicum M4 qui s'associent respectivement a

Methanobacterium thermoformicicum FTF. et Methanobacterium

thermoautotrophicum AH.

En excluant le critére 2, les clusters obtenus en analyse
hiérarchique parmi les Méthanobactériales ont été a trois reprises
identiques mais pas exactement conformes a la classification de
référence BALCH 1979 et aux regroupements obtenus en analyse
binaire (coefficient de PEARSON) et en analyse en composante

principale.

I11.2.- Choix de la matrice 18x77 : analyse hiérarchique ascendante

- maximisation du moment centré d'ordre 2

Cette matrice tient compte de l'ensemble des bandes observées,

méme si elles sont trés faibles ou présentes chez une seule souche.
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L'analyse hiérarchique ascendante a été effectuée par
maximisation du moment centré d'ordre 2 d'une partition. L'arbre
obtenu (Fig. 38, p. 86) ne modifie pas les principaux clusters
acquis & partir d'une matrice 18x64.

Les différences observées se situent principalement aux
distances de jonction. Nous pouvons noter également que

Methanosarcina barkeri 3 (G) s'agrége plus rapidement avec les

Methanosarcina mazei (E, F) et que, contrairement aux arbres

A

précédents Methanosarcina barkeri 227 (]) se relie d'abord a

Methanosarcina vacuolata (L) puis & Methanospirillum hungatei JF1

(6). Les 13 variables supprimées n'ont pas changé la ligne générale
des arbres obtenus aprés analyse hiérarchique suivant les trois

critéres d'agrégation précédemment retenus.

I11.3.- Choix de la matrice 42x77 : étude de 1l'influence du substrat

La matrice étudiée comporte 42 individus représentatifs d'un ou

plusieurs essais des souches hydrogénophiles cultivées sur HZ/CO et

2
des souches acétoclastes sur différents substrats : acétate, méthanol,

méthylamines, et 1-12/(202 pour Methanosarcina barkeri MS. Les 77

variables correspondent a 1l'ensemble des intervalles de PM a
l'exception des variables V 72, V 43, V 15 caractérisées par une

absence de bande quelque soit la souche.

I11.3.1.- Analyse-en composante principale .

Deux combinaisons des axes (1-2) et (3-4) sont présentées dans
notré étude (Fig. 39, p. 86 & 87). L'axe 1 permet de discriminer les
bactéries cultivées sur hydrogéne et un grcupe relativement homogéne
formé des bactéries acétoclastes sur les différents substrats. La

culture sur H2/C02 de Methanosarcina barkeri MS déplace nettement

sa position vers les hydrogénophiles.

La croissance sur méthanol montre un nuage de points assez
étendu, qui différencie trés bien les souches mazei S6 (E), MC3 (F)
et barkeri MS (H), UBS (1) et 227 (]). Les profils électrophorétiques
des souches thermophiles sur ce mé@me substrat sont peu différents

des souches homologues cultivées sur acétate. Si l'on excepte
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Methanothrix (A) et M. barkeri 227 (]J) discriminées par l'axe 2,

toutes les souches cultivées sur acétate forment un nuage trés
homogéne.

Les souches cultivées sur méthylamines sont réparties le long
de l'axe 1 et proches de l'origine sur 1l'axe 2. Ce nuage allongé
reste peu éloigné des souches sur acétate. Quoique moins
représentatif car trés centré au point origine des axes 3 et 4, nous
retrouvons le regroupement des souches selon leur substrat de
croissance : acétate, méthanol, méthylamines mais la position des

hydrogénophiles n'est pas représentative dans ce cas.

I11.3.2.~ Analyse hiérarchique ascendante - maximisation du

moment centré d'ordre 2 d'une partition

L'on distingue deux groupes majeurs : les Méthanobactériales
et les Méthanomicrobiales (Fig. 40, p. 87).

- A l'intérieur des Méthanobactériales, la répartition des
souches est identique a celles précédemment obtenues avec les
matrices 18x64 ; 18x77 différenciant trois sous—classes constituées des

Methanobacterium, des Methanobrevibacter et de la souche

Methanobacterium thermoformicicum FTF.

- A l'intérieur des Méthanomicrobiales, une seule espéce mazei
se dissocie nettement aprés croissance sur acétate des cultures sur
méthanol ou méthylamines. Tous les autres individus s'agrégent en
priorité par identité de souche, aprés un regroupement par substrat,

pour différencier ensuite des analogies d'espéces ou de genres.

[11.3.3.- Conclusion

L'influence du substrat de croissance sur le métabolisme
cellulaire peut traduire la synthése de protéines inductibles et
spécifiques. Les deux analyses mathématiques testées ne modifient
pas sensiblement les résultats d'agrégation précédemment obtenus,
bien que le substrat modifie, plus ou moins, les profils protéiques

selon les souches.
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IV.~ DISCUSSION

L'utilisation des profils protéiques totaux dans un but
taxonomique en complément des critéres classiques tels que la
morphologie, les substrats de croissance ou le G+C% est d'une valeur
incontestable (JONES et col., 1984). Cette technique permet de
comparer trés rapidement un nouvel isolat avec des souches de
référence, a condition d'obtenir une bonne résolution
électrophorétique et d'utiliser un substrat commun. Au laboratoire,
ces profils ont contribué a la description de deux nouvelles espeéces
Desulfobulbus elongatus (SAMAIN et col., 1984) et Clostridium

thermolacticum (LE RUYET et col., 1985). Actuellement, ils sont

utilisés pour la différenciation fine de souches du genre Methanothrix

et Methanobacterium thermoformicicum (travaux non publiés)..

Cependant, l'application de cette technique a des fins
taxonomiques sur un grand nombre de souches nécessite 1'utilisation
de la densitométrie et de l'exploitation mathématique des résultats.
Malgré la finesse et le nombre élevé de bandes, 1l'analyse du tableau
de données, reflet des profils électrophorétiques standardisés, a été
parfaitement possible contrairement aux réserves formulées par
KERSTERS et col. (1975). Les deux standardisations successives
(externe puis interne) permettent de calibrer les gels et de
compenser les irrégularités de gradient. S'il est difficile de définir
un critere universel d'agrégation pour 1'analyse numérique des
profils électrophorétiques, il ressort toutefois de. notre étude des
tendances taxbnomiques indéniables.

Dans tous les cas, les Méthanobactériales sont trés bien
différenciées des Méthanomicrobiales. Au sein des Méthanobactériales,

la séparation entre les souches des genres Methanobacterium et

Methanobrevibacter est en accord avec la classification de BALCH et

col. (1979) malgré un échantillonnage trés limité.

Parmi les Méthanomicrobiales, on distingue les
Methanomicrobiaceae (hydrogénophiles) et les Methanosarcinaceae
(acétoclastes) (WHITMAN et col., 1985). Ceci peut expliquer

l'incertitude de la position de Methanospirillum hungatei qui

s'agrége soit avec les Méthanobactériales, soit avec les
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Méthanomicrobiales. L'adjonction & notre échantillon de souches de

Methanomicrobium ou(et) de Methanogenium aurait sans doute permis

un positionnement plus clair.

Methanothrix sp. FE s'agrége toujours avec les souches

appartenant au genre Methanosarcina confirmant ainsi son inclusion

dans la famille des Methanosarcinaceae proposée par STACKEBRANDT
et col. (1982) sur la base des séquences d'oligonucléotides de 1'ARN
16S.

Dans le genre Methanosarcina, les deux souches mazei S6 et

MC3 s'associent toujours trés précocement confirmant ainsi leur
identité déja établie sur les critéres morphologiques et physiologiques
classiques. De la mé&me fagon, les trois souches thermophiles
paraissent trés proches, Methanosarcina thermophila TMl étant trés

légérement plus distant que CHTI 55 et MST. Cependant, cette
différence ne paraft pas significative. Nous pouvons donc considérer
que Methanosarcina sp. CHTI 55 (TOUZEL et col., 1985) et MST

(TOUZEL et col., non publié) appartiennent & l'espéce Methanosarcina

thermophila (ZINDER et col., 1985) et représentent chacune un
biotype différent.

L'espece barkeri est marquée par une analogie entre les
souches MS et UBS mais par une différenciation sensible de la souche
3 et trés nette de la souche 227. Cette derniére présente cependant
des homologies ADN/ADN et ADN/ARN de 93% et 98% avec la souche
type MS (SOWERS et col., 1984).

Enfin, les profils protéiques obtenus sont plus ou moins
- influencés par le substrat de croissance, l'acétate permettant

l'expression de bandes majeures. Dans le cas de Methanosarcina

barkeri, le profil sur hydrogéne est trés différent. Cette observation
peut étre rapprochée aux difficultés d'adaptation de la souche MS a
la culture sur acétate lorsque l'inoculum a été entretenu sur HZ/CO
(ZEIKUS et col., 1983).

2



2EME PARTIE

IMMUNOCHIMIE DES METHANOGENES ET
CARACTERISATION D'UN ANTIGENE COMMUN AU GENRE METHANOSARCINA

NB : Les figures de la partie "Résultats' ont été regroupées & la fin
de ce mémoire.



55.-

IMMUNOCHIMIE DES METHANOGENES
CARACTERISATION D'UN ANTIGENE COMMUN AU GENRE METHANOSARCINA

Le choix des immunséra polyclonaux utilisés dans cette étude a
été volontairement orienté vers les méthanogénes acétoclastes
puisqu'elles sont responsables, dans les sédiments et dans les
digesteurs, de 70% de la synthése du méthane. Par ailleurs, nous
n'avons pris en compte que les deux méthanogénes hydrogénophiles

dominantes dans les fermenteurs de méthanisation Methanobrevibacter

arboriphilicum et Methanospirillum hungatei.

1.~ IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE APPLIQUEE AUX METHANOGENES
- IFI -

L'autofluorescence des bactéries méthanogénes due a la présence
du coenzyme F420 a 1'état oxydé, nous oblige a effectuer pour une
étude en IFI un prétraitement dans une solution de formaldéhyde &

4% (CONWAY DE MACARIO, 1982) afin d'éliminer toute fluorescence non
représentative de la réaction antigéne-anticorps. Dans ces conditions, |

les méthanogeénes hydrogénophiles et Methanothrix soehngenii

présentent une fluorescence spécifique uniformément répartie a la
surface des cellules.

Mais, ce traitement n'a aucun effet sur les agrégats de
sarcines qui présentent toujours une autofluorescence intense. Le
passage dans l'acétone pur sous agitation 15 minutes permet
d'extraire les co-enzymes et de supprimer ainsi cette coloration
parasite qui rend difficile la lecture. Aprés ce traitement, la
fluorescence spécifique apparaft irréguliérement répartie autour des

agrégats sous forme de zones intenses. Par ailleurs, méme apres
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dispersion par passage dans une aiguille de seringue, les frottis de
sarcines se sont avérés instables au cours des divers ringages
malgré la fixation des lames a la chaleur. Ceci nous a obligé a
réaliser les réactions antigénes-anticorps avec les sarcines en milieu
liquide en tube épendorf, la lecture au microscope étant effectuée
aprés dépdt des agrégats entre lame et lamelle. Cette technique pose
le probléme d'accessibilité des réactifs aux cellules situées a
l'intérieur des granules et nécessite le parcours de plusieurs champs
afin d'obtenir une estimation plus précise de l'intensité de
fluorescence (Fig. 41 & 42, p. 88).

1.1.~- Titration des immunséra en réaction homologue

Les titrations des immunséra effectuées en IFl sont réalisées en
réaction homologue sur une gamme de dilution (1/10 au 1/3200). Les
titres S obtenus sont généralement égaux a la dilution 1/100
(derniére fluorescence maximale 4+), les titres T sont voisins de

1/800 (Tableau XIV). Methanothrix soehngenii présente une réponse

immunitaire des lapins trés différente. En effet, les séra obtenus par
immunisation intra-coussinet présentent des titres S trés faibles (1/20
et 1/40). Méme 1l'hyperimmunisation ne permet pas d'obtenir des

titres supérieurs au 1/100.

.1.2.- Analyse des réactions croisées

L'analyse des résultats montre globalement deux blocs distincts
(Fig. 43, p. 89).

o

* La spécificité de l'immunsérum anti-Methanospirillum hungatei

JF1 est trés étroite puisqu'il ne reconnaft dans notre étude que la

souche immunisante. Les anticorps présents dans l'immunsérum anti-

Methanobrevibacter arboriphilus AZ réagissent a la fois avec les

déterminants antigéniques des souches AZ et DH1, réaction croisée
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traduite par une méme intensité de fluorescence. Il faut noter
également que le sérum préparé croise trés légérement avec trois

autres souches méthanogénes du genre Methanobacterium.

* L'analyse des relations croisées entre les différentes souches

de Methanothrix présentait un intér&t comme critére complémentaire

pour le positionnement taxonomique de Methanothrix soehngenii FE

(DSM 3013) isolé au laboratoire en comparaison avec les souches de

Methanothrix concilii GP6 et Methanothrix scehngenii Opfikon (DSM

2139). En fait, l'immunsérum contre Methanothrix FE est trés

spécifique. Il réagit faiblement avec les souches M. soehngenii et M.
concilii qui appartiennent pourtant au méme genre (Fig. 44, p. 90).

A l'exception d'une réaction croisée avec Methanosarcina mazei, cet

immunsérum ne reconnait ni les méthanogeénes hydrogénophiles, ni les
autres Methanosarcinaceae.
* Par contre, les immunséra obtenus avec les souches

appartenant au genre Methanosarcina contiennent des anticorps

reconnaissant les antigénes présents sur toutes les sarcines étudiées.
Dans certains cas, on observe mé&me une fluorescence élevée (4+, 3+).
Ceci souligne 1'absence de spécificité des immunséra et probablement
l'existence de déterminants antigéniques communs a l'ensemble des

Methanosarcina. Les immunséra anti-Methanosarcina thermophiles

(TM1, CHTI 55, MST) présentent une comportement analogue. M&me les
titrations des immunséra en réactions hétérologues ne permettent pas
de différencier radicalement les trois souches (Fig. 45, p. 90). De
méme, les antigénes présents sur les souches barkeri MS (800) et
vacuolata (1232) sont reconnus intensément par les trois immunséra.
Par contre, les souches MC3, S6, 227, 3, UBS se différencient par des
réactions croisées plus faibles. Les deux immunséra anti-

Methanosarcina barkeri MS et 227 mettent également en évidence des

réactions croisées, les plus faibles étant observées avec deux des
souches thermophiles MST et TMI.

L'immunsérum anti-Methanosarcina vacuolata contient des

anticorps reconnaissant les antigénes présents sur toutes les souches
étudiées, les thermophiles et les barkeri (exceptée la souche type

MS) étant trés faiblement reconnus.
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Contrairement aux immunséra anti~-Methanosarcina, 1'immunsérum

anti-mazei (S6 ou MC3) reconnafit trés bien et sans exception les

antigénes de surface de toutes les autres espéces.

1.3.~ Conclusion

En immunofluorescence indirecte, les séra polyclonaux dirigés

contre les souches hydrogénophiles Methanobrevibacter arboriphilus

AZ et Methanospirillum hungatei JF1 ainsi que 1'immunsérum dirigé

contre Methanothrix FE sont trés spécifiques. Ils sont désormais

utilisés comme marqueur spécifique d'identification in situ dans des
écosystémes méthanogenes agglomérés ou les deux premiéres souches
jouent un rdle fondamental dans la captation de l'hydrogéne. Par

exemple, on peut identifier parfaitement Methanobrevibacter au sein

de colonies mixtes par immunomarquage a la protéine A marquée a
l'or colloidal sur des coupes fines (Fig. 46, p. 91). L'identité de

Methanothrix soehngenii FE, trés abondant dans les digesteurs, a été

confirmée sur coupes fines par cette technique (Fig. 47, p. 92). En

ce qui concerne les Methanosarcina, nous avons confirmé la non-

spécificité des séra obtenus aprés injection de cellules entiéres
(MACARIO et col., 1986). Cependant, des différences de résultats
entre les deux laboratoires peuvent &tre notées. Nous n'obtenons
jamais de réponse négative lorsque E. CONWAY DE MACARIO obtient
une réponse positive. Par contre, nous avons parfois des réponses
positives pour des réactions négatives chez cet auteur. Ceci peut &tre
dd a la différence de méthode. En effet, nos résultats sont acquis
sur des cultures frafches uniquement traitées a l'acétone alors que
CONWAY DE MACARIO travaille sur des cultures traitées au
formaldéhyde et envoyées par la poste, ce qui peut permettre une
perte notable d'antigénes de surface.

A ce stade, nos résultats pouvaient nous orienter dans deux
directions.

- I1 paraft important de pouvoir quantifier trés précisément les
biomasses méthanogénes dans les digesteurs afin de contrdler
précisément le démarrage et le fonctionnement d'unités industrielles
(MACARIO et col., 1982, 1985). Ce type de travaux impliquerait
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d'utiliser une technique fiable et rapide qui sans doute serait
1'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay). Une telle méthode a
déja été développée par ARCHER (1984) sur les Methanosarcina. Mais

les technologies les plus performantes des fermentations méthaniques
font appel le plus souvent a des procédés & cellules "immobilisées"
(lit de boues, filtre anaérobie). Dans ce contexte, les bactéries
présentes sont organisées en biofilms ou en granules. Et les travaux
du laboratoire ont montré la présence de nombreux débris cellulaires
piégés dans ces agglomérats (DUBOURGUIER et col., 1984), ce qui
probablement conduirait & un bruit de fond important ou a des
résultats surestimés. Les techniques courantes basées sur la mesure
d'activité spécifique, de par leur simplicité et leur fiabilité, restent
donc d'actualité.

-~ Au sein du genre Methanosarcina, il existe de nombreuses
réactions croisées. Les travaux de CONWAY DE MACARIO tendent &

trouver des épitopes communs chez les méthanogénes qui se sont

surtout attachés a des structures de la paroi. Or, nos simples
observations microscopiques suggérant qu'il existait une structure
externe "agglomérable & 1'acétone' et se dissociant aisément des

agrégats de sarcines, nous ont conduit a caractériser cette structure.

II.- MISE EN EVIDENCE D'UN ANTIGENE COMMUN

Afin de préciser le ou les déterminants responsables de la

similitude antigénique & l'intérieur du genre Methanosarcina, nous

avons utilisé dans un premier temps des techniques complémentaires
d'immunoprécipitation en gel. Les solutions antigéniques ont été
préparées simplement par centrifugation de suspensions bactériennes

préalablement dispersée au Polytron pendant 2 minutes.
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11.1.- En immunodiffusion double

Parmi les arcs de précipitation obtenus (Fig. 48a, p. 93) avec

les immunséra représentatifs des trois espéces de Methanosarcina, on

observe un arc majeur présentant des continuités entre les différentes
solutions antigéniques. Cependant, les antigeénes issus de M. barkeri
(1538) ne sont apparemment pas reconnus par l'immunsérum dirigé
contre M. thermophila TM1l, sans doute en raison d'une concentration
trop faible, puisque ce résultat est en opposition avec ceux de
1'IFI. Les solutions antigéniques n'étant pas purifides, il est
difficile d'interpréter les éperons observés.

La figure 48b (p. 93) représente plus spécifiquement les
relations antigéniques croisées entre les différentes solutions

antigéniques de Methanosarcina et trois immunséra anti-thermophiles

TM1, MST, CHTI 55. On observe qu'a partir d'une quantité identique
de cellules bactériennes, les souches MS, MST et l'espeéce vacuolata
produisent aprés polytronage un taux d'antigénes inférieur & celui
des autres sarcines, probablement en liaison avec une morphologie
différente. Les agrégats de ces sarcines sont nettement plus petits et
plus homogénes, et présentent sans doute moins d'exopolymeéres. La
fusion des arcs obtenus aprés différents essais de concentration nous
permettent cependant d'affirmer 1'existence d'une identité antigénique

commune a l'ensemble des Methanosarcina.

Cette reconnaissance antigénique est confirmée a la figure 48c
(p. 93) présentant plus spécifiquement 1'immunodiffusion réalisée

avec la solution antigénique de Methanosarcina mazei MC3 et

différents immunséra. L'absence de précipité en réaction hétérologue

avec l'immunsérum anti-Methanospirillum JF1 souligne le caracteére

spécifique de cet antigéne. La présence d'une réaction croisée faible

avec l'immunsérum anti-Methanothrix peut paraftre surprenante.

Mais, nous verrons ultérieurement que cet antigéne que nous
caractériserons plus spécifiquement est présent a l'intérieur des

cellules de Methanothrix.
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11.2.- En immunoélectrophorése

Quelque soit la sarcine étudiée, la séparation des composants
des solutions antigéniques en immunoélectrophorése montre qu'il
existe un arc de précipitation majeur avec une mobilité
électrophorétique légérement différente observée en fonction de la
souche ce qui traduit des charges globales ou des poids moléculaires
différents (Fig. 49, p. 93). Cet arc de précipitation est présent, que
1'immunsérum utilisé soit homologue ou hétérologue.

Aprés lyse cellulaire & la presse de French ou polytronage de

Methanosarcina mazei MC3, les réactions antigénes-anticorps avec

l'immunsérum anti-Methanosarcina mazei (FP) présente des arcs

complémentaires, mais l'arc identifié précédemment reste dominant
(Fig. 50, p. 93). L'immunoélectrophorése bidimensionnelle en réaction
homologue (Fig. 51, p. 93) montre que la solution antigénique de

Methanosarcina mazei MC3 révele, en plus de l'arc dominant, un arc

mineur de mobilité électrophorétique plus faible qui n'est pas

reconnu par l'immunsérum anti-Methanosarcina sp. CHTI 55.

Conclusion : Les techniques d'immunoprécipitation confirment

l'existence d'un antigéne commun chez toutes les Methanosarcina

légeérement différent en fonction de la souche par son P.M. ou sa
charge ionique. Cet antigéne reconnu par tous les immunséra anti-

Methanosarcina peut &tre isolé par simple dispersion en phase

aqueuse des agglomérats typiques de ce genre bactérien.

I11.- ANALYSE DE LA SUSPENSION ANTIGENIQUE PAR MIGRATION
ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE 10%

Les résultats précédents nous ont conduit & analyser cette
suspension antigénique en utilisant la souche mésophile
Methanosarcina mazei MC3 (TOUZEL et col., 1983).




62.-

Pour faciliter 1l'interprétation, nous pouvons comparer les
profils électrophorétiques en gel de polyacrylamide 10% de la solution
d'antigénes (B) et de 1'extrait cellulaire obtenu a la presse de
French (A). Le gel de polyacrylamide a été retenu car il est plus

résolutif que le gel d'agar.

- En conditions non dénaturantes, la migration de la solution

antigénique standardisée a4 2 mg/ml de protéines suivie d'une
coloration au bleu de Coomassie met en évidence une bande majeure
et plusieurs bandes de faible intensité (Fig. 54, p. 95). Aucune de
ces bandes n'est révélée par le réactif de Schiff, ce qui laisse
supposer l'absence de glycoprotéines. La bande majeure de la
suspension antigénique représente au moins 90% des protéines solubles
extraites aprés dispersion mécanique. Par contre dans les mémes
conditions, on observe un nombre beaucoup plus élevé de bandes

dans les extraits cellulaires solubles.

- En conditions dénaturantes, c'est & dire aprés migration en

présence de SDS a 1 g/l (Fig. 55, p. 95), les composants de la
solution antigénique sont séparés en trois bandes majeures de poids
moléculaire respectif S1 : 68 000, S2 : 43 200, S3 : 30 500 et
quelques bandes de moindre intensité. On obtient un profil tres dense
avec les extraits cellulaires totaux ou quatre protéines donnent une
intensité plus importante. Trois d'entre elles ont les mémes distances
de migration que les constituants de la solution antigénique.

Ces résultats sont a comparer avec ceux des profils protéiques
totaux chez les Methanosarcinaceae réalisés sur gel de
polyacrylamide gradient (7 - 15%) en conditions dénaturantes. Cette
étude a en particulier montré que certaines bandes protéiques étaient
présentes chez toutes les souches étudides. Parmi celles—ci, les
protéines dont le poids moléculaire correspond a celui des fractions
S1, S2, S3 sont systématiquement présentes et constituent globalement

de 28 a 33% des protéines cellulaires.

Conclusion : ces résultats nous permettent de confirmer
l'extraction par simple dispersion mécanique d'une protéine soluble,

non liée a des polysaccharides et constituée de trois sous-unités. Par



TABLEAU XV

Rendements des différentes techniques de purification

s —— —— . i i o s S ettt e S ot A S st Wit e S S o S S

RENDEMENT GLOBAL

£ QUANTITE OE PROTEINE PURIFIEE (mg)
OE LA METHODE

sur DEAE SEPHACRYL

| I |
| I I .
| METHODE | | par mg de protéine | par g de
| | | contenue dans llextrait | cellules sdches
| I I I
| | I |

Extraits obtenus par | Electrophorase | | |

dispersion mécanique | préparative sur gel | 26% | 0,22 | 0,75
| de polyacrylamide | | |

(3,4 mg protéine/q de | | | |

cellules séches) | Chromatographie | | |

| d*exclusion sur | 85% | 0,64 | 2,17
| ULTROGEL ACA34 | | |
I | | |
| | | |

Extraits cellulaires I Chromatographie | | I

solubles aprés broyageI d'exclusion sur | 87% [ 0,32 | 96

3 la presse de French | ULTROGEL ACA34 } ! |
| | |

(300 mg protéine/g de | Chromatographie | | |

cellules siches) I d'échange d'ions I 442 I 0,06 I 19

| I | I
| | | I
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ailleurs, 1'immunoprécipitation et 1'électrophorése des protéines
cellulaires totales ont mis respectivement en évidence le caractere
antigénique de cette protéine et son ubiquité chez les souches de

Methanosarcina étudiées.

IV.- PURIFICATION DE LA PROTEINE ANTIGENIQUE
A PARTIR DE METHANOSARCINA MAZEI MC3

IV.1.- A partir de la solution obtenue aprés dispersion mécanique

Deux techniques ont été utilisées pour obtenir cette protéine &
1'état pur

-~ 1'électrophorése préparative en gel de polyacrylamide 10% en
conditions non dénaturantes suivie d'une électroélution de la bande
correspondante.

- la chromatographie d'exclusion sur ULTROGEL ACA34 qui
permet une bonne séparation des protéines dont les poids moléculaires

sont compris entre 20 et 360 Kdaltons.

* La purification par électrophorése, avec un rendement global
de 26%, a permis d'obtenir une teneur finale de 0,70 mg de protéine
antigénique par gramme de cellules séches. Les pertes inévitables
lors des étapes successives de dialyse, de concentration,
d'électrophoréses, etc, la longueur de ce protocole et son faible
rendement nous ont conduit a utiliser la chromatographie sur gel

dans la suite de ce travail.

* La séparation de la suspension antigénique sur colonne de
gel conduit a 1'élution de deux pics absorbant a 280 nm. Un seul
donne une réaction positive avec le réactif de Bradford et son volume
d'élution correspond & celui d'une protéine dont le poids moléculaire
est d'environ 340 Kdaltons. En paralléle, 1'antigénicité des composés

élués est vérifiée par un contrdle rapide en immunoprécipitation. Par
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rapport a la technique précédente, le rendement de purification est
multiplié par trois et nous donne 2,17 mg de protéine antigénique

par gramme de cellules séches (Tableau XV).

IV.2.- A partir des protéines solubles totales

Aprés lyse cellulaire d'un gramme de bactéries (poids sec) a
la presse de French, on recueille 300 mg de protéines solubles qui
sont chromatographiées sur ULTROGEL ACA34. Le profil montre un pic
d'élution (v = 245 ml) coloré en jaune qui succéde au pic des
composés non retenus sur la colonne (Fig. 52, p. 94). Ce pic
parfaitement individualisé et symétrique correspond & 1l'élution d'une
protéine de poids moléculaire voisin de 300 Kdaltons. Le poids
moléculaire et les deux réponses positives en immunoprécipitation et
avec le réactif de Bradford confirment la présence de la protéine
antigénique dans les composés élués a ce niveau. On obtient ainsi
96 mg de protéine/g de cellules séches.

Afin d'augmenter la pureté de la protéine obtenue sur ACA34,
les fractions de quatre chromatographies successives ont été
rassemblées, concentrées par ultrafiltration et chromatographiées sur
DEAE TRISACRYL. Ce support a été retenu en fonction du caractére
acide de la protéine qui a été au préalable estimé rapidement par
électrofocalisation. La protéine est éluée par une teneur en NaCl
voisine de 0,18 M (Fig. 53, p. 94). Le rendement chromatographique
est légerement inférieur & 50% et finalement on obtient 19 mg de
protéine/g de cellules séches.

Parmi nos différents essais de purification, nous avons testé
l'ultracentrifugation différentielle. L'analyse en électrophorése, sous
des conditions dénaturantes des surnageants centrifugés 3 des temps
et des vitesses variables (Fig. 57, p. 95) a montré la disparition
des trois bandes protéiques caractéristiques du surnageant aprés 60
minutes a 200 000xg. L'observation fine montre également 1'absence
d'autres bandes d'intensité mineure mais nous n'avons pas détaillé

davantage la composition du culot de centrifugation.
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IV.3.- Contrdle de la pureté

Les résultats de chaque étape de purification sont contrdlés par
électrophorése en gel de polyacrylamide 10% et par
immunoélectrophorése.

Les profils électrophorétiques se simplifient bien évidemment
aprés chaque étape de purification (Fig. 54 & 55, p. 95). On
remarque en particulier la disparition aprés passage sur l'échangeur
d'ions des bandes mineures présentes dans la fraction purifiée sur
ACA34. La lecture des profils électrophorétiques sur le densitométre
LKB visualise trois pics principaux de surface d'intégration
sensiblement identique. Compte-tenu du poids moléculaire de cette
protéine voisin de 300 Kdaltons nous pouvons proposer une
stoechiométrie a 2, B2, Y 2. Considérant le poids moléculaire de chaque
sous-unité, celui de la protéine serait de 283 400 daltons.

Afin de confirmer les résultats négatifs obtenus aprés coloration
des gels d'électrophorése au réactif de Schiff, la détection des
polysaccharides a été réalisée sur 1'éluat aprés chromatographie
DEAE TRISACRYL. La présence unique d'une holoprotéine a été
démontrée car moins de 1 mg de sucre par gramme de protéine a été
mis en évidence dans notre échantillon.

Le contrdle par immunoélectrophorése (Fig. 56, p. 95) confirme
les résultats précédents. Les réactions antigénes-anticorps en

présence de 1'immunsérum anti-Methanosarcina mazei MC3 (en A)

s

révélent plusieurs arcs de précipitation a partir de l'extrait obtenu
par dispersion mécanique (puits 1) ou dans 1'extrait cellulaire brut
(puits 2). Aprés chromatographie sur gel (puits 3) on n'observe plus
que deux arcs. L'arc de plus faible intensité, qui est le plus proche
du dépdt, n'est plus révélé au puits 4 ou a été déposé l'échantillon

obtenu apres chromatographie d'échange d'ions.



TABLEAY XVI

Composition en acides aminés de la protéine antigénique isolée
3 partir de Methanosarcina mazei MC3

(1) valeur moyenne de 5 déterminations
(2) Valeur moyenne de 3 déterminations
(3) Calculé A partir d'une structurea2 822 (P.M. = 283400)

I [ { |
| | RESIDUS % | NOMBRE DE RESIDUS |
| | | PAR MOLE |
| | (1) l (3) |
| l | |
| | l I
| ase | 9,62 +/- 0,68 | 258 |
| THR | 5,18 +/~ 0,37 | 139 |
| ser | 7,91 +/- 0,68 | 212 |
| GLu | 11,14 +/- 0,83 | 299 I
| prO | 3,82 +/- 0,28 | 102 I
| 6Ly | 12,23 +/- 0,72 | 328 |
| ALA | 11,36 +/~ 0,54 | 305 |
| cvs | 0,35 «/- 0,06 | 9 |
| vaL | 6,49 +/- 0,44 | 174 |
| meT | 2,88 +/- 0,35 | 77 |
| 1LE | 5,10 +/- 0,48 | 137 |
| LEU | 6,51 +/- 0,26 | 175 |
| TYR | 3,20 +/- 0,56 | 86 |
| pHE | 3,35 +/- 0,22 | 90 |
| Wis | 2,25 +/- 0,22 | 60 |
I Lys | 4,37 +/- 0,36 | 117 [
| AR6 | 3,91 «/- 0,27 | 105 |
} TRP { 0,36 +/- 0,03 { % 9 {
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V.~ CARACTERISATION DE LA PROTEINE ANTIGENIQUE

V.1l.- Propriétés physico—chimiques

V.1.1.- Propriétés spectroscopiques

La solution protéique éluée présente une coloration jaune, mais
aucune fluorescence ne peut &tre détectée. Elle ne renferme donc pas
de coenzyme F420. Le spectre UV-visible présente un maximum a

420 nm et un épaulement & 440 nm (Fig. 58a, p. 96).

V.1.2.- Détermination du pHi

Un pHi égal a 4,5 a été défini pour la protéine native par la
technique d'électrofocalisation en gel de polyacrylamide en présence
d'ampholines (Fig. 58b, p. 97).

V.1.3.~ Composition en acides aminés

La composition molaire a été calculée en attribuant a la
protéine un poids moléculaire de 283,4 Kdaltons calculé a partir de
la somme de poids moléculaires des sous-unités et de la
stoechiométrie précédemment définie (Tableau XVI). La composition en
acides aminés obtenue aprés 24 et 72 heures d'hydrolyse ne donne
pas de résultats significativement différents. En conséquence, les
résultats sont la moyenne de cinq déterminations réalisées
indifféremment avec ces deux durées d'hydrolyse. Nous constatons une
teneur élevée en acide aspartique et glutamique, ce qui confirme le
caractére acide de la protéine, la proportion de glycine et d'alanine
est également importante (Fig. 58c, p. 97). Par contre, celle de
cystéine est faible, ce qui suggére qu'il existe peu de ponts

disulfures entre les sous-unités.

V.1l.4.- Détermination de la teneur en protéine

La méthode colorimétrique de Bradford a été le protocole utilisé
pour toutes les déterminations de protéines en utilisant la sérum
albumine bovine comme étalon. L'analyse des amino-acides nous a

permis de définir un facteur de correction entre la teneur vraie en
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protéine et celle définie par coloration au bleu de Coomassie R 250
1 g de protéine '"vraie" = 0,56 g de protéine déterminée par

colorimétrie.

V.1.5.- Dosage du nickel

La coloration jaune de la solution obtenue nous a incité a
rechercher la présence d'ions métalliques dans la protéine.
L'aluminium, le fer, le chrome, le cobalt sont les éléments non
détectés. Le nickel, le calcium, le magnésium sont les éléments pour
lesquels une concentration a pu &tre mesurée. Le nickel est de loin
le métal le plus abondant, sa concentration est de 1,34 mole/mole de
protéine déterminée '"vraie'". Le calcium et le magnésium ne sont

Y

présents qu'a 1l'état de trace.

V.1.6.- Etude de l'état d'oxydation du nickel en résonance

paramagnétique électronique

Présenté parallélement au spectre R.P.E. de la méthyl CoM
réductase isolée de Methanobacterium thermoautotrophicum souche
Marburg par le Dr. D. ANKEL-FUCHS, le spectre R.P.E. de notre

échantillon ne met en évidence aucun signal du nickel en dépit de la

haute sensibilité de la technique (Fig. 59, p. 98). Sa détection sous
forme nickel (I1) s'oppose aux formes plus oxydée Ni (IIl), plus
réduite Ni (I) identifiédes sur la méthyl CoM réductase de la souche

hydrogénophile.

V.1.7.- Détection des coenzymes

* le coenzyme F430 : la présence de nickel, 1'analyse

spectroscopique, la couleur jaune de la solution protéique ont été a
la base de notre recherche du coenzyme F430 sur 1'échantillon
protéique isolé. En C.L.H.P. la détection du coenzyme F430 a été
réalisée par comparaison avec une solution étalon de ce coenzyme
(THOMAS, 1983). Aprés déprotéinisation, en présence de méthanol 80%
a chaud, le groupement prosthétique de la protéine présente un
volume d'élution identique & notre référence (Fig. 60a, p. 98). Sur

la base d'un coefficient molaire du coenzyme F430 = 23 000 ml—lx
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cm—1 (DIEKERT et col., 1980), une teneur égale a 1,26 mole de

F430/mole de protéine '"vraie'" a été calculé, d'olu un rapport Ni/F430
égal & 1,06 pour la protéine isolée.

* le coenzyme M : 1'étude bibliographique a montré
l'existence du complexe coenzymatique MF430 dans le composant C de
la méthyl CoM réductase chez les méthanogénes. Nous avons essayé de
détecter sa présence sur notre échantillon. Sur la base d'une
quantité équimolaire des coenzymes F430 - CoM dans ce complexe, le
coenzyme M (P.M. = 140) ne représente qu'une proportion faible de
la protéine globale. Sa mise en évidence a néanmoins été vérifide au
seuil de sensibilité grdce & une concentration protéique élevée
(environ 10 g/1)(Fig. 60b, p. 98).

V.1.8.- Test enzymatique de la méthyl CoM réductase

L'activité méthyl CoM réductasique a été déterminée sur notre
échantillon par Dr C. VAN DER DRIFT. Aucune formation de méthane

n'a été détectée, contrairement a des essais réalisés en paralléle

avec le composant C isolé de Methanobacterium thermoautotrophicum

AH. Notre échantillon assimilé au composant C de Methanosarcina

mazei n'a aucune activité dans le systéme de Methanobacterium

thermoautotrophicum (le composant A indispensable & cette réaction

est isolé de Mb thermoautotrophicum) et est mé&me inhibé de 50% lors

de la présence simultanée des deux composants C. En présence du

systéme extrait de Methanosarcina barkeri, des résultats similaires

sont obtenus.
D'autres essais sont & ce jour en cours afin de vérifier ces

résultats préliminaires.
V.2.- Propriétés sérologiques
Les immunséra dirigés contre la protéine purifide et ses trois

sous-unités ont été préparés selon le protocole précisé dans la partie

Matériel et Méthodes.
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V.2.1.- Spécificité des immunséra

* En immunofluorescence indirecte, les cellules entiéres de

Methanosarcina mazei MC3 montrent une fluorescence intense avec

1'immunsérum anti-protéine, elle se présente essentiellement par
petites tdches sur le pourtour externe de la sarcine. Cette
répartition est probablement due a une artéfact causé par le
traitement & 1'acétone. Une réaction positive est également détectée a
proximité des agrégats cellulaires sous forme de points fluorescents
comparables & un 'ciel d'été étoilé".

La localisation de la fluorescence obtenue est totalement
différente aprés réaction antigénique avec les trois immunséra anti
sous-unités. Elle est diffuse, de faible intensité et apparemment,
semble liéde a la révélation de composés cytoplasmiques.

Y

* En immunodiffusion double, la protéine purifiée a différentes

concentrations ne donne qu'un seul arc de précipitation avec
1'immunsérum '"protéine'". Avec 1l'immunsérum "S3", l'arc est beaucoup
plus diffus. Aucune précipitation n'est visible avec les immunséra
"S1l et S2'", probablement en raison d'un masquage des sites des

sous—-unités Sl et S2 dans la protéine native.

* En immunoélectrophorése (Fig. 61, p. 99), 1'immunsérum

"protéine"” ne met en évidence qu'un seul arc de précipitation avec
l'extrait cellulaire total ou la protéine purifide. La comparaison de
ces résultats avec ceux obtenus en présence de.l'immunsérum anti-

Methanosarcina mazei MC3 (FP) souligne la trés grande spécificité du

sérum dirigé contre la protéine. En présence de l'immunsérum '"S1"
aucune réaction antigénique n'est visible par précipitation en accord
avec les observations d4d'immunodiffusion double.

s

* L'immunodétection a été utilisée pour vérifier la spécificité

des immunséra anti sous-unités puisque cette méthode a une
sensibilité supérieure & celles précédemment citées (Fig. 65, p. 99).
Parmi les bandes protéiques d'un extrait cellulaire total, seules les

deux sous-unités S1, S2 sont révélées avec l'immunsérum anti-protéine
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totale. Par contre, les bandes S1, S2 et S3 ne sont reconnues que
par leurs immunséra spécifiques. Quelque soit 1'immunsérum, une

bande de P.M. voisin de 100 Kdaltons est également détectée.

V.2.2.- Mise en évidence de protéine et de sous-unités

analogues chez les autres méthanogénes

* En IF1, aucune fluorescence n'est observée avec les souches

Methanothrix soehngenii FE et Methanobacterium thermoautotrophicum

H quelque soit l'immunsérum testé. Mais avec Methanosarcina

barkeri MS on observe une fluorescence localisée différemment en
fonction de 1l'immunsérum anti-protéine totale ou des immunséra anti
sous—unités, les observations étant identiques & celles obtenues sur

Methanosarcina mazei MC3.

* En immunodiffusion double et en immunoélectrophoreése,

quelque soit la souche testée appartenant au genre Methanosarcina,

1'on retrouve un arc de précipitation majeur (Fig. 62 & 63, p. 99)
avec l'immunsérum anti-protéine. Les mémes essais en présence des

extraits cellulaires a la presse de French de Methanobacterium

thermoautotrophicum AH et Methanothrix sp. FE n'ont révélé aucun

arc de précipitation.

* Pour vérifier les résultats précédents, suggérant l'absence de
reconnaissance de protéines des souches FE et AH par les immunséra
"spécifiques' de MC3, 1l'immunodétection a été appliquée
comparativement aux profils électrophorétiques de ces trois souches
en conditions dénaturantes (Fig. 64, p. 99).

- Dans l'extrait de Methanothrix soehngenii FE, on met

en évidence deux bandes protéiques équivalentes a S2, S3 et une
bande de poids moléculaire légerement inférieur a Sl. Ces bandes
sont reconnues par les immunséra correspondants dirigés contre les
protéines de MC3, l'immunsérum ''protéine' ne reconnaissant que Sl et
S2. Cependant, une bande supplémentaire d'un poids moléculaire

d'environ 80 000 daltons est révélée chez Methanothrix par
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l'immunsérum '"S1". Il est difficile de préciser la nature de cet
antigéne car il n'est pas reconnu par l'immunsérum 'protéine' et
aucun doublet n'est mis en évidence a partir de la souche MC3.

- Trés différent est le profil protéique obtenu a partir de

Methanobacterium thermoautotrophicum H (Fig. €4, p. 99). Les

bandes révélées au bleu de Coomassie se situent & des poids
moléculaires différents a 1'exception d'une bande équivalente a Sl.

La révélation des bandes, & partir des extraits de Methanobacterium

thermoautotrophicum H, a nécessité un temps de contact nettement

plus long (environ 30 min.). Les bandes obtenues sont de faible
intensité. L'immunsérum 'protéine" révele deux doublets correspondant
a Sl et S2. Un seul doublet est mis en évidence avec les immunséra
S1, S2. L'immunsérum "S3" révéle une bande analogue & S3 et au
moins une bande mineure. Mais les temps de contact longs et la
faiblesse des réponses témoignent soit de réactions croisées (MC3/p H)
faibles soit de faibles concentrations des protéines recherchées dans
les extraits.

Conclusion : Quelque soit la technique mise en oeuvre,
l1'immunsérum anti-protéine totale reconnafit une protéine antigénique,

commune a toutes les espéces du genre Methanosarcina. Les

immunséra anti sous-unités ne donnent pas de réactions visibles avec
les extraits cellulaires lorsque 1'on utilise l1'immunoprécipitation.
Cependant, leur spécificité a été vérifiée par immunodétection. Cette
technique néanmoins plus sensible a permis de mettre en évidence

une protéine voisine chez Methanothrix soehngenii FE. Les

caractéristiques antigéniques de la protéine purifiée a4 partir de

Methanosarcina mazei MC3 sont. donc étendues a l'ensemble des

souches de la famille des Methanosarcinaceae.
Nous observons une réaction faible mais significative avec les
extraits d'une méthanogeéne taxonomiquement trés éloignée des

Methanosarcinaceae : Methanobacterium thermoautotrophicum A H. Ces

résultats suggérent que la protéine isolée est présente avec des

structures différentes chez l'ensemble des méthanogénes.



V.3.~ Microscopie

V.3.1.- Morphologie cellulaire
Isolée au laboratoire par ]J.P. TOUZEL (1983) Methanosarcina

mazei MC3 est mésophile et peut présenter différentes structures

morphologiques au cours de sa croissance.

. En microscopie optique (Fig. 68a, p. 100), 1l'on observe

de larges agrégats constitués d'amas cellulaires reliés par un ciment
invisible. Une surface parfaitement lisse est observée. Cette ’

morphologie est classique du genre Methanosarcina mais 1l'espéce

mazei se différencie par la présence simultanée de coccis isolés.

. En microscopie électronique & balayage (Fig. 68c, p.

100), la représentation dans l'espace permet de mieux visualiser la
morphologie typique des sarcines comparable a une mdre. Dans les
espaces intercellulaires, des exopolymeéres sont présents.

. En microscopie électronique & transmission (Fig. 68b,

p. 100), nous pouvons observer plus précisément 1'association des
cellules dans la constitution des agrégats. Le contenu intra-
cytoplasmique montre une masse importante plus claire constituant le
matériel nucléique qui s'oppose a de petites tdches sombres en forme
de rosettes disséminées dans tout le cytoplasme représentatif des
réserves de glycogeéne.

A la périphérie des cellules, l'enveloppe

hétéropolysaccharidique permet l'agrégation des cellules entre elles.

V.3.2.~ Immunocytolocalisation

* En réaction homologue

Des coupes de Ms mazei MC3 ont été marquées avec les
anticorps présents dans les différents immunséra spécifiques puis
avec la protéine A marquée a l'or colloidal. La répartition des
particules d'or dans la cellule varie en fonction des immunséra
testés. En présence des immunséra anti sous-unités S1, S2, S3 un
marquage exclusivement intra-cytoplasmique est observé, celui-ci est
légérement plus important pour la sous-unité S1. L'immunsérum anti-

protéine permet de visualiser une reconnaissance spécifique a la fois
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a l'intérieur et a l'extérieur des cellules : des structures se
détachant de la surface externe présentent un marquage intense mais

celui-ci ne reconnaft ni la paroi ni la membrane cytoplasmique (Fig.
69, p. 101).

* En réaction hétérologue

Chez Methanosarcina thermophila et barkeri, les mémes

immunséra donnent le méme type de marquage. Par contre, &

l'absence totale de marquage chez M. thermoautotrophicum quelque

soit les immunséra utilisés, s'oppose une reconnaissance uniquement

intra-cytoplasmique des anticorps chez Methanothrix souche FE.

Aucune structure extra-cellulaire n'est immunologiquement reconnue en

présence de l'immunsérum anti-protéine (Fig. 70, p. 102).

VI.- DISCUSSION

Les résultats obtenus en IFI ont été confirmés par les
techniques d'immunoprécipitation en gel : bien que différent par son
poids moléculaire ou sa charge, un antigéne protéique commun au

genre Methanosarcina peut &tre extrait par simple dispersion des

agrégats en phase aqueuse.

Les propriétés physico-chimiques de la protéine purifide &
partir de M. mazei MC3 l'identifie clairement au composant C du
complexe méthyl-CoM réductasique, enzyme-clé de 1'étape finale de la
synthése du méthane. L'étude comparative de cette protéine chez
différentes méthanogénes hydrogénophiles et acétoclastes (HARTZELL et
WOLFE, 1986) dénote une homogénéité de poids moléculaire de la
protéine native (295-305 Kd) et de ses sous-unités @, B ety (65~
73 Kd, 41,5-45 Kd et 33-37 Kd respectivement). Le composant C que
nous avons purifié n'est donc globalement pas différent. Chez M.
barkeri, une quatriéme protéine mineure d'un poids moléculaire de 56
000 daltons est associée & 1l'enzyme. Observée également chez M.

thermoautotrophicum A H, elle augmente sensiblement l'activité

réductasique du composant C (HARTZELL et col., 1986). Dans nos

purifications, nous avons observé deux bandes mineures (PM = 53 600
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et 57 800) lors de la chromatographie d'exclusion. Mais ces deux
protéines sont éliminées aprés passage sur colonne échangeuse
d'ions. Deux protéines analogues ont été observées chez M.
thermoautotrophicum souche Marburg (ANKEL-FUCHS et col., 1986).

La couleur jaune non fluorescente et le spectre UV-visible de la

protéine purifiée sont également typiques du composant C et de la
présence du chromophore F430 (ELLEFSON et WOLFE, 1982 ; KELTJENS
et col., 1983). Ce chromophore a été aisément mis en évidence dans
les extraits méthanoliques par C.L.H.P. et identifié par son temps de
rétention et ses caractéristiques spectrales. Le rapport Ni/F430 que
nous avons déterminé est voisin de 1 et correspond i la

stoechiométrie déterminée chez M. thermoautotrophicum (ELLEFSON et

col., 1982). Dans le cas du coenzyme M, la technique que nous avons
utilisée a permis sa détection mais non sa quantification.
~ Théoriquement le rapport CoM/F430 serait de 1 (KELTJENS et col.,
1982). La protéine isolée contient donc bien les deux coenzymes F430
et CoM caractéristiques des méthanogénes. Cependant, le rapport
F430/protéine que nous avons déterminé d'aprés la teneur en
chromophore (1,26) ou en nickel (1,34) est faible comparativement a
la stoechiométrie théorique de 2 généralement admise (ANKEL-FUCHS et
col., 1986). En fait, les travaux publiés font état de stoechiométries
expérimentales comprises entre 1,4 et 1,9 (HAUSINGER et col., 1984 ;
ELLEFSON et col., 1982) et attribuent généralement cet écart & une
perte de coenzyme lors de la purification de la protéine. Mé@me les
travaux les plus récents sur le coenzyme F430 libre ou lié au
composant C montrent que le rapport molaire F430/protéine est de
1,39, résultat trés proche des ndtres (ANKEL-FUCHS et col., 1984). De
surcroit, tous ces travaux établissent ces rapports en déterminant la
teneur en protéines par la méthode de Lowry avec pour étalonnage
l1'albumine sérique bovine alors que nous avons étalonné le dosage
de Bradford par comparaison avec l'analyse d'acides aminés effectuée
sur une quantité connue de protéine.

En complément de ces critéres physico-chimiques, le contrdle de
1'activité biologique de la protéine s'imposait. Quelque soient les
systémes hétérologues mettant en jeu les différents composants A, B

et C isolés de M. barkeri, M. voltae, M. thermoautotrophicum et M.

jannaschii, 1'activité méthyl CoM réductasique est reconstituée



(HARTZELL et col., 1986). L'activité de la protéine purifiée a donc
été déterminée en utilisant les composants A et B de M.
thermoautotrophicum ou un extrait brut de M. barkeri dans le
laboratcire de C. VAN DER DRIFT. Un échantillon a été également
testé dans le laboratoire de D. ANKEL-FUCHS en 1'absence du

composant A mais avec le DTT comme donneur d'électrons. Dans ce

cas, le composant B était soit synthétique, soit isolé de M.

thermoautotrophicum.

Les résultats indiquent que le composant C de M. mazei MC3
n'a aucune activité en systéme hétérologue, traduisant ainsi soit la
présence d'un inhibiteur inconnu, soit 1l'absence d'un activateur
spécifique. La pureté de nos préparations nous permet d'exclure
l'hypothése d'un inhibiteur. Par contre, si les deux bandes mineures
(PM = 60 000) signalées précédemment sont nécessaires & l'activité
réductasique comme chez M. thermoautotrophicum ou M. barkeri
(HARTZELL et WOLFE, 1986), le test biologique aurait dd se faire en

leur présence.

Enfin, les résultats de résonnance paramagnétique électronique
tendent & confirmer 1'hypothése d'une inactivité biologique du
composant C que nous avons purifié. Le nickel présent dans le
coenzyme F430 est trés stable puisqu'il n'y a pas d'échange avec le
N12+ libre présent dans la phase liquide méme en milieu
chlorhydrique 6N (DIEKERT et col., 1980). Selon ALBRACHT et col.
(1986) et ANKEL-FUCHS et col. (1986), le signal RPE observé sur le
composant C actif serait dd au Ni (III) état oxydé ou Ni (I) état
réduit, le Ni (II) ne donnant aucun signal RPE. Vu le silence RPE,
le composant C purifié de M. mazei serait donc Ni (Il) et de ce fait
biologiquement inactif. On pourrait penser & "activer'" la protéine
par oxydation ou par réduction du Ni lié. Mais 1'état rédox de
celui-ci ne peut &tre modifié par les agents d'oxydo-réduction
classique car il serait sous une forme '"bloquée' ou "inaccessible"
(ALBRACHT, communication personnelle). Ceci renforce 1'hypothése de
l'existence d'une molécule-clé permettant de changer 1'état rédox du
Ni dans le F430 1ié.



TABLEAU XVII
Spécificité des immunséra anti-composant C
l.- ELLEFSON et WOLFE (1981) : IDD et immunodétection

2.- HARTZELL et WOLFE (1986) : IOD
3.~ OSSMER et col. (1986} : IDD et immunodétection

anti-composant C | anti-composant

| | ]
| | |
I AH | Mc voltae |
| | |
| | |
Methanobacterium thermoautotrophicum | + {1}(2) l - (2)(3) |
Methanobacterium formicicum | + (1) | l
Methanobacterium bryantii | + (1) | l
Methanobrevibacter ruminantium | - {1)(2) f |
Methanogenium marisnigri | - (1) ! |
Methanococcus voltae | « (2) - (3) ] + (2) |
Methanocaccus jannaschii , - (2) | + (2) |
Nethanococcus limicola l - (2) | |
Methanospirillum hungatei | + (1) ] |
Methanosarcina barkeri I - (2) I - (2) :
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Bien que les composants C isolés de diverses méthanogénes
hydrogénophiles et acétoclastes présentent des similitudes prononcées
dans leurs caractéres physico-chimiques et leurs activités biologiques
(HARTZELL et WOLFE, 1986), les différences immunologiques sont
marquées (Tableau XVII). En particulier, les immunséra préparés

avec le composant C de M. thermoautotrophicum A H et M. voltae ne

reconnaissent pas le composant C ou ses sous-unités de M. barkeri.

Y

Nos travaux montrent qu'a l'intérieur de la famille des

Methanosarcinaceae (genres Methanothrix et Methanosarcina), les

relations immunologiques sont étroites. En effet, que ce soit en IFI,

en IDD ou en IEP, l'immunsérum anti-composant C de M. mazei

reconnait toujours le mé&me type de protéine chez les Methanosarcina.

En immunodétection sur membrane, ce méme sérum reconnait bien des

protéines de Methanothrix sp. de poids moléculaires analogues aux

sous-unités du composant C. Par contre, chez M.

thermoautotrophicum, la reconnaissance est beaucoup plus faible et

nécessite des temps de réaction plus longs.
L'immunsérum anti-protéine totale reconnait majoritairement les
deux sous-unités lourdes Sl et S2 comme cela avait déja été noté

chez M. thermoautotrophicum (OSSMER et col., 1986). Les immunséra

anti-sous-unités que nous avons préparés ne semblent pas é&tre
précipitants. Par contre, en immunodétection, leur spécificité est
étroite et il n'y a pas de réactions croisées en réaction hétérologue.

Cette spécificité est également observée chez Methanococcus voltae et

utilisée pour le clonage des génes codant pour les différentes sous-
unités -dans des plasmides d'Escherichia coli (KONHEISER et col.,
1984 ; SCHALLENBERG et col., 1986). Grdace A cette technique, les

génes des sous-unités a, B et y ont été clonés. Les séquences de

fragments d'ADN ont été déterminées et comparées chez M. voltae et

M. thermoautotrophicum. L'homologie globale est de 71% indiquant

ainsi une grande conservation de cette sous-unité. Ceci pourrait
d'ailleurs expliquer les relations immunologiques croisées observées
dans nos travaux ou par d'autres auteurs. Par ailleurs, sur une
séquence de 60 amino-acides, aucun résidu cystéine et un seul résidu
méthionine est observé, ce qui est en accord avec l'analyse d'acides

aminés effectuée sur le composant C que nous avons isolé.
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A

La spécificité de nos immunséra a été mise & profit pour une
étude plus fine de la cytolocalisation du composant C en microscopie
électronique grdce aux techniques de marquage a l'or colloidal.

L'absence de marquage significatif chez M. thermoautotrophicum par

les immunséra issus de M. mozei confirment la faiblesse des relations
croisées déja observées en immunodétection sur membrane. Chez toutes
les souches acétoclastes, le composant C, localisé par l'immunsérum
anti-protéine ou ceux anti-sous-unités est toujours distribué
réguliérement dans le cytoplasme sans indice apparent de localisation
membranaire. Cette distribution est analogue a celle observée chez M.

thermoautotrophicum et en opposition avec celle chez M. voltae ol le

composant C est essentiellement membranaire (OSSMER et col., 1986).

Enfin, la présence de composant C a l'extérieur des cellules de
M. mazei était suggérée par les résultats de 1'IFI. Les techniques
d'extraction utilisées et leurs rendements massiques suggéraient
qu'environ 10% de cette protéine était externe. Cette localisation est
confirmée en microscopie électronique. Des zones extra-cellulaires
condensées sont bien marquées par le sérum anti-protéine chez M.
mazei et & un moindre degré chez les autres espéces de

Methanosarcina. Par contre, chez Methanothrix, aucun marquage n'est

visible a 1l'extérieur des cytoplasmes. Ce fait original peut é&tre
expliquer par la morphologie particuliére des sarcines. En effet,
dans tous les travaux d'ultrastructure. de ce type bactérien, des
cellules altérées sont identifiables par leur cytoplasme clair, en
particulier lors de la croissance sur méthanol (TOUZEL et col.,
1985). Lors de la mort des cellules, il est donc possible que cette
protéine soit en partie retenue sur l'enveloppe
hétéropolysaccharidique par des phénomeénes d'adsorption ou ioniques.
Par contre, une excrétion active et un rdle physiologique de ce
composant C externe nous paraissent deux hypothéses moins

plausibles.



78.-

CONCLUSION

L'analyse des profils protéiques totaux, bien qu'effectuée sur
un faible nombre de souches et d'essais, montre clairement que ce
type d'analyse peut &tre aussi utilisé en taxonomie des
méthanogenes. Elle s'ajoute aux nombreux critéres distinctifs et
conduit a des résultats analogues a la classification de référence
basée sur des techniques plus lourdes telles que 1'hybridation des
acides nucléiques ou le séquencage d'oligonucléotides.

Aux protéines nombreuses et quantitativement peu abondantes
chez les hydrogénophiles s'opposent la présence de bandes protéiques
majeures chez les acétoclastes. Ces derniéres ont permis la
standardisation interne des profils qui facilite l'interprétation des
résultats obtenus aprés électrophorése en gel de polyacrylamide.
Insoupconnées au départ, trois d'entre-elles ont présenté un intérét
majeur dans notre étude, celles-ci formant les sous-unités d'une
protéine antigénique analogue au composant C de la méthyl CoM
réductase. L'analyse densitométrique a permis d'estimer leur teneur
dans la cellule & environ 30% des protéines solubles totales chez les
acétoclastes, ce taux a ensuite été vérifié aprés isolement de la

protéine antigénique chez Methanosarcina mazei MC3. Le pourcentage

nettement plus faible voisin des 10% obtenu aprés extraction de la

protéine chez Methanobacterium thermoautotrophicum (ELLEFSON et

col., 1981) est en accord avec la faible intensité des bandes
observées chez toutes les hydrogénophiles et chez Ms barkeri
croissant sur H2/C02. Chez cette derniére espéce, GORRIS et col.
(1986) ont observé que la teneur en sarcinaptérine, transporteur
intermédiaire de radicaux monocarbonés, est de 187 et 40 wmol/g de
protéine respectivement sur acétate et sur HZ/COZ' Si 1'on consideére

les YCHA chez Ms barkeri (1,6-1,9 g/mole sur acétate et 6,4~
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8,8 g/mole sur HZ/COZ), les teneurs en sarcinaptérine et en
composant C rapportées a la mole de CH4 sont analogues. Seul le
rendement cellulaire diminue d'un facteur 3 & 4 sur acétate.

Chez Mb thermoautotrophicum, le coenzyme F430 est sous deux

formes : soit libre dans la cellule (70%), soit associé au CoM (30%)
pour former le groupement prosthétique de la méthyl CoM réductase.
Le F430 libre pourrait avoir, scoit un rdle de stockage intra-
cellulaire du Ni, soit &tre le précurseur du F430 lié. Cette derniére
hypothése a été confirmée et conduit & un schéma hypothétique dans
lequel au moins le CoM et un dérivé de la lumazine contribuent a la
formation de la méthyl CoM réductase active (ANKEL-FUCHS, 1984). En
fait, ce schéma doit &tre modifié puisqu'il existe au moins une
protéine qui active cette enzyme chez Mb thermoautotrophicum
(HARTZELL et WOLFE, 1986) et que la forme libre du F430 est sous
forme Ni (1I) (ANKEL-FUCHS et col., 1986). Or ces mé&mes auteurs ont

émis 1'hypothése que ce métal doit &tre sous forme Ni (II1I) ou Ni (1)

dans la protéine pour qu'elle ait une activité.

L'isolement d'un composant C de Methanosarcina mazei MC3

inactif, sous forme Ni (II) confirme cette hypothése et l'existence
d'une étape d'activation indispensable pour une activité maximale de
la méthyl CoM réductase. Cette étape est probablement due a la
présence d'un composé modifiant 1'état d'oxydation du nickel lié sous
sa forme plus réduite (Ni -I-) ou plus oxydée (Ni -III-). Sa
structure est actuellement inconnue mais il pourrait s'agir de la
protéine activatrice décrite par HARTZELL et WOLFE. Il faut
remarquer que dans notre travail, des protéines de poids
moléculaires analogues ont. été mises en évidence mais éliminées au
cours de 1'ultime étape de purification alors que dans les travaux
de D. ANKEL-FUCHS, elles sont présentes méme aprés passage sur .
différentes chromatographies d'affinité.

Enfin, les études immunologiques sur le composant C (HARTZELL
et WOLFE, 1986 ; OSSMET et col., 1986 ; nos travaux) montrent

qu'excepté a l'intérieur des Methanosarcina, il existe apparemment

une spécificité de genre, voire d'espéce. Compte tenu des réserves
faites précédemment sur l'utilisation d'immunséra polyclonaux anti-
cellules pour la quantification des méthanogénes dans les digesteurs,
le composant C pourrait &tre un bon marqueur biologique de

1’activité méthanogéne. En effet, les images de microscopie
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électronique suggérent qu'a l'inverse des parois, le contenu
cytoplasmique est dégradé lors de la lyse cellulaire. La mise au
point d'une technique type Elisa pourrait &tre comparée a 1'activité
biologique globale d'utilisation des substrats. Par contre, la
"banque' de séra polyclonaux que nous avons préparée peut
désormais &tre utilisée pour la localisation ou l'identification

présomptive des espéces correspondantes.



FIGURES DE LA PARTIE "RESULTATS"



Figure n° 29 : Profils électrophorétiques en gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes gradient 7. 15%

a - Méthanogénes hydrogénophiles
(1) Methanobacterium formicicum MF
(2) Methanobacterium thermoautotrophicum Marburg
(3) Methanobacterium thermoautotrophicum JH
(4) Methanobacterium thermoformicicum FTF
(5) Methanobrevibacter arboriphilus AZ
(6) Methanobrevibacter arboriphilus DH1

b - Méthanogénes acétoclastes

(1) Methanosarcina barkeri MS

(2) Methanosarcina barkeri 3

(3) Methanosarcina barkeri UBS

{4) Methanosarcina thermophila TM1
(5) Methanosarcina mazei MC3

(6) Methanosarcina mazei S6

(7) Methanosarcina vacuolata

(8) Methanothrix soehngenii FE

Figure n 30 : Profils électrophorétiques en gel de polyacrylamide 10% en
conditions dénaturantes

(1) Methanosarcina sp. CHTI 55 (A) Croissance sur méthanol
{2) Methanosarcina thermophila TM1 (B) Croissance sur acétate
(3) Methanosarcina sp. MST (C) Croissance sur méthylamines

Th : Kit PHARMACIA de haut poids moléculaire
Thyroglobuline PM = 330 000 ; Ferritine PM = 220 000
Albumine PM = 67 Q000 ; Catalase PM = 60 000
Lactate déshydrogénase PM = 36 000

Tb : Kit PHARMACIA de bas poids moléculaire
T1 Phosphorylase b PM = 94 000 ; T2 Albumine PM = 67 000
T3 Ovalbumine PM = 43 000 ; T4 Anhydrase carbonique PM = 30 000
T5 Inhibiteur trypsique PM = 20 100 ; T6 olactalbumine PM = 14 400
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FIGURE n® 32

: ANMALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE (18x64)
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FIGURE n® 32 : ANALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE (18x64)
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FIGURE n9 33: ANALYSE £il COMPOSANTE PRINCIPALE (18x54)
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FIGURE n® 34 : ANALYSE HIERARCHIQUE ASCENDANTE (18x64)
MAXINISATION DU MOMENT CENTRE D'ORDRE 2 D'UNE PARTITION
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FIGURE n® 35 : ANALYSE HIEARCHIQUE ASCENDANTE (18x64)
MININISATION DU MOMENT CENTRE D'ORDRE 2 OES CLASSES



I I I |

| GENRE | EsPECE | soucHe | coog
I | I |

I | I I

| Methanobacterium | formicicum A | 1
I | | I

I | thermoautotrophicum | aH | 2
| | | TCse |3
I | I |

| | thermoformicicum [ (R
I | I I

I | | |

| Methanobrevibacter | arboriphilicus | AZ | s
I | | oHL | &
I I | |

| | | |

| Methanospirillum | hungatei | JF1 | 6
| | | I

| | | I

| Methanosarcina | barkeri | ws | H
| I | 3 | &
I | | us | 1
| | | 227 | 4
| I | FRL | K
I I | I

| | mazei | Mc3 | F
| | | s6 | ¢
| I | |

i | thermophila | M1 | 8
| | sp. | msT | D
| | sp. | cHTIss | ¢
| I | |

| | vacuolata | I L
I | I |

I | | |

| Methanothrix | soehngenii | rfE I A
| | | |

*
Code attribué & chaque souche "i" pour faciliter l'interprétation

]
I

I
|
I
I
|
I
I
I
|
I
I
|
I
I
I
I
I
|
|
I
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|
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FIGURE n® 368 : ANALYSE HIEARCHIQUE ASCENOANTE (18x64)
MININISATION DE LA DISTANCE MOYENNE ENTRE LES CLASSES
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FIGURE n® 37 : ANALYSE HIEARCHIQUE ASCENDANTE (18x64)
MINIMISATION OE LA VARIANCE OES CLASSES
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FIGURE n® 38 : ANALYSE HIEARCHIQUE ASCENDANTE (18x77)
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FIGURE n® 39 : ANALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE (42x77)
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FIGURE n® 39

: ANALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE (42x77)
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FIGURE n° 40 : ANALYSE HIERARCHIQUE ASCENDANTE (42x77) 87 .-
KAXINISATION DU MOMENT CENTRE D'ORDRE 2 O'UNE PARTITION
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Figure n° 41 : Immunofluorescence indirecte des sarcines en réaction homologue
aprés traitement A l'acétone

a : Methanosarcina mazei MC3 (G

= 1200)
b : Methanosarcina sp. CHTI 55 (G =

1200)

Noter le marquage irrégulier et externe des agrégats

Figure n° 42 : Immunofluorescence indirecte en réaction homologue de
Methanothrix soehngenii FE (G = 1200)

Noter le marquage régulier des filaments
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FIGURE n° &4 : TITRATION DE L'IMMUNSERUM ANTI-METHANOTHRIX SOEHNGENII FE

en présence des antigénes :
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FIGURE n%45 : TITRATIOM DES IMMUNSERA EN REACTION HETEROLOGUE ' 90.
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Figure n° 46 : Granule méthanogéne

a : microcolonie mixte de bactéries Gram négatives et de bacilles
de morphologie analogue & Methanobrevibacter arboriphilus
(G = 28 000)

b : identification de Methanobrevibacter arboriphilus AZ au sein de
colonies mixtes par immunomarquage a l'or colloidal (G = 30 000)
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Figure n° 47 : Granule méthanogéne

a : microcolonie de bactéries filamenteuses de structure analogue a
Methanothrix (G = 9 600)

b : identification correspondante de Methanothrix soehngenii par
immunomarquage & l'or colloidal (G = 11 400 - G = 36 000)
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ANALYSE DES REACTIONS CROISEES
avec les surnageants centrifugés (12 000 rpm) aprés dispersion mécanique

Figure n° 48 : En immunodiffusion double entre :

a - les surnageants de

(1) Methanosarcina barkeri 227 (2) Methanosarcina mazei MC3
(3) Methanosarcina mazei S6 (4) Methanosarcina thermophila TM1
(5) Methanosarcina vacuolata (6) Methanosarcina barkeri MS
et les immunséra anti
(A) Methanosarcina barkeri MS (B) Methanosarcina thermophila TM1L

(C) Methanosarcina mazei $6

b - les surnageants de

(1) Methanosarcina mazei S6 (2) Methanosarcina vacuolata
(3) Methanosarcina sp. CHTI 55 (4) Methanosarcina sp. MST
(5) Methanosarcina thermophila TM1 (6) Methanosarcina barkeri MS

et les immunséra anti
(A) Methanosarcina thermophila TM1
(B) Methanosarcina sp. CHTI 55
(C) Methanosarcina sp. MST

¢ - le surnageant de Methanosarcina mazei MC3 (1) & les immunséra anti

(A) Methanosarcina barkeri MS (B) Methanosarcina barkeri 227

(C) Methanospirillum hungatei JF1 (D) Methanosarcina vacuolata

(E) Methanosarcina mazei S6 (F) Methanosarcina mazei MC3

(G) Methanothrix soehngenii FE (H) Methanosarcina thermophila TML
(I) Methanosarcina sp. MST (J) Methanosarcina sp. CHTI 55

Figure n°® 49 : En immunoélectrophorése

les surnageants de :
(1)(3) Methanosarcina sp. CHTI 55 (2) Methanosarcina thermophila TM1
(4) Methanosarcina mazei MC3 (5) Methanosarcina mazei S6
et les immunséra anti
(A) Methanosarcina thermophila TM1 (B) Methanosarcina sp. CHTI 55
(C) Methanosarcina mazei MC3 (D) Methanosarcina mazei S6

Figure n® 50 : En immunoélectrophorése

les surnageants de :
(1) Methanosarcina mazei MC3 (lysée & la presse de French)

(2) Methanosarcina mazei MC3 (3) Methanosarcina thermophila TM1
(4) Methanosarcina barkeri MS (5) Methanosarcina vacuolata

et les immunséra anti
(A) Methanosarcina mazei MC3 (B) Methanosarcina thermophila TM1

Figure n° 51 : En immunoélectrophorése bidimensionnelle

a - antigéne : Methanosarcina sp. CHTI 55/Immunsérum anti CHTI 55
b - antigéne : Methanosarcina mazei MC3/Immunsérum anti MC3
c - antigéne : Methanosarcina mazei MC3/Immunsérum anti CHTI 55
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OPTIQUE

rbitraire dépot : Lysat cellulaire 3 la presse de French 94 .-
\ débit : 18.0 =l/h
Tp : Tris-HC1,NaCl pH 7.2 . !T ETALONNAGE DE LA COLONNE
3 A=280 n= A
FW Adldolase
20014_ —_ !;talase

Ferritine
Thycoglobuline

30 150 240 “300 ) - .}
PN= 300 000 Volume d'élution en =l
jaune , 245ml

FIGURE n® 52 : PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE SUR ULTROGEL ACA3%4

MOLARITE
OPTIQUE NaCl
rbitraire a
0.20
<
0.15
L]
]
0.10
0.05
YU VI Y VTSN T W VT G Aeensdvechccasdeommin et does-dardrodoadamsde, Arrdiabacsrds ATV VP Y YUY VR WO TN OO § YR S WY E”'

N°® de fraction (2.3sl)
FIGURE n° 53 : PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE SUR DEAE TRISACRYL



OBTENTION DE LA PROTETINE

Figure n° 54 : Electrophorése en gel de polyacrylamide en conditions
non dénaturantes

Figure n° 55 : Electrophorése en gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes

(A, C, D, Th Tb) : Révélation au bleu de Coomassie
(Th, Tb, B, C) : Révélation au nitrate d'argent

A - Surnageant de centrifugation (12 000 rpm) de Methanosarcina mazei
MC3 aprés lyse cellulaire & la presse de French
B - Surnageant de centrifugation (12 000 rpm) de Methanosarcina mazei
MC3 apreés dispersion mécanique
C - Eluat aprés chromatographie d'exclusion sur ULTROGEL ACA34
D, - Eluat aprés chromatographie échangeuse d'ions DEAE SEPHADEX
T - Sérum albumine bovine
Th - Kit PHARMACIA de haut poids moléculaire
Tb - Kit PHARMACIA de bas poids moléculaire
(1) Phosphorylase b - PM = 94 000 ; (2) Albumine - PM = 67 000
(3) Ovalbumine — PM = 43 000 ; (4) Anhydrase carboniqqe - PM = 30 000

Figure n° 56 : Contrfle de purification en immunoélectrophorése

(A) Immunsérum anti-Methanosarcina mazei MC3 (FP)
(B) Immunsérum anti-protéine purifiée
(1)(5) Surnageant de centrifugation (12 000 rpm) de Methanosarcina
" mazei MC3 apreés dispersion mécanique
{2) Surnageant de centrifugation (12 000 rpm) de Methanosarcina mazei
MC3 aprés lyse cellulaire & la presse de French
(3) Eluat aprés chromatographie d'exclusion sur ULTROGEL ACA34
(4) Eluat aprés chromatographie échangeuse d'ions DEAE TRISACRYL

Figure n°® 57 : Analyse des surnageants d'ultracentrifugation de Methanosarcina
mazei MC3 aprés lyse cellulaire A la presse de French.
Electrophorése en gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes.

(1) solution initiale ; (2) 12 000xg 1h ; (3) 50 000xg 1h
(4) 110 000xg 1h ; (5) 200 000xg 1h ; (6) 110 000xg 2h
(7) 200 000xg 2h ; Th-Tb témoins de poids moléculaire
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FIGURE n® 59 : SPECTRE R.P.E. DU NICKEL

. EPR conditions: . _ . N
e mxrowave flequencg: 92541 MHe
fempeature 1 Suk -
e e MNGIOSOOE bowier S W
- modulation owmplibde 1 1,28 mT

: - . — . . . §
“ 8385 230 228 22 2.iS 2.0 2,08 "9 valves
FIGURE n® 60 : DETECTION DES COENZYNES
al : FRACTION DEPROTEINISEE  v=100yl bl : FRACTION DEPROTEINISEE v=100ul
a2 : ETALON F430 v= 50ul b2 : MELANGE:FRACTION+ETALON v=100+10ul
colonne : Lichrosorb RP 18 b3 : ETALON CoM 1g/1 v=100pl
tampon : sol A acide acétique 25 aM pH=6 colonne : C18
sol B méthanol 90% taampon : sol A méthanol/eau 10%

débit : 0.8 ml/min sol B méthanol/eau 30% Pic A
0.04 AUFS débit : 0.5 ml/min
A= 430 nm 0.01 AUFS

A= 240 nm
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Figure n° 61 : Immunoélectrophorése en réactions homologues entre :

Methanosarcina mazei MC3 lysée A la presse de French (1) ou dispersée
mécaniquement (2) -
et les immunséra

(A) anti-Methanosarcina mazei MC3 (FP)

(B) anti-Methanosarcina mazei MC3 (cellules entiéres)

(C) anti-protéine totale

(D) anti-sous—unité S1

Figure n° 62 : Immunoélectrophorése en réactions hétérologues entre :

(témoin 1) Methanosarcina mazei MC3 lysée & la presse de French
(témoin 2) Methanosarcina mazei MC3 dispersée mécaniquement

(3) Methanosarcina thermophila TM1 dispersée mécaniquement

(4) Methanosarcina barkeri 227 dispersée mécaniquement

(5) Methanosarcina vacuolata

et 1'immunsérum anti-protéine totale de MC3

Figure n°® 63 : Immunodiffusion double entre

les cellules lysées & la presse de French
(1) Methanothrix soehngenii FE
(2) Methanosarcina mazei MC3
(3) Methanobacterium thermoautotrophicum H
et les immunséra
(A) anti-protéine totale
(B) anti-Methanosarcina mazei MC3 (FP)
(C) anti-Methanosarcina mazei MC3 (cellules entiéres)
(D) anti-Methanothrix soehngenii FE

Figure n° 64 : Profils électrophorétiques en gel de polyacrylamide 10% en
conditions dénaturantes

(1) Methanothrix soehngenii FE

(2) Methanosarcina mazei MC3

(3) Methanobacterium thermoautotrophicum H
Th Kit PHARMACIA de haut poids moléculaire
Th Kit PHARMACIA de bas poids moléculaire

Figure n°® 65 : Immunodétection avec les immunséra

0) anti-Methanosarcina mazei MC3 (cellules entiéres)

1) anti-protéine totale

2) anti-sous-unité Sl

3)
)

anti-sous-unité 82
anti-sous-unité S3
(5) anti-Methanothrix soehngenii FE

apréds électrotransfert des profils protéiques des souches MC3, FE, H
sur membrane de nitrocellulose
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Figure n° 68 : Methanosarcina mazei MC3

a : section transversale d'un agrégat
(G = 20 000 ; G = 40 000)

b : contraste différentiel (G = 1 000)
c : microscopie électronique & balayage (G = 10 000)

Noter la présence d'exopolymére
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Figure n°® 69 : Localisation de la protéine purifiée et de ses sous-unités
sur coupes ultra-fines de Methanosarcina mazei MC3 par
immunomarquage a l'or colloidal avec :

a -~ l'immunsérum anti-protéine totale (G = 28 000)
b -~ l'immunsérum anti-sous~unité S1 (G = 36 000)
¢ -~ l'immunsérum anti-sous-unité S2 (G = 30 000)
d -~ 1l'immunsérum anti-sous-unité S3 (G = 28 000)
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Figure n° 70 : Localisation de la protéine purifiée et de ses sous-unités
sur coupes ultra-fines de Methanothrix soehngenii FE par
immunomarquage & l'or colloidal avec :

a - l'immunsérum anti-protéine totale (G = 40 000)
b - 1'immunsérum anti-sous-unité S1 (G = 45 000)
¢ - l'immunsérum anti-~sous~-unité S2 (G = 36 000)
d - l'immunsérum anti-sous~-unité 83 (G = 45 000)
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ANNEXES



Solution trace minérale

ANNEXE I

Composition du milieu BCYT pH 7

H.O0 bidistillée ......... 800 ml

Solution macrominérale .. 50 ml
Solution vitamine .,..... 10 ml
Trace minérale sveeneeee. 10 ml

“NH Cl tivvevesansaseesoes 1 g
Extrait de levure .coeees 0,5 g
Trypticase veeesesoscases 0,5 ¢
Résazurine 3 0,2% ceeeeen 1 nl
KHCO3 terevececassesannse 2,1 g

Ajusté 3 pH 7

Répartir en flacons sous N2/CO2

Solution de vitamines

Titriplex I acide nitrilcacétique 12,8 g/l

FeCl, 6H 0 veeoveovocacn
MnClg AHZO
CoCl,_ G6H
CaCl_ 2H
InCl, veveeesncsesasnnsne
CuCl 2H20 ceteneensacss
HBO, vevenna cesessevnse
Ng MgOA 2H20 ceescsssese
Nagl tesescsccststrcenes
NICL_ 6H. 0 seveennnneans

2
Na23e03 gHZO ceccersanes

2 ccasessessene
20 acssrcsncevese
2

0 teevnnnannnns

N NS NN

1,35 ¢/1
0,1 g/l
0,024 g/l
0,1 g/l
0,1 g/l
0,025 g/1
0,01 g/1
0,024 g/l
1 g/l
0,12 g/1
0,026 g/1

Solution macrominérale

KH. PO +eesus. B g/l
Nabl iiinil 12 g/1
MqCl 61,0 ... 2 q/l
CaCl. 2HS0 ... 1,6 g/l

2 2

D(+) biotine ....
Acide folique

savsseessee

®esecssesoens

2 mg/l
.o 2 mg/l

HCl-pyridoxal sveseeaseanwe.s 10 mg/l

Riboflavine seeeeenvese
Acide nicotinique

Vitamine B12-.
Acide 4-aminobenzoIque
Acide DL-a -lipoTque

HCl-thiamine .eveevenn..
D{+) pantothénate de calcium
ceees 0,1 mg/d
veeses 5 ma/l

seone

seee’e s

5 mg/1
5 mg/1
5 mg/1
5 mg/1

.. 5 mg/l



ANNEXE II

Immunodétection sur nitrate de cellulose ou "immunoblotting"

1.~ Réactifs

- Tampon TBS {Tris Buffered Saline) Tris 20 nM, NaCl 500 nmM, pH 7,5
- Tampon TTBS Tris 20 mM, NaCl 500 mM, 0,05% Tween 20 pH 7,5
- Solution bloquante gélatine 3% dans une solution TBS (dissolution & 37°C)
- Solution dilution des anticorps gélatine 1% dans une solution TTBS
- Réactif de coloration . Mix de 2 solutions préparées extemporanément
. Sol 1 20 ml méthanol refroidi dans la glace
60 mg Horseradish peroxidase réactif Biorad
. Sol 260 1HO_ 30% refroidi dans la glace
100 ml solution TBS
- Tampon d'électrophorése Tris 20 mM glycine 150 mM méthanol 20% pH

2.- Différentes étapes expérimentales

- Electrophordse en gel de polyacrylamide 10% + SDS d'un échantillon protéique 3 2 mg/ml

- Transfert électrophorétique du gel sur feuille de nitrocellulose &4 h,, 0,3 A, 60 V. Séchage et
découpe de bandelettes largeur 7 mm

- Durée : 30 minutes, immersion sous agitation lente horizontale dans la solution de blocage des
bandelettes sépardes individuellement

- Durée : 2x10 minutes, immersion sous agitation dans la solution de TTBS

~ Durée : 2 heures minimum au mieux une nuit, immersion sous agitation dans une solution
d'anticorps spécifique IgG de lapin dilué

- Durée : 2x10 minutes, immersion sous agitation dans une solution de TTBS

- Durée : 1 heure, immersion sous agitation dans la solution de dilution conjuquée au sérum de
chévre anti-lapin marqué par l'horseradish peroxidase

- Durée : 2x10 minutes, 1x10 minutes, deux ringages successifs en présence de TTBS puis en
présence de TBS par immersion sous agitation lente

- Durée : maximum 30 minutes, immersion sous agitation en présence du réactif de coloration

- Durée : 10 minutes, arrét de la coloration par immersion dans l'eau, les photographies sont
prises tandis que la membrane est encore humide afin d'intensifier les bandes colorées.



ANNEXE III

LES VARIABLES SUPPRIMEES SONT :

matrice 18x64 : V09 ; V14 , V15 , V21 , V28 ,¥29 , V35
V37 , V38 , V43 , V52 , V59 , V61 , V66
V69 , V72 .

matrice 18x77 : V15 , V43 , V72 .
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