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Résumeé

Les actinomycétes sont des bactéries mycéliennes a Gram positif, généralement
saprophytes, hétérotrophes, aérobies, mésophiles et ubiquitaires ; sont rencontrés sur une
grande variété de substrats naturels: sols, débris végétaux, sédiments marins, lacs, mers et
océans. lls sont sécrétées les molécules bioactives telles que, les enzymes, les vitamines, les
Immunosuppresseurs, les insecticides et les herbicides, et les Streptomyces sont les meilleurs
candidats pour la production des métabolites secondaires biologiquement actifs.

Dans cette recherche, notre objectif est I’étude des différentes approches génomiques qui
estiment les métabolites secondaires chez les actinomycétes

La plupart des métabolites secondaires des actinomycétes ont été découverts par des
méthodes chimiques consistant a modifier les conditions de culture. De nombreux métabolites
secondaires sont exprimés a de faibles niveaux au cours de la croissance en laboratoire. La
découverte de nouveaux métabolites secondaires s'est avérée difficile. Cette limitation a été
surmontée par une approche d'exploration du génome, dans laquelle les progres récents de la
technologie de séquencage de I'ADN et a I’aide des outils bio-informatiques (antiSMASH,
BLAST, NP searcher.. etc) ont entrainé une augmentation rapide du nombre de métabolites
secondaires de génomes des actinomycetes de haute qualité.

A T’issu de ce travail, nous pouvons conclure que les approches génomiques plus
important dans 1’estimation de pouvoir métabolique des actinomycetes par rapport a la
méthode classique

Mots clés : Actinomycetes, métabolites secondaires, streptomyces, approches génomiques,
Exploration de génome, bio-informatique.



Abstract

Actinomycetes are Gram-positive mycelial bacteria, generally saprophytic, heterotrophic,
aerobic, mesophilic and ubiquitous; are encountered on a wide variety of natural substrates:
soils, plant debris, marine sediments, lakes, seas and oceans. They are secreted bioactive
molecules such as enzymes, vitamins, immunosuppressants, insecticides and herbicides, and
Streptomyces are the best candidates for the production of biologically active secondary
metabolites.

In this research, our objective is the study of different genomic approaches that estimate
secondary metabolites in actinomycetes.

Most of the secondary metabolites of actinomycetes have been discovered by chemical
methods consisting in modifying the culture conditions. Many secondary metabolites are
expressed at low levels during growth in the laboratory. The discovery of new secondary
metabolites has proven to be difficult. This limitation has been overcome by a genome mining
approach, in which recent advances in DNA sequencing technology and bioinformatics tools
(antiSMASH, BLAST, NP searcher...ect) have resulted in a rapid increase in the number of
secondary metabolites from high quality actinomycetes genomes.

In the wake of this work, we power that genomic approache more important in the
estimation of metabolic power of actinomycetes compared to the classical method

Keywords: Actinomycetes, secondary metabolites, streptomyces, genomic approaches,

genome mining, bioinformatics.
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Introduction

Les actinobactéries sont des organismes procaryotes, sont classes parmi les bactéries. Elles
sont incluses dans I'ordre des Actinomycetales. Les actinobactéries sont des bactéries aérobies
a Gram-positif (Kitouni, 2007), avec un G+C ¢élevé (70%). Le mode de vie des
actinobactéries est en grande partie lié aux nombreuses activités biologiques de leurs
métabolites secondaires. Ceux-ci peuvent avoir notamment une action antibiotique, anti-
tumorale, antifongique, herbicide ou encore insecticide (Kieser et al., 2000).

Jusqu’a la fin des années 1940, les actinobactéries étaient considérés comme des
organismes particuliers de peu d’importance pratique. Cependant, aprés la découverte de la
streptomycine par Schalz et Waksman en 1943, il y a une explosion d’intérét pour ces
organismes et leurs importance pharmaceutique, médicale, vétérinaire, agricole et écologique
est devenue appréciée (Logan, 1994).

Streptomyces est le genre dominant dans le groupe des actinobactéries, leurs especes étant
connues comme productrices d'antibiotiques naturels, d'enzymes et d'autres métabolites
(Ursan et al., 2018).

Les actinomycétes sont considérés comme la source la plus puissante pour la production de
métabolites secondaires, d'antibiotiques et d'autres composés bioactifs (Janardhan et al.,
2014). Ces métabolismes peuvent posséder des propriétés biologiques intéressantes et de
nombreuses molécules utilisées en médicine ont pour origine un métabolite produit par un
Streptomyces. Avec la multiplication des données de séquencage, plusieurs outils de
recherche de clusters du métabolisme secondaire ont été développés (Medema et al., 2011).

IIs existent de nombreux métabolites secondaires qui ne sont pas exprimés dans les
cultures de laboratoire classiques (Manteca et Yague, 2018).

A ce jour, 71 génomes d'Actinobacteria ont été complétés et annotés. Ces analyses
génomiques ont mis en lumiere la compétence de ces microbes en matiére de métabolisme
secondaire sous-estimee pendant des années sur la base des programmes d'isolement
conventionnels et ont permis d'améliorer la qualité de la vie et ont contribué a jeter les bases
d'un nouveau paradigme de découverte de produits naturels basé sur I'exploration du génome
(Nett et al., 2009).

Ils existent de nombreux métabolites secondaires qui ne sont pas exprimes dans les
cultures de laboratoire classiques, par contre L'exploration computationnelle des génomes est

devenue un élément important de la découverte de nouveaux produits naturels comme



médicaments naturels (Amin et al., 2020) pour cela, on travailler a découverte des
nouvelles approches qui sont explorées pour relever les molécules bioactifs (Manteca et
Yague, 2018).

Dans notre mémoire, réparti en trois chapitres, nous avons commencé par un apergu
général sur les actinobactéries (caractéristiques, taxonomie, importance, ...ect). Le deuxiéme
chapitre est concu pour des rappels sur les molécules bioactifs produites par les
actinobactéries. En fin, dans le troisieme chapitre, nous avons parlé autour des approches
génomiques récentes et comment estimer les métabolites secondaires dans ces approches.

Dans ce cadre, notre objectif est I’é¢tude des différentes approches génomiques qui estiment
les métabolites secondaires chez actinomycetes.
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Chapitre I Généralité sur les actinomycétes

1. Historique

D’aprés Waksman (1961), Ferdinand Cohn fut le premier a décrire un actinomycete en
1875 et en 1878, Harz, nomma Actinomycesbovis, un organisme parasite rencontré dans une
infection de la machoire d’un bovin, (Garrity et al.,2007).

Waksman divise en quatre grandes catégories I'histoire des actinomycetes :

La premiére, est celle de la découverte de leur role dans la pathologie et va de 1874 aux
années 1990.

La seconde période (1900-1919) se rapporte a la mise en évidence et a I'étude des
actinomycetes du sol, avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis.

C'est ensuite la période (1919-1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance des
germes a été acquise grace aux recherches de Waksman, de Lieske, de Krassilnikov.

La derniere époque historique est celle des antibiotiques produits par les actinomycetes. Elle
commence en 1940 et le nom de Selman Waksman lui est indissolublement lié(Ouargli,
2018).

2. Définition

Les actinobactéries sont encore appelées actinomycétes. Elles étaient auparavant
considérées comme étant des bactéries a Gram positif capables de former des spores asexuées
(conidiospores ou sporangiospores) et des hyphes ramifiés non fragmentés ou fragmentés.
Leur développement donnait lieu a des colonies circulaires constituées de filaments qui
irradient par croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance. Ceci
explique leur dénomination «actinomycetes» du Grec « aktino, mycetes » ou « champignons a
rayons » ou encore « champignons rayonnants ».Les actinobactéries étaient classées dans
I'ordre des Actinomycetales. Certains représentants de ces microorganismes, surtout les
aérobies, ont longtemps été rejetés de I'ensemble des bactéries et confondus avec les
champignons du fait de leur morphologie fongoides (filaments ramifiés, organes de
sporulation...... etc) et de l'allure mycosique des maladies gu'ils provoquent.Ce probleme est
résolu et ce groupe de microorganismes est définitivement classé parmi les bactéries et ont un

pourcentage de guaninecytosine (G+C%) supérieur a 55%(Saker, 2018).



Chapitre I Généralité sur les actinomycétes

3. Les principales caractéristiques

Les actinomycetes sont un grand groupe de bactéries aérobies mais il existe des formes

anaérobies regroupant généralement des especes pathogenes (Andariambololona, 2010).

e les actinomycetes sont des chimoorganotrophes utilisant une grande variété de sources
d'énergie y compris les polymeéres complexes (Aouar, 2012).

e les filaments des actinomycetes sont en réalité constitués de cellules procaryotes dont le
diameétre est beaucoup plus petit que celui des cellules eucaryotes des moisissures
(Bouaziz, 2018).

e Le diametre de I’ Actinomycete est beaucoup plus petit (1 a2 2 um) que celui des branches
des champignons, qui varie de 5 a 10 pm (Theilleux, 1993).

e La plupart des actinobactéries sont immobiles. Toutefois certaines produisent des spores
flagellées permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques (Bouaziz, 2018).

e lIs sont hétérotrophes, certaines especes sont chimio-organotrophes, mésophiles et vivent
dans la gamme de pH 5,0 a 9,0 avec un optimum vers la neutralité(Bouaziz, 2018).

e Les actinomycétes sont des  hétérotrophes, mais plusieurs especes sont capables de
croissance chimio-auto-trophes. Certains ont des exigences nutritionnelles telles que les
vitamines et certains acides aminés.

e Les actinobactéries sont généralement saprophytes mais quelques-uns sont pathogénes
pour les plantes telle queStreptomyces scabies(Bouaziz, 2018).

e Les cellules des actinomycetes sont minces avec un chromosome organisé en un nucléoide
procaryote et une paroi cellulaire avec peptidoglycane(Barkaet al.,2016).

e Le diametre de leur mycélium est approximativement le un dixiéme de celui de la plupart
des hyphes fongiques (généralement 0.7 4 0.8 um).

e La composition de la paroi cellulaire des actinomycétes varie considérablement d'un
groupe a l'autre et revét une importance taxonomique considérable. Quatre principaux
types de parois cellulaires se distinguent dans ces bactéries filamenteuses sur la base des
trois caractéristiques de la composition et de la structure des peptidoglycanes. Ces
caractéristiques sont (i) I'isomére d'acide diaminopimélique sur la position 3 de la chaine
latérale du tétrapeptide, (ii) la teneur en sucre du peptidoglycane et (iii) la présence de

glycine dans les ponts interpeptidiques. Comme cela est évident dans, les profils de sucre
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caractéristiques sont présents uniquement dans les types de parois cellulaires 11-1V de ces
actinomycetes avec de I'acide mésodiaminopimélique (Mukesh, et al. ,2014).

e Les actinomycétes n’ont pas de membrane nucléaire, elles possédent des organites
flagellaires ressemblant a ceux des bactéries. Ellessont pour la plupartsensibles aux
lysozymes, et aux agents antibactériens (Harir, 2010).

e La sensibilité au chlorure de sodium ainsi qu’a certains agents chimiques ; L'utilisation de
sources carbonées et azotées ainsi que la dégradation de certains polymeres tels que
I'amidon, la caséine et la gélatine et la production de mélanine (Zerizer, 2014).

e Caractérisés par une croissance lente et le temps de génération moyenne est environ 2 a 3
heures (Messoudi ,2013).

4. Morphologie

Ces bactéries ressemblent étroitement aux champignons dans leur morphologie globale. Et
il est variée entre les différents genres des formes cocci commeMicrococcus, batonnets
(Mycobacterium) et polymorphes (Nocardia) jusqu’aux filaments ramifiés qui se
décomposent en cellules sphériques ou qui donnent un mycélium aérien avec de longues
chaines de spores (Erikson, 1949).
¢ Les colonies formées par les actinomycetes sur des milieux solides présentent différents
aspects macroscopiques qui peuvent étre regroupés en trois types :
e des colonies poudreuses couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au milieu.
e des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides.
e des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens

attachés au milieu par des crampons.
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Figure 01 : Coupe transversale d’une colonie d’actinomycéte avec Des hyphes vivants
(bleu-vert) et morts (blanc) la figure montre le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec
des chaines de conidiospore (Prescott et al., 2018)
¢+ En culture liquide «sans agitation », les hyphes formés apres la germination des spores
montent en surface pour croitre en contact de l'air. Cependant, en milieu liquide « avec
agitation », il n'y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores. Les Streptomyces
forment d'abord des filaments libres, qui se ramifient et s'agregent pour former des pellets

(Aouar, 2012).

filament libre non — 22 e
ramifie

filament ramifié — L~

amas de filaments

Figure 02: les classes morphologiques de Streptomyces olindensisis cultivé en milieu liquide
(Khaled ,2016).
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La structure mycélienne des actinomycétes présente une grande diversité de morphologies.
On distingue trois cas (Djaballah, 2010) :

e Soit seul le mycélium végétatif est formé (exemple : Frankia, Dactylosporangium).
La croissance a lieu soit au sein, soit a la surface du milieu.

e Soit il y a formation de mycélium végétatif puis un mycélium aérien maturé en
conidies (exemple : Streptomyces). Le myceélium aérien croit a la surface du
mycélium végetatif et utilise ce dernier comme substrat.

e Soit, seul le mycélium aérien est formé, ce qui n’est rencontré que pour le genre
Sporichthya, dont les hyphes du mycélium aérien sont attachés au substratum par
des crampons.

Enfin, il existe d’autres structures morphologiques plus atypiques. Certains actinomyceétes
forment des structures particulieres qui sont des sclérotes (Chainia), des synnémes
(Actinosynnema), des vésicules contenant des spores (Frankia) ou des vésicules qui en

dépourvues (Intrasporangium) (Barka et al., 2016).
5. Taxonomie

Une taxonomie mise a jour des Actinobacteria qui est basée sur des arbres d'’ARNr 16S a
récemment été rapportée. Cette mise a jour a éliminé les rangs taxonomiques des sous-classes
et sous-ordres, élevant les anciennes sous-classes et sous-ordres aux rangs des classes et des
ordres, respectivement. Le phylum est ainsi divisé en six classes: Actinobacteria,
Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria et Thermoleophilia(Gao et
Gupta, 2012).

La classe Actinobacteria contient 16 ordres. L'ordre Actinomycetales est désormais limité
aux membres de la famille Actinomycetaceae, et les autres sous-ordres qui faisaient
auparavant partie de cet ordre sont désormais désignés ordres distincts. Par conséquent, 43
des 53 familles du phylum Actinobacteria sont affectées a une seule classe, Actinobacteria,
alors que les cing autres classes ne contiennent ensemble que 10 familles (Van Dissel et al.,
2014).



Chapitre I

Généralité sur les actinomycétes

Rubrobacterales
Acidimicrobiales
Solirubrobacterales
Coriobacterales
Bifidobacterales
Actinomycetales

Suborder:
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Corynebacterineae .
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Figure 03: Arbre phylogénétique basé sur le génome du phylum Actinobacteria(Barka et

al., 2016).
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La taxonomie actuelle des actinomycetes est basee sur plusieurs critéres : morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. La plupart des genres peuvent étre définis par des
criteres morphologiques et chimiques, tandis que la détermination des especes repose sur les

criteres physiologiques et moléculaires.
5.1. Criteres morphologiques

Les principaux criteres morphologiques correspondent a la présence, a lI'abondance et a la
disposition des hyphes du mycélium du substrat ou du mycélium aérien. Ainsi que la présence
des spores, leur nombre, leur mobilité, leur forme, leur position sur les hyphes, et la présence

de sclérotes, de sporanges ou de synnémata (Fateh, 2017).
5.2.Critéres chimiques (chimio taxonomique)

La composition de la paroi cellulaire en acides aminés, glucides et lipides constituent le
principal caractére utilisé en chimio taxonomie. (Fateh, 2017).

Acides aminés : Les Streptomyces et genre apparentés contiennent la forme LL-DAP
(acide 2,6- diaminopimélique) contrairement a I'ensemble des autres Actinomycetales.

Glucides : Les glucides de la paroi cellulaire permettent une séparation en quatre groupes
majeurs. Le spectre de sucres A (arabinose + galactose) est caractéristique des genres
Nocardia et Saccharopolyspora. Le spectre glucidique B (madurose) est présent chez les
genres Actinomadura et Streptosporangium. Les Streptomyces et genres apparentés ne
synthétisent aucun glucide en quantité caractéristique (spectre C). Il en est de méme pour les
genres Thermomonospora et les Thermoactinomyces. La présence de xylose et d'arabinose
(spectre D) est caractéristique des Actinoplanes et du genre Micromonospora

Acides gras : Les acides gras les plus communs, chez les actinomycétes appartiennent soit
au groupe de molécules comportant de 12 a 20 atomes de carbone, soit au groupe des acides
mycoliques a 20-90 atomes de carbone. La présence d'acides mycoliques est caractéristique
des genres tels que Nocardia, Mycobacterium et Rhodococcus).

Les acides nucléiques : Les déterminations portent sur GC%, sur le spectre obtenu par
électrophorese des fragments de I'ADN, sur le taux d'hybridation ADN — ADN et sur la
séquence de I'ARNr 16S. Une différence de plus de 10 % indique que deux souches sont sans
relation. Au-dela de 70 % de similitude, deux souches sont considérées comme appartenant a

la méme espeéce.
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5.3.Critéres physiologique

L’étude des caractéres physiologiques a été utilisée également par les taxonomistes pour la
différenciation des especes d’actinomycetes. Ces caractéres sont des tests de dégradation
organiques (glucidiques, protidiques, lipidiques, polymeres....... etcdes tests de résistance
aux différents agents chimiques (antibiotiques, divers autres agents), ainsi que la tolérance au
pH, a la température, a la salinité,..... etc. Lorsque le nombre des tests est tres important, les
résultats deviennent difficilement exploitable ce qui a amené les systématiciens a appliquer la
taxonomie numérique aux actinomyceétes. Cette taxonomie consiste a utiliser un nombre trés
important des caractéres physiologie et vise a classer les especes individuelles dans des

groupes homogénes en utilisant 1’outil informatique (Boudjelal-Bencheikh, 2012).
5.4.Criteres moléculaire

Dés I’avenement de la biologie moléculaire vers le début des années 1980, les méthodes
traditionnelles de classification ont commencé a étre remplacées par les techniques
moléculaires qui reposent sur les analyses des séquences de ’ADN codant pour I’ARN
ribosomique 16S (ADNr 16S), ’hybridation ADN-ADN et la détermination du pourcentage
de guanine-cytosine (GC%) pour déterminer la position taxonomique des

actinobactéries(Bouaziz,2018).

5.4.1. Séquencage de ’ADN ribosomique 16S

Le premier a avoir utiliser cette technique pour la taxonomie des actinobactéries a été
Stackebrandt et ses collaborateurs en 1981 et 1983. Le gene codant pour ’ARN ribosomique
16S est un geéne chromosomique d’une taille de 1500 paires de bases, présent chez toutes les
bactéries dont la séquence est spécifique de chaque espéce et dont les extrémités 5° et 3° (15
premieres et 15 derniéres bases) sont conservées dans toutes les especes bactériennes.

L’¢tude de ’ADNr 16S utilise deux techniques de base la PCR (Polymerase Chain
Reaction) et le sequencage. Le géne ADNr est amplifié par PCR, puis les séquences du
produit sont analysées. Les séquences ainsi obtenues des différents taxons sont comparées
entres elles ou bien avec des espéces de références repertoriées dans des banques de données
génomiques accessibles sur internet telles que « Ez Taxon ». Ainsi, le séquengage de ’ADNr
16S constitue un outil trés rapide pour D’identification des taxa. Le positionnement

taxonomique des souches étudiées par rapport aux genres et aux espéces Voisines
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(phylogénie) utilise des méthodes de calcul des distances d’évolution. Il est admis que deux
genres ayant une homologie inférieure a 94% sont différents, il en est de méme pour deux
especes présentant une homologie inférieure a 97% .1l faut cependant noter qu’un taux
d’homologie compris entre 97% et 100% n’indique pas nécessairement que les especes sont
identiques, surtout si cette derni¢re fait partie d’un genre comptant un grand nombre
d’espéces comme c’est le cas pour le genre Streptomyces. Le recours & I’hybridation ADN-
ADN s’aveére donc nécessaire pour statuer définitivement sur des cas pareils. Dans ce
contexte, ont proposé 98,2% et 98,65%, respectivement comme une limite de séparation entre

les espéces et ce sans avoir recours a I’hybridation ADN- ADN(Bouaziz,2018).

5.4.2. Hybridation ADN-ADN

L’analyse de I’hybridation ADN-ADN est indispensable pour 1’identification définitive
d’une espece lorsque les séquences de I’ADNr 16S présentent des similarités supérieures au
pourcentage du seuil de la détermination d’espéce nouvelle. L’hybridation ADN-ADN
consiste a estimer le taux de réassociation (hybridation) de ’ADN génomique d’un taxon
avec celui des especes les plus proches. Deux especes sont considérées différentes si elles ont
un taux de ressemblance de I’ADN génomique inférieur a 70%(Bouaziz,2018).

5.4.3. Pourcentage de guanine-cytosine (G + C)

En 1949 Chargaff et al., signalent que le contenu en bases puriques et pyrimidiques de
I’ADN pouvait varier d’un individu a ’autre mais était constant pour les individus d’une
méme espece. Chez les bactéries le pourcentage G+C varie de 25 a 75%. Pour les
actinobactéries, ce coefficient est supérieur a 55%, il est généralement compris entre 60 a
78%. Le Tableau IV, représente les valeurs de GC des actinobactéries. La détermination du
coefficient de Chargaff (G+C%) est un critére important non seulement dans 1’identification
des genres mais aussi des familles d’actinobactéries. Ceci a permis de différencier la lignée
des actinobactéries de celle des autres bactéries. De méme, d’autres bactéries non
mycéliennes telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter et méme Micrococcus,
sont considérées comme faisant partie de la lignée phylogénique des

actinobactéries(Bouaziz,2018).
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6. Physiologie

Plusieurs facteurs peuvent influencer la croissance des actinomycétes. Parmi ces facteurs,

on peut citer :
6.1.Le pH

Généralement, les actinomycétes préferent un pH neutre ou peu alcalin. Toutefois,
différents actinomycétes ont été isolés a partir d’écosystémes présentant des conditions de pH

hostiles (lacs extrémement alcalins)(Belyagoubi, 2014).
6.2.L’oxygéne

Selon leurs types respiratoires, on peut répartir les actinomyceétes en deux groupes
(Messaoudi, 2013) :

Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui sont
des commensales obligatoires des cavités naturelles de 1’homme et des animaux supérieurs,
Ils font partie de la flore de Veillons. Les formes oxydatives aérobies, telles que les
Streptomyces, sont abondantes dans la nature en particulier sur le sol.

6.3.La température

Généralement, les actinomycetes sont mésophiles mais certaines especes sont
thermophiles. Les actinomycetes thermophiles tolérent des températures allant jusqu’a 60°C
(Belyagoubi, 2014).

C’est principalement le genre Thermoactinomyces qui produise des spores résistantes a une
température de 90°C. Le genre Streptomyces comporte aussi des espéces thermophiles comme

Streptomyces thermocoprophilus et méme psychrophiles (Djaballah, 2010).
6.4.Tolérance en NaCl

Le NaCl est nécessaire pour la croissance des actinomycétes comme tous les
microorganismes, selon leurs exigences en NaCl, ils sont divisés en deux groupes
(Messaoudi, 2012) :

» Les halophiles : Les faiblement halophiles, la concentration varie de 1-6 %, pour les

bactéries extrémes halophiles les taux peuvent atteindre jusqu’aux 15 a 30 %.

12
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» Les halotolérants : On distingue, les Iégerement tolérants de 6 a 8 % de NaCl; les
modérément tolérants de 18 a 20 %; et les extrémement tolérants se développe de 0 %

jusgu'a saturation en NaCl. Cette tolérance n’est obligatoire pour leurs croissances.
7. Cycle de développement

Le mode de croissance des actinomycetes implique généralement un cyclebiologique
complexe. La plupart des actinomycetes produisent un réseau des hyphes septés et ramifiés a
la fois a la surface et a I’intérieur du substrat pour former un tapis dense d’hyphes (mycélium
veégétatif ou de substrat). Chez de nombreux actinomycétes, les hyphes végétatif se
développent vers le haut et forment un mycélium aérien qui donne un aspect floconneux aux
colonies. Généralement, le mycélium aérien forme des chaines de spores par septation. Une
fois maturées, elles sont libérées dans 1’environnement (des exospores). Si les spores sont
localisées dans un sporange, on peut parler de sporangiospores. Ces spores peuvent avoir des

formes trés variables (Prescott et al., 2018).
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Figure 04 : Représentation schématique du cycle de vie des actinomycétes sporulant
(Barka et al., 2016).
La plupart des actinomycetes sont immobiles. Cependant, certains produisent desspores
flagellées, appelées zoospores, permettant leur dispersion dans les habitatsaquatiques. Les
spores d’actinomyceétes présentent une grande variété d’arrangements (Belyagoubi, 2014) :

» Des spores isolées (Micromonospora),

13
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» Deux a deux longitudinalement (Microbispora),

Y

En courtes chainettes (Actinomadura),
» En longues chainettes (Streptomyces) : les chainettes de spores peuvent
étreramifiées ou non, droites, flexibles ou en spirales. Elles peuvent étre

rayonnantesautour d’hyphes sporophores.

Actinopianes Pijlimela Streptosporangium
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(B)
Figure 05: différents types de chaines de spores chez les actinomycetes, (A) spores
endogenes; (B) spores exogenes.
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8. Ecologie des actinomycetes

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre dans la
plupart des niches écologiques. La grande majorité est d’origine tellurique et c’est a partir du
sol que ces bactéries peuvent coloniser de nombreux biotopes: air, composts, eaux, fourrages,
fumiers, grains de céréales, systémes d’air climatisé, poussiére de maison, foin et pailles,
résidus fibreux de canne a sucre, pollen des plantes et bien d’autres substrats (Boudjelal,
2012).Le nombre des actinomycétes dépendent de nombreux facteurs : 1’abondance de la
matiere organique, la profondeur, le pH, 1’aération et I’humidité (Loucif, 2011).

Tableau 01: Distribution des genres des actinomycetes dans la nature (Kitouni et al.,
2005).

Actinomycetes Habitats

Actinoplanes Eau douce, la litiere végétale, le sol.

Erankia Nodules racinaires des non-légumineuses.

Micromonospora Eau douce, les sédiments, les sols humides

Nocardiaamarae Les boues activées.

Rhodococcuscoprophilus Les déjections animales, I'eau, le sol.

Saccharopolysporarectivirgula Moisi du foin.

Streptomyces Le sol, la litiere végétale, I'eau

Thermoactinomyces Compost

9. Importances des actinomycetes :

La biodiversité des actinomycétes dans différents écosystémes a donné naissance a une
panoplie de composés bioactifs de haute valeur commerciale et utilisées dansdifférents
domaines (industriels, biotechnologies, pharmaceutiques et alimentaires)(Bouaziz, 2018).

» En agronomique
Certains métabolites produits par les actinomycétes sont impliqués dans leprocessus de

recyclage (en bioremédiation). Elles sont capables de dégrader des composés organiques
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complexes tels que la chitine grace a un potentiel enzymatique riche ainsi que des spores
résistantes a la dessiccation (Djinni, 2009). Cette capacité de décomposition trés active donne
plus d’importance auxactinomycetes dans la microflore de la rhizosphére. Le genre
Frankiapar exemple joue un role dans la fixation d’azote atmosphérique en symbiose dans les
nodules racinaires de certains arbres dicotylédones.De plus, certains antibiotiques sécrétés par
les actinomycetes ont trouvé uneapplication dans la lutte contre quelques maladies des
plantes, comme c’est le cas de la kasugamycine. Ces antibiotiques sont utilisés depuis
longtemps et a grande échelle dans 1’agriculture japonaise, notamment contre certaines

maladies du riz (Boudjelal-Bencheikh, 2012).

» En biotechnologie
Les actinomycetes produisent de nombreuses molécules bioactives et desantibiotiques qui
occupent une place importante dans 1’arsenal thérapeutique etcommerciale dans les domaines

pharmaceutiques, médical et vétérinaires (Bouaziz, 2018).

Tableau 02: Importance médicale de certains antibiotiques produits par le genre

Streptomyces(Djinni, 2009).

Organisme ou maladie ciblée Antibiotiques Organisme producteur
Typhoide Chloramphénicol Streptomycesvenezuelae
Tuberculose et Lépre Rifampicine Amycolatopsis

(Streptomycesmediteranei)

Staphylococcus aureus méthicilline Vancomycine Amycolatopsis
résistant (SARM) (Streptomycesorientalis)
Cancer Daunomycine Streptomycescoeruleorubidus
athogenes résistants a la pénicillin Acide clavulanique Streptomycesclavuligerus
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1. Métabolisme général des actinomycetes

En général, les actinomycetes sont des bactéries chimioorganotrophes utilisant une grande
variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les bio-polyméres complexes (chitine,
cellulose, lignine). Mais, plusieurs espéces sont capables aussi d’une croissance chimio-
autotrophe utilisant I’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz carbonique
comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990). Leurs propriétés sont différentes en
fonction de la phase au cours de laquelle ils sont synthétisés (Delaunay et al., 2003).

Le métabolisme des Actinomycetes peut étre divisé en deux parties : le métabolisme

primaire et le métabolisme secondaire (Strub, 2008).

1.1.  Le métabolisme primaire

Le métabolisme primaire regroupe les réactions cataboliques et anaboliques qui permettent
la formation de biomasse. Le pouvoir réducteur et 1’énergie produits par ces réactions sont
utilisés pour former et assembler les monomeéres (ex : acides aminés) en macromolécules (ex :
protéine) (strub, 2008).

Le métabolisme primaire des actinomycétes est semblable a celui des autres organismes.
Les métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et permettent

le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993).

1.2. Le métabolisme secondaire

Le métabolisme secondaire est I’ensemble des voies permettant la synthése de petites
molécules, non essentielles mais pouvant procurer un avantage sélectif dans certaines
conditions. Le métabolisme secondaire est généralement opposé au métabolisme primaire qui
regroupe 1’ensemble des voies cataboliques et anaboliques indispensables a la survie et a la
reproduction de la cellule. 1l existe une grande variété de métabolites secondaires pouvant
avoir des structures chimiques diverses et complexes et de trés nombreuses activités
biologiques (Drago, 2015).

Les actinomycétes sont considérés comme la source la plus puissante pour la production de
métabolites secondaires, d'antibiotiques et d'autres composés bioactifs (Janardhan et al.,
2014).

Les espéeces du genre Streptomyces sont connues pour la richesse de leur métabolisme

secondaire. Ces métabolismes peuvent posséder des propriétés biologiques intéressantes et de
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nombreuses molécules utilisées en médicine ont pour origine un métabolite produit par un
Streptomyces. Avec la multiplication des données de séquencage, plusieurs outils de
recherche de clusters du métabolisme secondaire ont été développés (Medema et al., 2011).
Les actinobactéries occupent la premiere place comme fournisseurs de substances
bioactives dont 45% de ces molécules sont d’origine microbienne, soit environ 10 100
composés (Berdy, 2005 ; Solecka et al., 2012).
Tableau 03:les principales différences entre les métabolites primaires et secondaires
(Saffory, 2006).

Métabolismes primaire Métabolisme secondaire

Synthétisé pendant la trophophase. Synthétisé pendant I'idiophase.

Présent tout au long du cycle cellulaire. Apparition a un moment du cycle cellulaire.

Nécessaire a la croissance. Inutile pour la croissance.

Role physiologique connu. Réle physiologique mal connu.

Produit dans des conditions de culture Produit dans des conditions de culture bien
diverses. definies.

Ubiquitaire. Spécifique.

Enzymes a spécificité étroite. Enzymes a specificite large.

Voies se synthése simple et courte. Voies de synthése longue et complexe.

Structure chimique généralement simple. Structure chimigue souvent complexe.

Concentration éleveé. Concentration faible.

Turn-over élevé. Turn-over pratiquement nul
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Production of secondary metabolites

(a) Production of primary
P - non essential for growth

metabolites essential for growth

it Stationary
S hase
o p
s Death phase
& Lag phase
o Exponential
(5]
) phase
& 4 idiophase
| Trophophase
Time

(b)

Nonribosomal

synthetic pathway

PB-lactam
synthetic pathway

Polyketide
synthetic pathway

Secondary metabolites
Vancomycdin

Daptomydin

Tetracydin

Telomestatin

Vibriobactin

Secondary
metabolites

Cydosporin
Surfactin
Baditracin
Fengmydin
Borrelidin

Alkyl resorcinol
Alkyl pyrone

Hybrid (Non
ribosomal-polyketide
synthetic pathway

Oligosaccharide
synthetic pathway

Shikimate
pathway

Figure06 :(a) Phases de la croissance bactérienne et production de métabolites. Globalement,
les métabolites majeurs peuvent étre produits a la fin de la phase d'intervalle et au centre de la
phase exponentielle, les métabolites mineurs pouvant étre produits a la fin de la phase
stationnaire et pendant la phase constante. (b) Différentes voies responsables de I'assemblage

des métabolites secondaire (Harir et al., 2018).

2. Les substances bioactives produite par les actinomycetes

Les métabolites bioactifs sont des produits du métabolisme primaire et métabolisme
secondaire de différents organismes (plantes, animaux, champignons, bactéries) (Solecka et
al., 2012).
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Les actinomycétes sont connus par leur production de substances biologiquement actives
telles que les antibiotiques, les vitamines, les enzymes et les pigments. Certaines espéces ont
la capacité de solubiliser le phosphore, d’autres sont impliquées aussi, dans le control
phytopathologique et dans la production des composés antifongiques (Gebreselema, 2013).

En effet, les actinomycetes produisent 47 % des molécules bioactives issues de
microorganismes, découvertes entre 1940 et 2010 parmi lesquelles 24 % sont issues
d’actinomycetes rares (Berdy, 2012).

Deux des propriétés les plus significatives des Actinomycétes sont leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de trés nombreux
métabolites bioactifs. En effet, la streptomycine a été le premier antibiotique ayant pour

origine une souche de Streptomyces (Ramananarivo, 2017).

pharmacologiquement
ologiquement actifs

Antibiotiques

Régulateu @
croissance dé
plantes

Figure 07: Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycetes (Conn, 2005).

2.1. Antibiotiques

Etymologiquement, le terme «antibiotique » est dérivé des mots grec « anti » qui veut dire
contre et « bio » qui signifie la vie, c’est a dire, « contre la vie ». Un antibiotique est une
substance qui peut étre naturelle, synthétique ou semi-synthétique inhibant ou tuant les
germes pathogéne a faible concentration (Demain, 1999 ; Barka et al., 2016 ;
Mohammadipanah et Wink, 2016).
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Les antibiotiques sont des molécules issues du metabolisme secondaire qui ont été
particulierement étudiées du fait de leur importance en thérapie humaine et vétérinaire. (Ravi,
2015).

IIs constituent la part la plus importante des applications industrielles des actinomycetes,
ces molécules d’origine naturelle manifestent a faibles concentrations des activités
biologiques de nature principalement antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antivirale,
ou antiparasitaire (Ravi, 2015).

Les premiers antibiotiques découverts étaient I'actinomycine de Streptomycesantibioticus
en 1940, streptothricine de Streptomyces lavendulae en 1942 et la streptomycine de
Streptomyces griseus en 1944, qui ont tous été découverts par Waksman et ses collégues (Ait
Barka et al., 2016).

Selon Berdy (2005), les antibiotiques des actinomycetes peuvent étre classés en groupes
chimiques a savoir :

e Les aminoglycosides (streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine);
e Les macrolides (érythromycine)

e Les ansamycines (rifamycine)

e Les béta-lactames (thiénamycine)

e Les peptides (viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine)

e Les tétracyclines (chlortétracycline, oxytétracycline)

e Les nucléosides (puromycine)

e Les polyénes (nystatine, candicidine, amphotéricine B);

e Les polyéthers (monensine).

La capacité de production individuelle des actinobactéries peut varier énormément.
Certaines espéces de Streptomyces produisent un seul antibiotique, tandis que d'autres

produisent une gamme de différents composés (Tableau 04) (Ait Barka et al., 2016).
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Tableau 04: Exemples d’antibiotiques produits par les actinobactéries (AitBarka et al.,
2016).

Especes Antibiotiques

Verrucosispora spp. Abyssomicine

Micromonospora spp. Clostomicine

Saccharopolyspora erythraea Erythromycine

Marinispora spp. Marinomycine

Nocardia lurida Ristocétine

Amycolatopsis orientalis Vancomycine

Streptomyces griseus Cycloheximide

Streptomyces spp. Pristinamycine

Streptomyces mediterranei Rifamycine

Streptomyces aureofaciens Teétracycline

Streptomyces niveus Novobiocine

2.2. Les enzymes

Les enzymes sont des biocatalyseurs de nature protéique qui exercent une activité
catalytique spécifique d’un trés grand nombre de réactions chimique, et sont apres les
antibiotiques les plus importants produits des actinomycetes (Navarre et Frangoise, 2010).
Les principaux facteurs qui controlent la fonction des enzymes dans un milieu sont la
température, le pH, la salinité et 1’activité de 1’eau ...etc (Pierre, 2000).

Les actinomycetes qui vivent dans le sol ne peuvent pas transporter des molécules
complexes a l'intérieur de leurs cytoplasmes. lls synthétisent des enzymes extracellulaires
pour décomposer ces molécules en nutriments utiles et essentiels. Ces sources de substances
bioactives possedent une capacité hydrolytique extracellulaire importante, qui trouve des
applications dans les industries, de textile, des bio-raffineries, d’agroalimentaires, papéteries

et pharmaceutiques (Janaki., 2017).
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Tableau 05: quelques actinobacteries producteurs d’enzymes (saci, 2012)

Genre ou espéce d’actinomycete Enzyme

Streptomyces

Cellulases

Streptomyces thermoviolaceus
Streptomyces viridosporus

Streptomyces fusca

Laccases

Micromonospora
-Microbispora
-Actinoplanes
-Streptosporangium

-Streptomyces

Pectinases

-Streptomyces

- Promicromonospora
-Microbispora
-Micromonospora

-thermomonospora

Xylanases

-Thermoactinomyces vulgaris
-Thermomonospora curvata
-Saccharomonospora viridis

-Streptomyces

Amylases

-Thermoactinomyces vulgaris
-Streptoverticillium

-Micromonospora chalcea

Lipases

Diverses enzymes d'importance industrielle ont été utilisées a partir de divers genres

d'actinomyceétes. Les actinobactéries produisent un certain nombre d'enzymes, dont la

cellulase, I'amylase, la xylanase, la lipase, le pectinase, la protéase et la chitinase, qui ont une

importance industrielle(Salwan et Sharma,2018).
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2.2.1. Les cellulases

La cellulase est un complexe enzymatique qui décompose la cellulose en B-glucose. Elle
est largement répandue dans la biosphére notamment chez les organismes fongiques et
microbiens (Ghribi, 2019). Les actinomyceétes, en particulier les espéces thermophiles et les
Streptomyces, excrétent des enzymes qui dégraden.t la cellulose ; d’autres produisent des
enzymes qui dégradent I’hémicellulose (Saci, 2012)

Les cellulases microbiennes ont une large gamme d’applications en biotechnologie, dans
I’environnement et dans les processus industriels. Lors des processus industriels difficiles, les
bactéries thermophiles constituent une bonne source de cellulase industrielle. C’est le cas par
exemple de désencrage du papier, le ramollissement de tissu, de la pate et de papier, le
biopollisage des tissus, du jus et des aliments pour animaux,.... Etc (Sahoo et al., 2019).

D’aprés Tanveer etal.,(2014); Rajeeva et Soni, (2015); et Hitesh et al., (2016), les
cellulases sont des enzymes qui convertissent la cellulose en glucose et d'autres produits
chimiques de base. Il existe trois grands types d'enzymes de cellulase qui agissent en

synergie: les Endoglucanases, les Exoglucanases, /3 -glucosidase (Zhang et Zhang, 2013).
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Figure 08 : Hydrolyse de la cellulose par les trois types de cellulases (Hitesh et al., 2016).
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2.2.2. Les amylases

Les amylases sont des enzymes capable d’hydrolysées les molécules d'amidon en une
variété de produits comprenant des dextrines et des polyméres composés de plus petits
d'unités de glucose qui donne des petites unités telle que le fructose, glucose et maltose
(Meziani et Mahcene, 2017).
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e = 0tioN de I'anylase

Figure 09 : Mode d’action de I’alpha-amylase ( inMeziani et Mahcene, 2017)

Les amylases (produites par Streptomyces erumpens et Thermobifida fusca) sont utilisées
dans ’industrie alimentaire comme conservateur dans la production des gateaux, les jus des
fruits et les sirops a base d’amidon et dans 1’élimination des polluants environnementaux (la

bio remédiation) (Mobini-Dehkorde et Javan , 2012).

2.2.3.Les xylanases

Les xylanases constituent un complexe multi-enzymatique, ce sont des glycosidases qui
catalyses les liaisons 1,4-D-xylosidiques dans les régions non substituées des chaines de
xylanes afin de donner la xylose (Larreta-Garde, 1997 ; Gerois, 2008).

Les xylanases sont utilisées dans la biotransformation des textiles et la fabrication des
aliments pour animaux (exemple des producteurs : Streptomyces sp. et Actinomadura sp.).(El-
Sersy, 2010 ; Mukhtar, 2017).

Il existe de nombreux domaines dans lesquels est utilisée la xylanase, tels la gestion des
déchets, I’industrie des pates et papiers, les textiles, la production de biocarburants et produits

chimiques ainsi qu’en alimentation humaine et animale (Dickner-Ouellet, 2018).

2.2.4. Les lipases

Les lipases ou les triacylglycérol-hydrolases sont des enzymes exceptionnels vu leurs
mécanismes d'action et leurs spécificités de substrats. Selon la réaction a catalyser, elles
peuvent agir en tant qu'hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthese
organique (Mukhtar et al., 2017).Les lipases sont produites a partir d'une varieté
d'actinomycetes (Taibi et al., 2012).
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Figure 10 : Catabolisme des triglycérides (Mukhtaret al., 2017).
Ils sont couramment utilisées en boulangerie, en biscuiterie, en chocolaterie et dans le
traitement des sols contaminés par des hydrocarbures comme celles produites par

Streptomyces exfoliates et Nocardiopsis alba (El-Sersy, 2010 ; Mukhtar, 2017).

2.2.5. Les pectinases

Les pectinases sont un groupe d'enzymes qui contribuent a la dégradation de la pectine par
divers mécanismes et peuvent étre classées en tant qu'estérases, dé-polymérases lyases et dé-
polymérases hydrolytiques (poly-galacturonases) (Nicemol et al., 2008).Différents genres
d’actinomycetes peuvent produire des enzymes péctolytiques, on peut citer
Micromonospora, Microbispora, Actinoplanes, Streptosporangium et les Streptomyces (Saci,
2011).

Les pectinases ont une importance cruciale aussi bien dans le secteur agroalimentaire que
biotechnologique. Elles sont utilisées essentiellement dans 1’industrie d’élaboration des jus de
fruits (extraction de jus, clarification ou stabilisation du jus de fruits et la macération). En
biotechnologie, elles sont utilisées dans la purification des virus des vegétaux (Bennamoun,
2017).

2.2.6. Les proteases

Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des catalyseurs des réactions d’hydrolyse
des protéines. Ce groupe d’enzymes hydrolyse les liaisons peptidiques entre deux acides
aminés des peptides et des protéines en libérant des acides amines ou des petits peptides
((Navarre, 2010 ; Jean et al., 2004 ).

Plusieurs genres d’actinomycétes produisent des kératinases (Actinomadura,

Micromonospora, Nocardiopsis, Planomonospora, Planobispora). Le genre thermophile
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Micropolyspora est capable de produire des protéases alcalines thermostables alors que le
genre Oerskovia produit des protéases résistantes a la majorité des inhibiteurs de protéases
(Saci, 2011).

Les connaissances actuelles concernant les protéases d'actinomycétes constituent le groupe
le plus important de métabolites secondaires largement exploités (Limkhada et al., 2010).46
souches d'actinomycetes ont été isolées d'échantillons de sol de I'Himalaya du Nord et ont été
étudié pour leur production de protéase et leurs effets cytotoxiques sur la lignée de cellules

cancereuses (Dastager et al., 2008).

2.2.7. Les chitinases

Les chitinases sont un autre groupe d'enzymes d'importance industrielle qui ont la capacité
d'hydrolyser la chitine. De nombreuses souches d’actinomycetes telles que Streptomyces
thermoviolaceus et Microbispora sp., sont connus comme producteurs de chitinases. La
chitinase de ces souches a eté utilisee pour récupérer le chitibiose, un antioxydant potentiel
qui a généralement des applications en biomédical et en industrie alimentaire (Mukhtar,
2017).

Les chitinases utilisées dans la protection contre les champignons phyto-pathogenes et
dans le traitement des déchets des crustacés. Elles sont généralement produites par
Streptomyces thermoviolaceus et Nocardiopsisprasina (Tsujibo etal., 2003).

2.3. Les vitamines

L’addition de sels de cobalt aux milieux semble étre un précurseur pour toute les
actinobactéries pour produire de la vitamine. Comme le cobalt est un agent bactéricide assez
efficace, ce précurseur doit étre ajouté avec précaution. Il a été également démontré que les
actinobactéries produisaient d’autres vitamines hydrosolubles, telles que, la thiamine et le
dérivé d’acide pteroyl glutamique qui favorise la croissance de certaines souches de

Leuconostoc citrovorum et de la coenzyme A (Anandan, 2016).

2.4. Les pigments

Les actinobactéries sont caractérisées par la production de divers pigments sur des milieux
naturels ou synthétiques, ces pigments sontconsidérés comme une des caractéristiques
culturales importantes dans la description des organismes. Tous les changements

phénotypiques induits par des influences environnementales aideront les actinobactéries car,



Chapitre IT Pouvoir métabolique des actinomycétes

ils montrent des colonies morphologiquement distinctives et produisent une variété de
pigment de filaments appelés hyphes aériens (Goodfellow et al., 2012).
Ces pigments apparaissent habituellement dans différentes nuances de bleu, violet, rouge,

rose, jaune, vert, brun, et noire.

Figure 11 : Pigments diffusible caséine agar (Anandan, 2016).

2.5. Les bios herbicides

Une autre application intéressante des actinobactéries est I'utilisation de leurs métabolites
secondaires comme herbicides. Streptomyces saganonensis produit des herbicidines et des
herbimycines qui contrdlent les mauvaises herbes monocotylédones et dicotylédones.
Anisomycine est produit par Streptomyces sp., peut inhiber la capacité des plantes a
synthétiser la chlorophylle. De méme, le bialaphos, un métabolite de Streptomyces
viridochromogenes, est largement utilisé pour lutter contre les herbes indésirables en inhibant

la synthese de la glutamine (Anandan et al.,2016).

2.6. Les antifongiques et antiparasitaires

Ces molécules peuvent étre issues d’une voie naturelle, de synthése chimique ou semi
synthétique, ceux d’origine naturelle sont produits par les actinomycétes ou par des
champignons, a titre d’exemple, I’Amphotéricine B qui est produite par Streptomyces nodus
(Ripert, 2013).

L’antifongique est une des activités biologiques d’Actinomyceétes la plus importante apres
I’antibiotique (Ramananarivo, 2017).

Le mot antifongiqueréfére a un composé capable de tuer ou d’inhiber la croissance d’un
champignon. De nombreux antifongiques sont utilisés en médecine (Harir et al., 2018).



Chapitre I Pouvoir métabolique des actinomycétes

Les substances antifongiques ont deux origines : ce sont soit des produits du métabolisme
secondaire de divers microorganismes, soit des produits chimiques de synthese. Les
antifongiques d'origine microbiologique utilisés actuellement en clinique sont essentiellement

de structure polyénique, notamment I'amphotéricine B et la nystatin (Ramananarivo, 2017).

2.6.1. Les antifongiques les polyénes

Les polyénes (I’Amphotéricine B et la nystatine) sont des molécules antifongiques
d’origine naturelle caractériser par une structure complexe avec un nombre de doubles
liaisons conjuguées HC=CH, ce nombre permet de définir la nature du polyéne, 1I’exemple du
diéne pour deux double liaisons, ou encore triéne pour trois doubles liaisons (Watve et al.,
2001).

2.6.2. Lanystatine

Le plus ancien des antifongiques naturels, il a été isolé de Streptomyces nourseien 1950,
elle n’est utilisée que par voie cutanée ou orale en raison de sa toxicité par voie parentérale
(injectable), elle est le plus souvent indiquée pour le traitement courant des candidoses

digestives, vaginales et cutanées (Mouly et Sellier, 2004 ; Ripert, 2013).

2.6.3. Amphotéricine B

Isolée de Streptomyces nodosus en 1955, est un macrolide polyénique amphotére (avec7
doubles liaisons), il inhibe spécifiquement la croissance de nombreuses levures et moisissures
et est sans action contre les bactéries. L’amphotéricine B est un puissant antifongique qui
inhibe la plupart des espéces pathogénes. En médecine humaine, 1’amphotéricine B est le seul
polyéne antifongique qui peut étre administré par voie intra veineuse pour 1’élimination des

mycoses profondes (Pourriat et Martin, 2005).

2.6.4. nikkomycine

La nikkomycine est une nouvelle classe antifongique d’origine naturelle isolée de
Streptomyces tendae. Cet antifongique induit différents mécanismes d’action selon la
composition du milieu de culture, il inhibe la chitine synthase (Chs) responsable de la
formation de chitine de la paroi fongique, cependant Candida albicans trouve étre

intrinséquement résistante a cette molécule (Feng et al., 2014).
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Tableau 06: Exemples d’agents antifongiques produits par les actinobactéries (Manivasagan
etal., 2014 ; Ait Barka et al., 2016).

Espeéces Agents antifongiques

Nocardiada sonvillei N-(2-hydroxyphenyl)-2-
phenazinamine(NHP)

Actinomadura sp. Chandrananimycine

Nocardia transvalensis Transvalencine

Streptomyces nodosus Amphotericine B

Streptomyces venezuelae Chloramphenicole

Streptomyces griseus Candicidine

Le terme antiparasitaire désigne plus globalement un composé permettant de lutter contre
différents types d’organismes eucaryotes (protistes, insectes, helminthes). Ces métabolites
présentent des utilités en médecine humaine et vétérinaire, mais aussi en agriculture (Harir et
al., 2018).

Pimentel-Elardo et al. (2010) ont isolé Streptomyces sp a partir d'éponges
méditerranéennes. Trois composés cycliques : valinomycine des peptidique, staurosporine
alcaloide indolocarbazole et buténolide ont été extraits et purifiés a partir de cette souche. Ces

derniers présentent des activités antiparasitaires.

2.7. Les insecticides

Les actinobactéries sont une source d’agents de lutte contre les insectes, I'avermectine et le
spinosad (mélange de spinosyne A et spinosyne D) (Tao et al., 2019). Le spinosad a un
nouveau mode d'action sur le systeme nerveux des insectes qui est distinct de celui des autres
insecticides. De plus il présente une faible toxicité pour les mammiféres et un profil
environnemental trés favorable. Son utilisation en agriculture est approuvée par plusieurs pays
(Tao et al., 2019). Les spinosynes sont issus de la fermentation de Saccharopolyspora
spinosa, se sont des lactones macrocycliques dérivées de polycétides contenant un noyau
tétracyclique. Les composants de Spinosyne différent les uns des autres par les degrés de
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méthylation sur le polycétide ou les désoxysucres, les plus actifs sont les spinosynes A et D
(Tao et al.,2019).

2.8. Les substances anti-oxydantes

Les actinobactéries produisent un grand nombre de composes bioactifs uniques comme les
molécules antioxydants naturelles (Hassan et al., 2017).
Les substances anti-oxydantes sont les substances capables de retarder ou inhiber le processus
d’oxydation (Dekkers et al., 1996).Les actinomycétes d’origine marine sont des fournisseurs
potentielle de nouveaux métabolites bioactives et sont actuellement considérées comme une
source important d’énergie (Mohankumer et al., 2012).
Les actinomycetes isolées des sédiments marins peuvent étre la source potentielle
d’antioxydant avec propriétés anticancéreuses (Shin et al., 2008 ; Arumugam et al.,
2010 Nagaseshu et al., 2016).



Chapitre IT Pouvoir métabolique des actinomycétes

Tableau07 : Exemples de molécules antioxydants produites par des quelques espéces

d’actinobactéries (Hassan et al., 2017).

Molecules Espéces Références
(2)-1-(1-hydroxypenta-2-4- Nocardiopsis alba Avilalaet al., 2014
dien-1-yl) oxy) anthrancene9,
10-dione
PC 766 B Nocardia brasiliensis Kumagai et al., 1993
Dihydroherbimycin Streptomyces sp Cheng et al., 2016
Protocatechualdehyde Streptomyces lincolnensis Ja Kim et al., 2008
JBIR-94 et JBIR-125 Streptomyces sp Kawahara et al., 2012
2-allyoxyphenol Streptomyces sp Arumugam et al., 2010
Dizeepinomidine Micromonosporasp Abdelmohsen et al., 2012
Ageloline A Streptomyces sp Cheng et al., 2016
5-(2,4-dimethylbenzyl) Streptomyces sp Sauvar et Kannabiran, 2011
pyrrolidin-2-one
Streptopyyrolidine Streptomyces sp Shin et al., 2008
5-(2,4-dimethylbenzyl)-2- one Streptomyces sp Sauvar et Kannabiran et al.,
(DMBPO) 2012
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1. Généralité

La mod¢lisation d’un réseau métabolique a I’échelle génomique améne une compréhension
des mécanismes moléculaires a la base de la survie d’un organisme en établissant une relation
« phénotype-génotype » des locus d’un génome séquencé et en étudiant les propriétés du
systéme obtenu. L’un des buts de la modélisation métabolique in silico est de pouvoir prédire
un phénotype métabolique sur la seule base du contenu en génes. Plusieurs approches existent
pour modéliser et étudier un réseau métabolique, par contre, seule I’approche basée sur les
contraintes permet une étude a 1’échelle génomique (Gagnon, 2012).

L'approche traditionnelle de la découverte de petites molécules a partir sources
microbiennes telles que les actinomycétes a généralement impliqué la culture des microbes
dans différentes conditions de croissance. Une fois qu'un extrait bioactif est identifié, une
analyse plus détaillée est effectuée, impliqguant normalement la séparation par
chromatographie des différents constituants, afin d'identifier les molécules bioactives
specifiques. Cependant, trés souvent, cet énorme effort conduit a la redécouverte de molécules
connues, un fait qui a freiné I'enthousiasme pour la découverte de produits naturels a partir
des actinomycetes au cours des dernieres années (Weber et al., 2015).

Un probléeme se pose sur la culture des bactéries : certains composés ne sont synthétises
que dans certaines conditions (présence d’un composé particulier, carence en nutriment,
présence d’une molécule signal...ect) (Rigali et al., 2008).

Bien que cette stratégie générale soit encore appliquée aujourd'hui, plusieurs
développements récents ont renouvelé I'enthousiasme pour la découverte de produits naturels
a partir d'actinomyceétes. L'analyse des séquences génomiques de plusieurs actinomycétes
indiqgue que chaque bactérie peut produire approximativement 10 fois plus de plus de
métabolites secondaires que ce qui a été détecté lors des efforts de criblage avant la
disponibilité des données de seéquence du génome. En outre, la disponibilité de nouvelles
stratégies d'ingénierie métabolique fournit maintenant des approches alternatives pour
rationaliser et accélérer la découverte et la production de produits naturels bioactifs a partir de
sources microbiennes ou méta-génomiques (Weber et al., 2015).

Comme le montre la figure 12, les avantages de I'approche d'exploration du génome par
rapport a l'approche classique sont les suivants classique, il est possible d'obtenir des

35
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actinomycetes rares et non actinomycétes rares et une quantité massive de données

génomiques (groupes de genes cryptiques) (Choi, 2015).
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Figure 12: Vue d'ensemble de I'approche classique et de I'approche de I'exploration du

génome pour le criblage des produits naturels (Choi, 2015).

2. Les génes responsables du métabolisme secondaire

Les progres récents de l'exploration du génome ont révélé que les génomes des
Streptomyces possédent un grand nombre de groupes de génes silencieux et inexplorés pour la
biosynthése de métabolites secondaires de génes biosynthétiques des métabolites secondaires
(smBGCs) (Secondary Metabolites biosynthetic genes clusters) (Houin, 2016).

L'établissement d'un lien entre les smBGC et leurs produits codés a joué un role essentiel
dans la découverte de nouveaux métabolites secondaires, ainsi que dans I'ingénierie basée sur

les connaissances des smBGC pour produire des produits modifiés (Lee et al., 2020).
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Par exemple, les Streptomyces ont le potentiel de produire plus de 30 métabolites
secondaires ; cependant, I'expression de la plupart des groupes de génes de biosynthese de
métabolites est cryptique et silencieuse (Onaka, 2017).

Les différents métabolites secondaires connus sont synthétisés par quatre voies principales
de biosynthése différentes : la voie peptidique, les PKS (polyketide synthase), les NRPS (non
ribosomal polypeptide synthase) et la voie glucidique. La voie peptidique concerne une partie
des métabolites secondaires protéiques : ils sont synthétisés par simple traduction des ARNm
en peptides par les ribosomes. Les NRPS sont des enzymes capables de condenser des acides
aminés de maniere a former des peptides sans passer par la voie de synthese ribosomique. Les
PKS, sont des enzymes capables de synthétiser une famille particuliére de métabolites

secondaire : les polycétides (Houin, 2016).

‘ Streptomyces ambofaciens chromosome .
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Figure 13 : Carte génétique du chromosome de Streptomyces ambofaciens et localisation
des différents clusters de genes de biosynthese de métabolites secondaires. Les clusters de
génes de biosynthése des métabolites secondaires sont indiqués par des points, leur couleur
correspond au type de genes contenu dans ces clusters. Les fleches noires aux extrémités
indiguent les zones terminales inversées répétées (TIRs dont la taille est de 200 Kb) (Aigle et
al., 2014).

Des groupes de genes chromosomiques spécifiant la biosynthése de I'antibiotique
polykeétide aromatique actinorhodine chez Streptomyces coelicolor, appelé RED, tout comme
le groupe de genes whiE codant pour la biosynthése de I'antibiotique polykétide aromatique
actinorhodine. La séquence du génome révele 18 autres groupes qui coderaient pour des

enzymes caractéristiques du métabolisme secondaire (Bentley et al., 2002).
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3. Séquencage

Dans Streptomyces I'un des principaux facteurs d'un organisme de chassis est la capacité de
comprendre et d'analyser son information génétique. Le séquencage représente la premiere
étape dans la compréhension des caractéristiques génomiques d'une espéce de Streptomyces et
de ses BGC(biosynthetic genes clusters), avant I'exploration du génome et la modification
génétique. Les Streptomyces contiennent généralement un grand nombre de sequences
répétitives ou hautement similaires dans leurs génomes. En raison de ces caractéristiques, le
séquencage est plus difficile avec les Streptomyces qu'avec la plupart des autres bactéries. Au
début des années 2000, la seule technique automatisée de séquencage de I'ADN était la
méthode des didésoxynucléotides développée par Sanger et ses collaborateurs (Sanger et al.,
1977).

Cependant, le séquencage de Sanger était trop colteux et trop laborieux, et il était
difficile d'assembler un groupe de génes complet avec cette méthode. Malgré ces limites, la
premiere carte compléte d'un génome de Streptomyces a été réalisée par cette méthode en
2002 (Bentley et al., 2002).

En revanche, le haut debit est une caractéristique des technologies plus récentes de
séquencage de nouvelle génération (NGS) (New Generation Sequencing), qui offrent la
possibilité d'un assemblage rapide et relativement peu colteux des génomes préliminaires. En
combinant les données de librairie de fragments de différentes tailles, comme 300 pb, 2 kb, 5
kb et 10 kb, ou en intégrant les données de librairie BAC, la technologie NGS permet de
générer des génomes de haute qualité. Cependant, il faut encore au moins plusieurs semaines
pour obtenir une séquence génomique de qualité relativement élevée, alors que de nombreuses
lacunes subsistent généralement dans la séquence, en particulier pour les régions répétitives
ou a haut CG, comme celles qui sont caractéristiques de Streptomyces. Avec les progres
technologiques, des méthodes de séquencage de troisieme génération ont été développées,
telles que le séquencage Nanopore et le séquencage Pacbio SMRT, représentant commercial
de cette technologie. Bien que la premiére soit encore trop récente pour étre largement utilisée
dans la recherche sur les Streptomyces, le séquencage SMRT de Pachio a la capacité de
résoudre de maniére abordable des séquences répétitives trés similaires grace a une longueur
de lecture moyenne de plus de 10 kb et & la fourniture de la couverture de 100 caracteres
requise pour un assemblage fiable et pour un appel de base précis de la séquence consensus
(Chin et al., 2013).
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4. Lesoutils bio-informatiques

Le terme bio-informatique fut initialement énoncé par Paulien Hogeweg et Ben Hesper en
1978 afin de décrire le champ d'étude de systémes biologiques avec l'utilisation d'ordinateurs
(Gagnon, 2012).

Les objectifs principaux d’étude des projets génomiques par des outils bio-informatiques
sont I’assemblage de séquences génomiques, I’identification et I’annotation de 1’ensemble des
genes codes par un génome, la fabrication de bases de données fonctionnelles et
phénotypiques de genes (Gagnon, 2012).

Plusieurs outils permettant de telles analyses se sont succédé ces dernieres années. Un des
premiers outils développés, ClustScan, permet a partir de séquences d’ADN, la recherche de
génes de PKS, NRPS et hybrides PKS/NRPS ainsi qu’une prédiction de structure des
métabolites assemblés par ces enzymes (Starcevic et al., 2008), et SBSPKS permettant une
analyse structurelle des PKS (Anand et al., 2010), et NP searcher pour la prédiction de
structure des produits sont également disponibles pour 1’étude des clusters PKS, NRPS et
hybrides (Li et al., 2009).

Plus récemment, des outils permettant 1’identification de la plupart des génes du
métabolisme secondaire ont aussi été développés. C’est le cas d’antiSMASH (antibiotics and
Secondary Metabolite Analysis Shell) qui, a partir d’un génome assemblé ou sous forme de
contigs, permet la déetection de clusters du métabolisme secondaire appartenant a la majorité
des familles déja identifiées (Haas, 2015).

On peut également citer 1’outil Clusterfinder, développé tres récemment (Cimermancic et
al., 2014), qui propose, en plus de la détection de génes typiques du métabolisme secondaire,
la détection de familles de génes moins bien étudiés (Haas, 2015).

Anti SMASH

En 2011, un outil appelé antibiotics and Secondary Metabolite Analysis SHell
(antiSMASH) a été introduit comme un serveur Web pour l'identification et I'analyse
génomique de BGC de tout type, facilitant ainsi I'annotation rapide du génome d'un large
éventail de bactéries et fung de I'environnement (Blin et al., 2013). Bien qu'antiSMASH soit
capable d'annoter des structures chimiques étendues de métabolites secondaires, (Weber et
al., 2015).Une analyse bio-informatique utilisant antiSMASH 3.0 permet de prédire des
groupes de genes de métabolites secondaires dans des Actinobactéries rare (Amin et al.,
2020).
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Figure 14 : Exemple de résultats obtenus par antiSMASH. A) Différents clusters identifiés

dans la séquence analysée. B) Organisation des génes du cluster sélectionné. C) Architecture

de I’enzyme sélectionnée (dans le cas des PKS et NRPS). D) Structure du métabolite

proposée. E) séquence protéique du domaine sélectionné (Madena etal., 2013).

5. Les Approches de découverte des nouveaux métabolites

5.1. Approche classique

Une des approches que ’on peut utiliser pour découvrir de nouveaux métabolites

secondaires est de rechercher de nouveaux organismes producteurs en se basant sur des

criblages des tests d’activités contre des souches indicatrices (Schrey et al., 2012).

Cette approche consiste a tester différentes conditions de croissance (composition du

milieu, température, oxygénation, pH ...etc) sur une méme souche. Elle peut permettre

d’activer des clusters cryptiques car une des conditions testées peut permettre I’activation de
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ce dernier. Par exemple un milieu peut contenir un nutriment utilisé comme régulateur comme
la N-glucosamine qui permet d’activer un certain nombre de clusters de biosynthése de
métabolite secondaire (Swiatek et al., 2012).

Mais le probléme majeur de ce type d’étude est le fait qu’a I’heure actuelle on ne sait
cultiver qu’environ 1% des bactéries donc ce type d’approche ne permet pas I’étude des 99%
restants qui pourraient étre une grande source de nouveaux métabolites secondaires (Lewis,
2013). Ce probleme de cultivable a entrainé le développement de méthodes culturales dont le
but est d’accéder, au moins en partie, a cette richesse (Ling et al., 2015).

Une approche classique pour la découverte de métabolites secondaires ayant une utilité
médicale a consisté a cribler les surnageant de culture pour la modulation de la croissance
d'un organisme cible, d'extraire et de fractionner des surnageant avec des solvants organiques
et ensuite caractériser les molécules purifiées a l'aide de la RMN (Résonance Magnétique
Nucléaire). L'activité antimicrobienne contre le Staphylococcus aureus a été une activité
biologique communément recherchée. En utilisant cette approche, les souches qui
produisaient des composés antimicrobiens étaient généralement de générer, au maximum, une
ou deux molécules d'intérét (Bentley et al., 2002).

Cependant, la plupart des SM-BGC de Streptomyces sont inactives dans les conditions
générales de culture en laboratoire. Par exemple, bien que les génomes de Streptomyces
coelicolor, Streptomycesgriseus, etStreptomycesavermitilis codent pour plus de 30 SM-BGCs,
respectivement, seuls 3 a 5 métabolites secondaires ont été détectés dans les conditions de
laboratoire (Lee et al., 2020).

En effet, que seuls cing métabolites ont été identifiés en 50 ans par les approches
classiques de criblage. L'analyse du génome a montré que StreptomycescoelicolorA3(2) avait

la capacité de produire prés de 20 produits naturels supplémentaires (Bentley et al,.2002).
5.2.Approche reposant sur I’étude des séquences génomiques (genome mining)

5.2.1. Recherche de nouveaux composés par « genome mining »

Le « genome mining » peut étre décrit comme 1’exploration et la fouille de séquences de
génomes dans le but d’identifier des régions d’intérét. Avec 1’amélioration des méthodes de
séquencage et la baisse de leur codt, la séquence de nombreux génomes d’Actinomyceétes est
désormais disponible et donc analysable. La localisation de clusters putatifs du métabolisme

secondaire et I’annotation des genes de ces clusters apportent de nombreuses informations.
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Ces informations peuvent concerner la structure du produit, sa régulation et/ou son mode
d’assemblage et sont appréciables pour savoir quelle stratégie il est nécessaire de mettre en
ceuvre pour étudier les métabolites secondaires et leur voie de biosynthese (Haas, 2015).
L'exploration computationnelle des génomes est devenue un élément important de la
découverte de nouveaux produits naturels comme médicaments naturels. Des milliers de
séquences de génomes bactériens sont aujourd'hui accessibles au public, contenant un nombre
et une diversité encore plus grands de groupes de génes de métabolites secondaires qui

attendent d'étre liés a leurs produits naturels codés (Amin et al., 2020).

5.2.2. Outils in silico pour I'exploration du génome des smBGCs

L’analyse des séquences génomiques consiste en une étude in silico de ces séquences en
les comparant avec d’autres séquences ce qui permet de détecter des génes et des clusters de
génes de biosynthése de métabolites secondaires par exemple. On compare la séquence du
génome de notre bactérie étudiée avec les différentes séquences présentes dans les bases de
données (Genbank, NCBI, ...) en utilisant ’outil informatique comme le logiciel BLAST
(Basic Local Alignement search Tool) du NCBI par exemple .Cette approche permet de
trouver des génes homologues a des génes de biosynthése classique (NRPS, PKS,...) mais
elle présente un défaut : un cluster qui reposerait sur une nouvelle voie de biosynthese ne
pourrait pas étre mis en évidence en utilisant cet outil car les génes qui le composent n’ont pas
d’homologues dans les bases de données, ou alors les homologues codent des fonctions
inconnues. Jusqu’a présent la détection de nouveaux genes ou clusters de genes de
biosynthése de métabolites secondaires par analyse in silico reposait uniquement sur
I’homologie de séquences (Lee et al., 2020).

Le développement d'outils d'alignement in silico de séquences de nucléotides ou d'acides
aminés nucléotides, comme BLAST, Diamond et Hmmer, a permis aux chercheurs de
rechercher de nouveaux smBGC dans les bases de données et les séquences génomiques a
I'aide d'une séquence conservée, sans passer par le processus fastidieux du transfert de
Southern blot. La premiere base de données de loci de biosynthése de produits naturels
microbiens pour I'exploration in silico du génome de smBGCs a été dechiffrer (Lee et al.,
2020).

Cependant, la plupart de ces outils sont limités a la découverte de classes spécifiques de
métabolites secondaires, y compris les PKS et les NRPS, PRISM et antiSMASH sont des

42




Chapitre Il Lestimation de pouvoir métabolique des
actinomycétes dans les approches génomiques

outils in silico représentatifs pour prédire différents types de smBGC. Ces outils prédisent
types de smBGC en utilisant un profil basé sur l'alignement des séquences (Lee et al.,
2020).Les deux outils sont des applications web conviviales, qui permettent une annotation
rapide des genes lorsque les génomes bactériens, ce qui en fait des outils populaires dans les
études d'exploration actuelles. Ce sont les outils d'exploration du génome les plus utilisés,
mais ces outils basés sur des régles sont limités a la détection de smBGCs similaires a des
voies connues (Lee et al., 2020).

Par conséquent, recemment, les outils d'extraction de smBGC qui utilisent des stratégies
d'apprentissage automatique comme ClusterFinder et DeepBGC, ont été développés pour
permettre I'identification de smBGCs inconnus (Lee et al., 2020).

Cependant, les outils actuels d'exploration du génome basés sur I'apprentissage
automatique ont un taux de faux positifs beaucoup plus élevé que les outils bases sur des
régles. De plus, ces outils sont entrainés avec l'ensemble des clusters ou un ensemble de
clusters prédits par I'un des outils basés sur des régles (par exemple, antiSMASH). 1l est donc
toujours difficile de détecter des smBGC totalement nouveaux (Lee et al., 2020).

En outre, une récente étude d'exploration du génome des 1 110 génomes de Streptomyces
accessibles au public a suggéré que les publiqguement disponibles a montré I'importance de
I'exploration génomique au niveau de la souche, car elle augmente la probabilité que les
chercheurs découvrent des dérivés utiles de composés secondaires connus et élargit la
diversité des métabolites secondaires reconnus utilisés dans les nouvelles approches
d'exploration (Lee et al., 2020).

5.2.3. Recherche de nouveaux composés par « genome mining » dans les ilots

génomiques

Cette approche part du fait que certains clusters de genes de biosynthese de métabolites
secondaires sont portés par des ilots génomiques (Houin, 2016).

Un ilot génomique est une région du genome la séquence difféere entre deux souches
phylo-génétiquement proches et qui peut étre acquis par transfert horizontal de génes (Juhas
et al., 2009).

On parle d’ilots génomique car ce fragment d’ADN est intégré dans une zone ou les

séquences comparees sont identiques, leur présence se manifeste par une rupture de la
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synténie dans les 2 génomes comparés (la synténie étant la conservation de l'ordre des géenes
entre deux espéces apparentées) (Houin, 2016).

De plus des etudes bio-informatiques ont mis en avant le fait que certains clusters de génes
de biosynthese de métabolites secondaires étaient portés par ces ilots.

Par exemple, lorsque 1I’on compare les séquences de S. ambofaciens et S. coelicolor qui sont
deux Streptomyces trés proches phylogénétiquement, le cluster de genes de biosynthese de la
congocidine chez S. ambofaciens est porté par un ilot génomique (Houin, 2016).

Si on prend I’exemple de I’oligomycine produite par S. avermitilis ou celui de la
streptomycine produite par S. griseus, on remarque que les clusters responsables de la
synthése de ces deux composés se retrouvent dans des ilots génomiques flanqués par des
régions conservées dans les génomes de deux espéces. En effet le cluster de I’oligomycine se
retrouve entre ’opéron FO-F1 ATPase et le géne tagO responsable de la synthése de I’acide
théicoique (acide permettant la fixation du peptidoglycane sur la membrane des bactéries). Le
cluster responsable de la biosynthése de la streptomycine est placé entre I’ ARNt synthétase de
la phénylalanine et un géne responsable du catabolisme des acides gras (le géne fadC). Tous
ces geénes et clusters flanquants sont essentiels et sont retrouvés dans le méme ordre lorsque
I’on compare les génomes de différentes espéces de Streptomyces (Nett et al., 2009).

Enfin certaines voies de biosynthése n’auraient jamais pu étre découvertes par une
approche basée sur I’homologie de séquence car les produits des génes impliqués ne
présentent pas de similarité avec des protéines de biosynthese de métabolites secondaires
connues (Smith et al., 1995), son cluster de génes de biosynthése n’a été découvert qu’a la fin
des années 2000 ce qui s’explique par le fait qu’aucune des enzymes responsables de sa
biosynthése n’avait d’homologue a cette époque (Liao et al., 2009).

Tous ces points indiquent que 1’étude des ilots génomiques pourrait permettre de découvrir
de nouveaux clusters de métabolites secondaires (Houin, 2016).

En effet, plusieurs études ont montré que ces ilots génomiques sont enrichis en genes du

métabolisme secondaire chez les Actinomycetes (Penn et al., 2009 ; Ziemert et al., 2014).

6. Les recherches de nouveaux métabolites secondaires (molécules bioactives).

» Chezstreptomyces coelicolor A3(2)
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Le premier actinomyceéte Streptomyces coelicolor A3 dont le génome entier a été séquencé,
connu pour produire quelques métabolites secondaires seulement (Manteca et Yagtie, 2018).
Streptomyces coelicolor A3(2) est génétiqguement le représentant le plus connu du genre et a
servi de souche modele pour I'é¢tude de la chimie et de la biologie des actinomycetes.
L'analyse génomique initiale du chromosome A3(2) de S. coelicolor a prédit 17 autres
groupes de genes de métabolisme secondaire. Actuellement, il y a 29 groupes de geénes

chromosomiques prédits spécifiant des métabolites secondaires(Nett et al., 2009).

» Chez Streptomyces ambofaciens

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 est une souche industrielle isolée au début des
années 1950 et exploitée pour la production de spiramycine, un macrolide qui a été utilisé
dans le cadre de la lutte contre le cancer, et utilisé en médecine humaine comme agent
antibactérien et pour le traitement des infections a Toxoplasma (Aigle et al., 2014).

L'acces a la séquence compléte du génome nous a permis de d'identifier le potentiel de S.
ambofaciens ATCC 23877 a synthétiser des produits naturels tels que deux composés
antibactériens ; le macrolide spiramycine et le pyrrolamide congocidine .Cependant, le cluster
responsable de la production de la congocidine n'a jamais été identifié et celui impliqué dans
la biosynthése de la spiramycine n'était que partiellement caractérisé ,avant le début du
séquencage du génome de S. Ambofaciens .L'exploration du génome de cette souche a permis
I'identification et la caractérisation compléte de ces clusters. L'analyse de la séquence du
génome de S. ambofaciens ATCC 23877 a mis en évidence la présence de 14 métabolites
secondaires. Parmi ces groupes, 10 n'ont pu étre associés a aucun produit ou a un produit
prédit, L'étude de deux ces clusters a permis d'identifier de nouveaux composés produits par
S. ambofaciens, notamment un nouveau macrolide avec des activités antiprolifératives
prometteuses, Kinamycines (Aigle et al., 2014).

Les chercheurs Amin et al. en 2019 ont exploité la séquence génomique complete de
Micromonospora sp Rc5 isolée du désert égyptien,en utilisant le serveur antiSMASH. Cette
étude a demontre des lectures de 33 groupes de génes potentiels de métabolites secondaires, y
compris les PKS, NRPS, polyketide hybride synthases, terpénes, lantipeptides, saccharides,
sidérophore, bactériocine, arylpolyéne, et des clusters non identifiés (Amin et al., 2019).

Une autre étude rapportant l'annotation de I'ébauche de la séquence du génome de

Micromonospora sp. DSW705 en utilisant I'analyse antiSMASH prédit 3 groupes de geénes
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PKS 1 groupe de génes NRPS, et 3 groupes de genes hybrides PKS/ NRPS responsables de la

synthese de la rakicidine antitumorale. antitumorale (Komaki et al., 2016).

» Chez Streptomyces albus J1074

Streptomyces albus J 1074 est une souche de streptomycete largement utilisee comme héte
pour I'expression de groupes de génes de métabolites secondaires. L'analyse bio-informatique
du génome de cet organisme prédit la présence de 27 groupes de genes de metabolites
secondaires. On utilisé trois stratégies différentes pour I'activation de certains de ces groupes
de genes silencieux/cryptiques chez S. albus J 1074 (Olano et al., 2014).

» Chez Streptomyces actuosus, Streptomyces sioyaens ,et Actinospica acidiphilais

Le séquencage du génome entier et les analyses bio-informatiques de Streptomyces
sioyaensis, Streptomyces actuosus et Actinospica acidiphil ont révélé de nombreux groupes de
génes de biosynthese de métabolites secondaires. Ces trois espéces d'Actinomycetes
séquencées du génome entier, et ils connues pour produire des antibiotiques thiopeptidiques
puissants : Streptomyces actuosus biosynthétise le nosiheptide, Streptomyces sioyaens produit
lasiomycine et Actinospica acidiphilais appartient a la sous-famille des Actinomycetes. Les
analyses bioinformatique sont démontré diverses métabolomes secondaires avec de multiples
gene cluster encodant des antibiotiques, la présence et 1’analyse de groupes de génes de
biosynthése de métabolites secondaires a l'aide d'antiSMASH (Majer et al., 2021).

» Chez Streptomyces sp. SCSIO 03032

Streptomyces sp. SCSIO 03032, isolé d'un échantillon de sédiment des profondeurs de
I'océan Indien (3412 m), produit plusieurs classes de composés bioactif, nous rapportons ici la
séquence complete du génome de Streptomyces sp. SCSIO 03032, qui consiste en un
chromosome linéaire de 6 287 975 pb. L'analyse du génome révéle la présence de 29 groupes
de génes biosynthétiques putatifs pour des métabolites secondaires, I'ADN génomique de
Streptomyces sp. SCSIO 03032 a été séquencé en utilisant la plateforme PacBio RS Il (Eid et
al., 2009),et Les BGC de métabolites secondaires potentiels ont été analyses par antiSMASH
5.0 (Blin et al., 2019). Un total de 29 BGCs de métabolites secondaires putatifs ont été
détectés dans Streptomyces sp. SCSIO 03032, y compris la piericidine Al, les héronamides,
les spiroindimicines/indimicines/lynamicines, la géosmine, I'ectoine et d'autres 24 groupes de

genes non caracterisés(Maet al., 2021).
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Chapitre Il Lestimation de pouvoir métabolique des
actinomycétes dans les approches génomiques

A partir ’analyse de ces articles, en dit que les recherches de métabolite secondaire par la
méthode classique (in vitro) n’est pas détectable de toute les métabolites des actinobactéries et
il contrélé et limité par les conditions de laboratoire.

La récente technologie basé sur les approches génomique et les outils bio-informatiques est
plus facile a utiliser ; moins couteux, et détecter un grand nombre des génes parmi-t-il des
geénes cryptiques responsable de produire nouveaux métabolite secondaire.

Alors que seulement 5 métabolite identifié en 50 ans par des approches classiques de genre
Streptomyces coelicolor mais a ’aide de I’exploitation de génome il découvrir 20 métabolites
ou plus.

Cependant, la plupart des SM-BGC de Streptomyces sont inactives dans les conditions
générales de culture en laboratoire. Par exemple, bien que les génomes de S. coelicolor, S.
griseus, et S. avermitilis codent pour plus de 30 SM-BGCs, respectivement, seuls 3 a 5

métabolites secondaires ont été détectés dans les conditions de laboratoire.

47




Conclusion

Les actinobactéries sont des microorganismes procaryotes ayant un pourcentage de
guanine-cytosine élevé (supérieur a 55%. ils sont une source trés riche en meétabolite
secondaire. lls sont considérés comme la source la plus puissante pour la production de
métabolites secondaires, telles que les antibiotiques, les vitamines, les enzymes et les
pigments.

Bien que la plupart des produits naturels proviennent des actinomyceétes sont détectable
par la méthode classique mais cette méthode est insuffisante parce que non exprimés ou les
produits sont formés a un niveau trop bas pour étre pour étre détectés dans les conditions de
croissance du laboratoire. Dans ce cas il nécessite des prédictions utilisant des progres
récents dans I'exploration du génome avec diverses stratégies d'éveil peuvent permettre
I'identification de composés nouveaux ou faiblement produits dans les actinomycetes.
L'émergence de rapports de plus en plus nombreux sur la découverte de groupes de génes
cryptiques a partir d'actinomycetes séquencés par des approches basees sur la génomique
suggére que nous sommes a l'aube d’un nouvel &ge d'or de la découverte de nouveaux
produits naturels bioactifs.

On déduit que la détection des nouveaux métabolites secondaires des actinomycete a
I’aide des outils bio-informatiques qui sont en cours de développement pour la recherche des
Biosynthétique Gene Cluster inconnus, ils conduisent a la découverte des nouveaux produits
et donc une révolution dans le domaine médicale et pharmaceutique.

L’estimation du pouvoir métabolique des actinomycétes ne fournit pas seulement un
domaine intéressant pour la recherche, mais offre également la possibilité de commercialiser

les métabolites générés dans le processus.
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