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Résumé

Les milieux marins sont des écosystémes riches en biodiversité et constituent de ce fait
des réservoirs exceptionnels de biomolécules actives dont le potentiel thérapeutique éveille
I'intérét des chercheurs depuis de nombreuses années. Les invertébrés marins tels que les
éponges marines, les coraux et les ascidies, ainsi que les algues marines font partie des
organismes possédant une grande diversité de métabolites secondaires, qui sont pour la
plupart produits par des bactéries symbiotiques, ayant pour but principal la défense chimique
de leur hote.

Ces molécules bioactives couvrent un large éventail de métabolites secondaires telles
les terpénoides, les alcaloides, les peptides, les stérols, les terpenes, et les polycétides, etc.
Avec un éventail tout aussi large de propriétés biotechnologiques pertinentes
anticancéreuses, antibactériennes, antifongiques, antivirales et anti-inflammatoires. De ce
fait, ces composés bioactifs constituent des perspectives prometteuses a utiliser dans le
domaine biomédical.

Depuis les années 1950, diverses méthodes ont été employées afin d'accéder a cette
importante chimiodiversité. Par ailleurs, les méthodes de culture bactérienne seules n’ont
cependant pas abouti a des résultats pertinents, laissant la grande majorité des
microorganismes et leurs voies biochimiques inaccessibles. Par la suite, une association des
méthodes de cultures des bactéries symbiotiques aux organismes marins cités avec des
techniques de la métabolomique telles que les techniques chromatographiques (liquide ou
gazeuse) ou spectroscopiques (RMN, FT-IR) s’est révélée le meilleur moyen permettant le
criblage et la caractérisation de nouvelles biomolécules ayant une activité biologique

importante.

Mots-clés : Biomolécules actives, microorganismes associés aux especes marines, métabolites

secondaires, screening des activiteés biologiques, métabolomique.




Abstract

Marine environments are ecosystems rich in biodiversity and therefore constitute
exceptional reservoirs of active biomolecules whose therapeutic potential has been arousing
the interest of researchers for many years. Marine invertebrates such as marine sponges,
corals and ascidians, as well as seaweed, are among the organisms with a wide variety of
secondary metabolites, most of which are produced by symbiotic bacteria, whose main

purpose is the chemical defense of their host.

These bioactive molecules cover a wide range of chemical classes such as terpenoids,
alkaloids, peptides, sterols, terpenes, and polycetides. With an equally wide range of relevant
biotechnological properties: anticancer, antibacterial, antifungal, antiviral and anti-
inflammatory. As a result, these bioactive compounds represent promising prospects for use

in the biomedical field.

Since the 1950s, various methods have been used to access this important chemodiversity.
However, bacterial culture methods alone have not yielded relevant results, leaving the vast
majority of microorganisms and their biochemical pathways inaccessible. Subsequently, a
combination of bacterial culture methods associated with the marine organisms mentioned
with metabolomic techniques such as chromatographic (liquid or gas) or spectroscopic (NMR,
FT-IR) techniques proved to be the best way to screen and characterize new biomolecules

with significant biological activity.

Keywords : Active biomolecules, microorganisms associated with marine species, secondary
metabolites, screening of biological activities, metabolomics.
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Glossaire

Benthiques : Organismes aquatiques vivant a proximité du fond des mers et océans, des lacs
et cours d'eau, comme les éponges.

Biofilm : Un biofilm est une communauté multicellulaire plus ou moins complexe, souvent
symbiotique, de micro-organismes, adhérant entre eux et a une surface, et marquée par la
sécretion d'une matrice adhésive et protectrice. Il se forme généralement dans I'eau ou en
milieu aqueux.

Dinoflagellés : Cryotes unicellulaires qui possedent deux flagelles perpendiculaires 1’un
a I’autre. Ceux rencontrés chez les Cnidaires appartiennent tous au genre symbiodinium.
Dulgaquicole : Un organisme dulgaquicole, ou dulcicole, est un organisme qui vit et se
reproduit en eau douce.

Entomologique : Animaux articulés,spécialement les insectes.

Epibionte : Organisme qui vit sur un autre étre vivant, ce dernier servant de substrat fixe dans
une épibiose. Il n'y a ni parasitisme ni symbiose, cette interaction se trouve surtout en milieu
marin.

Epibiose : Type de comportement utilisé par un ensemble d'organismes qui vivent fixés sur
un substrat précis.

Epiphytes : Organismes qui poussent en se servant d'autres plantes comme support.

Fumeurs abyssaux : Sources hydrothermales se formant pres des dorsales océaniques, en
raison de la tectonique des plaques. Ces cheminées éjectent des jets brilants de plus de 350
°C. Ceux-ci peuventétre blancs ou noirs, en fonction du fluide qu’ils éjectent. Les fumeurs
noirs contiennent du soufre, du fer etdu manganése. Ce sont des lieux remarquables, riches en
biodiversité et qui contrastent avec I’immensité desplaines océaniques, froides et obscures.
Holobiante : Ensemble composé par un organisme animal ou végétal et les micro-organismes
qu'il héberge.

Medicament orphelin : Un médicament non développé par I'industrie pharmaceutique pour
des raisons de rentabilité mais qui répond a un besoin de santé publique.

Medicaments hospitalier (RH) : Médicaments prescrits, dispensés et administres
exclusivement au cours d'une hospitalisation. Ils ne sont donc pas disponibles pour les
patients ambulatoires.

Mésoglée : Couche gélatineuse contenant 90% d’eau, du collagéne et des fibres élastiques.

Pharmacopée : Recueil officiel national des médicaments.



https://www.aquaportail.com/definition-312-symbiose.html

Glossaire

Polype : Constitue 1’unité de base du corail. C’est une vésicule fixe qui posséde un seul
orifice (faisant office de bouche et d’anus) entouré par une ou plusieurs rangées de tentacules.
La bouche aboutit dans la cavité gastrovasculaire

Probiotique : Qui contient des micro-organismes vivants (bactéries, levures) exercant un
effet bénéfique sur I'organisme qui les ingeére.

Sessile : se dit pour les espéces vivant fixées sur un subtrat.

Substance allélochimique : Substances conduisant a des interactions entre individus
d'espéces différentes, ce sont des substances interspécifiques.

Sclérite (ou spicule) : EIément squelettique calcaire, présent dans le tissu des coraux

mous, permettant une certaine rigidité dans les courants et assurant un moyen de défense

physique contre les prédateurs.

Zone de balancement des marées : La partie du littoral située entre les limites extrémes des
plus hautes et des plus basses marées.

Zones abyssales : L'ensemble des zones tres profondes d'un océan.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Littoral
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mar%C3%A9e

Liste d’abréviations

MM : Micromeétre.

3D7 : Parasite malarique.

A549 : Cellules épithéliales basales alvéolaires humaines adénocarcinomiques.
AGS : Carcinome gastriques.

ARNIFr : Acide ribonucléique ribosomique.

BLSE : Béta-lactamases a spectre étendu.

CC50 : Concentration Cytotoxique médiane.

CCM : Chromatographie sur couche mince.

CE50 : Concentration Efficace médiane.

Chl : Chlorophylle.

CI150 : Concentration Inhibitrice médiane.

CO2 : Dioxyde de carbone.

COX-2 : Cyclooxygenase 2.

CT-26 : Lignée murine de cancer du célon.

E coli : Escherichia coli.

EPS : Exopolysaccharide.

ET743 : Trabectédine (médicament).

FDA : Food and Drug Administration, I'administration américaine des denrées alimentaires et
des médicaments.

GC-MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse.
HEK 293 : Cellules embryonnaires humaines du rein.

HeLa : Lignée cellulaire cancéreuse.

H1N1 : Lagrippe A.

HPLC : High performance liquidchromatography ou La chromatographie en phase liquide a
haute performance.

HSV-1 : Virus Herpes simplex type 1.

HT-29 : Carcinome colorectal.

IC50 : Concentration inhibitrice médiane.

INOS : Oxyde nitrique synthase.

KB : Carcinome epidermoide.

KDa : Kilodalton.

Kg : Kilogramme.




Liste d’abréviations

LC-MS : Chromatographie en phase liquide couplée a un spectromeétre de masse.
LPS : Lipopolysaccharides.

m : Metre.

MA : Marine agar- Gélose marine.

MAO : Monoamine Oxydase.

MDA-MB : Lignées cellulaires cancéreuses du sein.
mg : Milligramme.

mL : Millimetre.

NCI-H : Lignées cellulaires cancéreuses du poumon.
NF-kB : Nuclear factor-kappa B.

nM : Nanométre.

NO : Monoxyde d'azote.

P388 : Cellules de leucémie.

PS : Leucémie lymphocytaire.

RAW 264.7 : Cellules de macrophages murins.

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire.

ROS : Reactiveoxygenspecies.

S. Aureus : Staphylocoque aureus.

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.
SH-SYS5Y : Lignée cellulaire humaine.

Sp : Espece non préciseée.

t-BHP : Hydroperoxyde de tert-butyle.

THP-1 : Lignée monocytaire humain.

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine.

VIH-1 : Virus de I'immunodéficience humaine type 1.
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INTRODUCTION

Introduction :

L’¢tude de la biochimie des organismes marins et la recherche de nouvelles substances
naturelles bioactives d’origine marine constituent un domaine de recherche peu exploré en
Algérie. En effet, la diversité biochimique et génétique des océans est beaucoup plus grande que
celle des espaces émergés a cause de I’ancienneté de la vie marine et la longue période
d’évolution qui ont permis au vivant de passer par de trés nombreux mod¢eles moléculaires et de
développer des solutions d’adaptation a des environnements tres divers. Par conséquent, les
biomasses marines constituent un ensemble de ressources exploitables et valorisables, utiles pour

I’homme.

Notre planete bleue est dominée a pres de 70 % de sa surface par les mers et les océans.
L’Algérie de par ses 1622,48 Km de littoral, a une superficie marine de 27 998 Km? donnant sur
le grand bassin méditerranéen (rapport du ministére de I’aménagement du territoire, 2008).

La mer Méditerranée est la mer fermée la plus grande (2 501 000 km?) et la plus profonde (en
moyenne 1 500 m, maximum 5 150 m) du monde (Manon, 2001). Sa localisation entre
I'Afrique, I'Europe et I'Asie lui attribue une grande biodiversité terrestre et marine. En effet, elle
contribue a hauteur de 7 % a la biodiversité marine mondiale. Les estimations taxonomiques des
espéces méditerranéennes indiquent qu’il existe environ 17 000 especes marines décrites dont un
trées grand nombre d’especes endémiques (Coll et al., 2010), lui attribuant la deuxiéme place
mondiale en termes de richesse en especes endemiques (taux d’endémisme égal a 20% chez les

algues, 46% chez les éponges et 50% chez les ascidies) (Boudouresque, 1995).

Cette forte biodiversité s’accompagne d’une exceptionnelle chimiodiversité. Durant ces
trente dernieres années, de nombreuses études ont été menées sur les invertébrés marins
(éponges, ascidies, bryozoaires, cnidaires...), leurs micro-organismes associés, ainsi que sur les
algues marines, aboutissant ainsi a la caractérisation d’un nombre important de nouveaux
produits naturels pouvant dépasser les quinze mille nouveaux produits (Salomon et al., 2004).
Les scientifiques explorent de plus en plus ce domaine afin de répondre a certains probléemes

majeurs de santé publique tels la résistance croissante des bactéries et des champignons,
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I'émergence de nouveaux et d'anciens agents pathogenes, les problemes d'infections virales et les

graves conséquences de la chimiothérapie.

Ces produits ont vu le jour grace aux méthodes de criblage a haut débit et aux améliorations
techniques apportées aux techniques de séparation et d'isolement, qui sont basées sur une logique
essentiellement biochimique par la compréhension des processus chimiques biologiques de ces
organismes (Bérdy, 2005). En effet, certaines éponges et autres organismes marins ont la
capacité d’héberger dans leurs tissus des micro-organismes qui peuvent représenter jusqu’a pres
de 40 % a 50 % de leur biomasse. Ces derniers répondent a des stratégies de défense et de
protection contre un environnement chimique ou biologique hostile, de compétition pour
I’espace ou de séduction pour la reproduction (Guezennec et al., 2010), en produisant des
métabolites secondaires uniques (Banaigs et Kornprobst, 2007) qui constituent de nouvelles
structures moléculaires méconnues jusqu’a lors chez les microorganismes d’origine terrestre,
comme I’affirme les études réalisées dans la Scripps Institution of Oceanography aux Etats-
Unis. Parmi ces métabolites secondaires on retrouve : des tanins, des alcaloides, des peptides
des terpenes, des stérols ainsi que des polyphénols (Crue, 2016). Présentant pour la plupart, des
activités antimicrobiennes (antibactériennes, antifongiques, anti-protozoaires), anti-tumorales,

antivirales et anti-inflammatoires qui feront I’objet de notre synthése au chapitre 2.

Dans cette optique, I’objectif de notre travail devrait étre le screening et la recherche de
nouvelles biomolécules actives synthétisées par des microorganismes associés a quelques
especes marines telles que les spongiaires, les ascidies, les coraux et les algues. Néanmoins, vue
la situation inédite de la pandémie du covid-19 et I’impossibilité de réaliser la partie pratique
notre mémoire consiste alors a synthétiser des données bibliographiques en lien avec notre

thématique.
Notre synthese s’articule au tour de trois chapitres :

Chapitre 1 traitera : la biodiversité des milieux marins, notamment la biodiversité des espéces

que nous avons ciblé pour ce travail, ainsi qu’une étude détaillée de chaque espece.

Chapitre 2 resumera: les principales biomolécules extraites a partir des éponges marines,

d’algues, de coraux et d’ascidies ainsi qu’a partir de leurs micro-organismes associés.
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Chapitre 3 est concacré aux : méthodes de la mise en évidence des micro-organismes associes

aux invertébrés marins d'intérét, et les approches de I’extraction et la purification de leurs

métabolites secondaires.
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CHAPITRE | : LA BIODIVERSITE DES MILIEUX MARINS :

1.1. Définition de la biodiversité :

Le concept de la biodiversité est relativement récent. En 1984, Edward O. Wilson
publie « Biological Diversity » qui met en avant pour la premiére fois 1’idée de diversité
biologique (Joyard, 2019) qui désigne la variété des éléments constitutifs du vivant. La
biodiversité regroupe a la fois les différentes especes et formes de vie (animales, végétales,
entomologique et autres) et leur variabilité ¢’est-a-dire leur dynamique d’évolution dans leurs
écosystemes. Ce concept concerne trois niveaux principaux de la biodiversité selon Pichon,
(2016) : « la diversité génétique, organismique et écologique autrement dit les genes, les

especes et les écosystemes ».

La diversité organismique dite aussi diversité spécifique, englobe toutes les especes
vivantes : animaux, végétaux, bactéries... etc d'un milieu. Elle est modulée par leurs genes,
leurs molécules, leurs physiologies, leurs comportements et de leurs multiples interactions

écologiques avec leur environnement.

Cette diversification étendue des especes vivantes est aussi la résultante d’une trés longue
histoire évolutive, qui est contrainte par tout un complexe de variables physico-chimiques, de
relations biologiques, de modifications génétiques, de symbioses et d’adaptation qui

encadrent chaque organisme (Pichon, 2016).
1.2. Biodiversité terrestre et biodiversité marine :

Dans un ouvrage de Goulletquer et ses collaborateurs, (2014) il a été montré qu’il
existe un nombre total d’especes eucaryotes variant entre 3,6 millions jusqu’a plus de 100
millions espéces. A ce jour, 1,9 millions d’entre elles sont effectivement déposées dans les
muséums et environ 1,5 a 1,8 millions d’espéces ont fait 1’objet de descriptions. Ces especes
sont regroupées dans trente et un phyla, dont douze sont exclusivement marins (Mollusques,
Echinodermes, Chordés, Arthropodes, Cnidaires, etc), contre dix-neuf dans le domaine

continental (dont un seul est d’origine exclusivement terrestre). Selon les dernieres



https://www.encyclopedie-environnement.org/author/jacques_joyard/
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statistiques, la base de données World Register of Marine Species a comptabilisé 550 792
especes marines dont 528 276 sont décrites, et parmi lesquelles 234 591 sont validées
(WoRMS consulté en juillet 2020). « Alors que les scientifiques estiment leur nombre [des
espéces marines] entre 500 000 et plus de 10 millions (estimations qui n'englobe pas le monde

microbien, dont le nombre d’espéces approcherait la dizaine de milliards) » (Boeuf, 2010).

Comparée a la vie terrestre, la vie marine a connu une évolution beaucoup plus poussée,
qui est expliquée par ’apparition de la vie dans les océans il y a prés de 3,8 milliards d’années
tandis que dans la vie continentale serait évaluée a 400 millions d’années seulement (Le Gal,
2004). Ce qui nous laisse a dire que le paysage de la biodiversité de la planéte s’est forgé dans
les océans, seuls quelques exemplaires ayant réussi leur passage vers I’univers terrestre pour,
ensuite, se diversifier, tel que les végétaux verts qui sont les plus anciens, dérivant des
premiers micro-organismes photosynthétiques voisins de nos cyanobactéries actuelles. Ils ont
pu coloniser depuis les océans, les rivieres et les eaux douces, puis les terres émergées

(Kornprobst, 2005), ils sont donc a l'origine de toute la végétation terrestre.

Alors que le monde terrestre est surtout (mais pas uniquement) un monde végétal vert, il
existe deux autres groupes de végétaux marins : les algues rouges et bruns (sans parler des
algues bleues qui sont des bactéries) (Perez, 2000). Apres les algues vertes, les algues rouges
sont apparues. Une algue rouge appelée Bangiomorpha pubescensa été trouvée fossilisée dans
des roches de la période géologique de I'Ectasien datant de 1,2 milliard d'années, faisant d’elle
le plus vieil organisme multicellulaire connu (Butter field, 2000). Les dernieres venues, les
algues brunes qui sont essentiellement marines : elles n’ont pas eu le temps d’aborder I’espace

terrestre (Kornprobst, 2005).

Par ailleurs, d’autres facteurs différencient le milieu marin du milieu terrestre citons :
la pression et la température. En effet, les grands fonds marins dont la profondeur moyenne se
situe vers 3800 m sont aussi le domaine des fortes pressions auxquelles répondent tout un
ensemble d’adaptations. La température dans les zones des extrémes est caractérisé par de
fortes températures a proximité des monts hydrothermaux (ou fumeurs) ou, au contraire,
basses températures des zones marines polaires. Ce qui génere des adaptations moléculaires
chez les organismes y vivant tel que le développement d’enzymes thermophiles,
psychrophiles dont on prospecte aujourd’hui les capacités pour des finalités
biotechnologiques (Le Gal, 2004).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Algue_rouge
https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9riode_g%C3%A9ologique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ectasien
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Méme si il existe une grande différence de températures et de pression dans I'environnement
océanique, ce dernier reste tres stable par rapport a la terre, ou il y a de grandes fluctuations
de température et d'humidité diurnes et saisonniéres (Briggs, 1994). Cette stabilité écologique
favorise les réactions biologiques, le métabolisme et améliore les propriétés cellulaires des

organismes marins (Desbruyeres, 2010).

La salinité, I’absence de lumicre aux trés grandes profondeurs, les ilots chimiosynthétiques
pres des fumeurs abyssaux et la composition chimique de 1’eau de mer font aussi distinguer le

milieu marin du milieu terrestre (Pichon, 2016).
1.3. Apercu géneral sur la chimiodiversité marine :

Cette importante biodiversité marine est quant a elle, source d’une exceptionnelle
chimiodiversité. En effet, les invertébrés marins sessiles tel que les spongiaires, les coraux, les
gorgones, les ascidies, ainsi que les veégétaux aquatiques : les algues, ont su développer des
mécanismes de défense chimique pour se protéger de la prédation, de la colonisation, et la
compétition pour I’espace, en impliquant des substances dits « métabolites secondaires » ces
derniers ne sont pas indispensables a la vie c’est a dire ils ne sont pas directement impliqués
dans la croissance, le développement ou la reproduction normale des organismes. Leur
particularité est leur toxicité vis a vis des prédateurs et le golit désagréable qu’ils conférent
pour certains prédateurs, protégeant ainsi 1’organisme producteur de la prédation et attribuent
a I’océan une richesse en substances allélochimiques de tous genres, des plus simples, comme
I'acide chlorhydrique ou l'acide sulfurique, aux plus complexes, comme certains alcaloides,

pseudopeptides ou autres macrolides (Pichon, 2016).

La composition chimique de I’eau de mer contribue a cette chimiodiversité. En effet, les
organismes marins possédent de plus des ¢léments de base (le carbone, 1’oxygene,
I’hydrogene et 1’azote), d’autres éléments importants (% > 10ppm) comme le chlore, le soufre
et le brome mais également des éléments un peu moins abondants comme le bore, le silicium,
I’iode et I’arsenic qui sont, pour la plupart absents ou rarement présents dans les métabolites
des organismes dulcaquicoles ou terrestres (Pichon, 2016). Ce qui a suscité l'intérét de
nombreuses équipes de recherche et de grands groupes pharmaceutiques dans le monde. En
une quarantaine d’années, plus de 18 000 nouvelles molécules isolées du milieu marin ont été

caractérisees (ce qui sera le sujet du prochain chapitre).
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Par conséquent, aprés de nombreuses recherches, nous avons constaté que les especes
les plus étudiées et celles qui constituent les sources marines les plus importantes de
métabolites spécialisés sont : les éponges marines en premier lieu, les cnidaires entre autres
les coraux, les algues marines, les ascidies, ainsi que leurs micro-organismes associés tels que
les cyanobactéries, les champignons et les actinomycetes qui sont de plus en plus étudiés
(Corbin, 2016) (figure 1). Pour cela notre choix d'étude s'est posé sur ces quatre organismes
marins pour lesquels nous allons étudier leur biologie, leur biodiversité, et leur chimio-

diversité.

3000
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Figure 1 : Nombre total de nouveaux composés isolés de différentes sources marines de 2001
42010

(Mehbub et al., 2014)

1.4. Etude de la biodiversité de quelques espéeces marines :

4.1. Les spongiaires :

4.1.1. Biodiversité globale des spongiaires :

Les spongiaires (phylum Porifera) sont les métazoaires les plus primitifs (Van Soest et
al., 2012). En effet, le plus ancien fossile qui a été identifié date de 580 millions d'années,

alors que les éponges calcaires pourraient avoir une histoire prolongée au Précambrien
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supérieur (Li et al., 1998). Ces organismes marins sont retrouves depuis le littoral marin
jusqu’aux zones abyssales (0-8000 metres), divisées en quatre classes distinctes, 25 ordres,
128 familles et 680 genres (Hooper et Van soest, 2002), 19 800 espéces sont décrites a ce
jour, dont 9314 acceptées sont actuellement enregistrées dans la World Porifera Database
(WPD), soit 794 Calcarea, 682 Hexactinellida, 126 Homoscleromorpha et 7511
Demospongiae (WPD consulté en juillet 2020). Possédant une grande diversité de formes et

de couleurs, quelques exemples sont presentés ci-dessous (Figure 2).

e o %
S o *.;‘mu;ulpu‘n
ey b U

Figure 2 : Diversité de formes et de couleurs des éponges marines : a- Myxilla austini ; b-

Suberites concinnus ; c- Homaxinella subdola ; d- Paratimea kalori ; e- Myxilla incrustans ;
f- Halichondria (Eumastia) sitiens (Source : galerie de photos de la base de donnée World
Register of Marin Species WoRMS, 2020)

Cette grande biodiversité des éponges marines, leur résistance aux crises extinctives et
leur longue période d’évolution s’expliquent par leur capacité a s’adapter aux changements
environnementaux et a leurs associations intimes avec des symbiotes microbiens qui ont
assuré leur survie et 1’assurent encore en grand nombre dans les mers récentes (et dans les

habitats d'eau douce) (Van Soest et al., 2012).



http://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=559
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4.1.2 La taxonomie des Porifera :

La taxonomie des Porifera est basée principalement sur un mélange de caractéristiques

cellulaires, de constructions squelettiques et de modes de développement.

Trois classes existent aujourd’hui :

a) Calcarea : calcispongia, leur squelette est constitué de spicules calcaires. C’est la classe
d’éponges la moins abondante (5 % des especes du phylum Porifera). Elles sont toutes
marines localisés dans les eaux peu profondes (< 100 m) (Simpson, 1984 ; Hooper et Van
Soest, 2002).

b) Hexactinellida : les éponges de verre, possedent des spicules en silice triaxiaux a Six
pointes (hexactines). Elles constituent 7 % des espéces de spongiaires et sont rares a moins de
200 m de profondeur (Simpson, 1984 ; Hooper et Van Soest, 2002).

c) Demospongiae : leur squelette est constitué de spicules de silice hydratée, ou d’un mélange
de spicules siliceux et de fibres de spongine, ou des fibres de spongine uniquement ou pas de
squelette. Elles représentent environ 85 % des espéces de ce phylum et sont présentes dans
les différents milieux, de la zone de balancement des marées jusqu'aux abysses (8600m)
(Simpson, 1984 ; Hooper et Van Soest, 2002).

Figure 3 : Photographies de 03 espéces d’éponges représentant les 03 classes existantes : A :
éponge calcaire - B: Hexactinellida - C: Demospongiae (Source : galerie de photos de la base
de donnée World Register of Marin Species WoRMS, 2020)
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4.1.3. Présentation générale des éponges marines :

Les éponges sont des organismes sessiles essentiellement marins avec une
cinquantaine d’espéces d’eau douce. Réparties dans le monde entier, elles constituent les
organismes benthiques les plus abondants (dans la mer Méditerranée et I’océan Atlantique en
premier lieu) (Jackson et al., 2015). Leur nutrition est par filtration d’eau, de bactéries et
d’autres pico planctons, l'eau est amenée dans le corps de 1'éponge par de minuscules trous
dans les cellules des pores appelées porocytes dans I'épithélium de surface, ce qui donne au
groupe son nom de Porifera (“porteur de pores”) (Dunn, 2015).

De plus d'étre des organismes sessiles et depourvues de coquilles, les spongiaires
renferment un squelette de spicules siliceux, calcaires ou de fibres de spongine, rendant leur
défense physique contre les prédateurs quasi rare, ils recourent donc a une stratégie de défense
chimique (Guézennec, 2014), notamment par leurs microorganismes associés qui

représentent 40 a 60 % de leur biomasse totale (Yarden, 2014).

4.1.4. Biologie des eponges :

Les spongiaires sont des métazoaires dits “Parazoaires” car ils ne présentent pas de
vrai tissus, ce sont des animaux diploblastiques de structure composée de deux couches de
cellules, la couche externe : le pinacoderme, percé de pores inhalants appelés ostia, et la
couche interne : le choanoderme, formé de cellules appelées choanocytes. Ces deux couches
de cellules sont séparées par une matrice appelée : la mésohyle qui contient différents types
cellulaires tel que : les archaeocytes totipotents, les collencytes sécrétant le collagene, les
sclérocytes formant des spicules et les porocytes qui permettent le passage de l'eau entre
I'ectoderme et I'endoderme (Simpson, 1984 ; Borchiellini et al., 2001; Hooper et Van Soest,
2002).

10
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mésohyle

spicule
choanocyte
sclérocyte

pinacocyte

direction porocyte
du courant :
d'eau

amibocyte

ovocyte

choanoderme pinacoderme
(endoderme) (ectoderme)

Figure 4 : Structure histologique d'un Porifera de type asconoide vue en coupe

(Source : Wikimedia COmmons)

Les éponges obtiennent le carbone organique et I'oxygene par un simple mécanisme de
filtration d’eau qui y pénetre a travers les pores en se dirigeant a 1’intérieur du réseau inhalant
de l’organisme a travers le mouvement continu des cellules a collerettes flagellées qui
emportent I’eau vers les chambres choanocytaires ou elle est filtrée, et les particules nutritives
sont captées par la collerette. A la fin de cette opération 1’eau rejoint un réseau de canaux

exhalants avant de quitter I’éponge via I’oscule (Hofmann et al., 2005 ; VVogel, 1977).
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spicule

pore inhalant
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Figure 5 : Aspect général d’un spongiaire montrant la trajectoire de 1’eau : L'eau pénétre par

les pores de I'éponge a la surface et sort via I'oscule (Auteur anonyme)

4.1.5. Microorganismes associés aux éponges :

Ce qui est le plus intéressant chez ces créatures marines est que non seulement elles ont
pu résister a une tres longue période d’évolution avec la présence dans la mer de nombreux
agents pathogeénes et de parasites potentiels, mais aussi elles ont la capacité d’héberger des
communautés extrémement denses et diverses de micro-organismes symbiotes : eucaryotes
(Baker et al., 2008 ; Cerrano et al., 2004 ; Bovio, 2019), archées (Webster et al.,
2004), bactéries (Taylor et al., 2007) et méme des virus et des bactériophages (Lohr et al.,
2005; Harrington et al., 2012). Ces interactions se présentent sous de nombreuses formes.
Pour une éponge, différents microbes peuvent représenter des sources de nourriture, des
pathogenes/parasites ou des symbiotes mutualistes. Pouvant constituer jusqu'a 35 % de la
biomasse totale des éponges et se trouvent a des densités supérieures a 10° cellules
microbiennes par centimeétre cube de tissu d’éponge (Taylor et al., 2007). Cependant, aucune
donnée concluante n'était disponible pour dire quelles souches bactériennes sont symbiotiques

et quelles souches sont parasitaires.
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4.1.6. Diversité connue des microorganismes associés aux éponges :

Gréace aux travaux de Hentschel et ses collaborateurs (2002), qui a travers différentes
techniques moléculaires et/ ou de culture dépendante ils ont pu établir plusieurs bibliotheques
d'ARNr 16S, a partir de l'analyse de 190 sequences d’ADN ribosomique 16S (ADNr) dérivées
d'une éponge. 14 groupes de séquences monophylétiques spécifiques aux éponges ont été
identifiés, appartenant a au moins sept différentes divisions bactériennes : Acidobactéries (n
44; 23%), Chloroflexi (n 42; 22%), Actinobactéries (n 24; 12%), Alphaproteobacteria (n 13;
7 %), les gamma protéobactéries (n 20; 10 %), les deltaproteobacteria (n 15, 8 %), les
cyanobactéries (n 7; 4 %) et I'embranchement Nitrospira (n 7; 4 %) étaient également
abondants. Les séquences liées aux Bacteroidetes (n 5; 3%0) et a la classe des Spirochaetes (n
1; 0,5%) n'étaient que des composants mineurs des banques de génes (Figure 6). (Cing
membres de ces groupes ont été présents dans chacune des trois espéces d'éponge a partir

desquelles des banques d’ARNr 16S ont été construites).
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Figure 6 : Diversité bactérienne associée a 32 espéces d’éponges de localisation
géographique distincte a travers le monde (donnés de pyroséquencage ARNr 16S).
Distribution phylogénétique a 97 % d’identité, phylum (cercle intérieur), classe (cercle du
milieu), et ordre (cercle extérieur) (Schmitt et al., 2012)
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4.1.7. Micro-organismes symbiotiques ou source d’alimentation ?

La plupart des microorganismes associés aux éponges habitent la mésohyle, elle est
donc a la fois le site de digestion des microorganismes (qui peuvent étre des particules
alimentaires) et le foyer de vastes communautés de microorganismes symbiotiques
(Hentschel et al., 2012), ce qui constitue une énigme qui n’a pas de réponse concréte a ce
jour. Cependant, de nombreuses recherches ont été réalisees pour comprendre les mécanismes
de reconnaissance, d’adhésion et de signalisation cellulaires responsables d’éliminer les
particules du non-soi et garder les particules du soi. Il a été découvert que les éponges marines
possédent un systéme d’immunité innée étonnamment bien développé qui se caractérise par la
présence :

o de domaines SRCR du récepteur de reconnaissance type scavenger contenant des
molécules de surface cellulaire impliquées dans la reconnaissance bactérienne (Muller

etal., 2003).

e d’un systéme variable de type immunoglobuline et des cascades de kinases activées

par lipopolysaccharide LPS (Mduller et al., 2003).

o d’un mécanisme enzymatique : interferon-like 2',5'-Oligoadénylate synthétase qui est

responsable de la défense contre les virus & ARN double brin (Muller et al., 2003).

Il existe donc des preuves que les éponges sont capables de reconnaitre ces microorganismes,
ce qui fait que les symbiotes présumés qui sont ingérés passent a travers I'héte indemnes, alors
que les bactéries non symbiotes ingérées sont genéralement consommeées (Hentschel et al.,
2012).
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4.2. Les algues :
4.2.1. Présentation générale des algues et leur biodiversité :

Les algues sont les plantes aquatiques (Ziani, 2019) les plus anciennes (Lavie,
2019). Pouvant étre unicellulaires ou multicellulaires (Bhowmick et al., 2019), ces
organismes se trouvent souvent fixés sur un substrat par des crampons riches en
polysaccharides (Chbani et al., 2011; Zehlila, 2017); et vivent généralement isolés ou
regroupés en colonies, en particulier dans les milieux aquatiques, humides et éclairés tels que
les mers, les eaux douces, les sols humides et méme sur la neige (Bhowmick et al., 2019 ;
Gévaert, 2001).

Leur appareil veégétatif est dépourvu de racines, de tiges et de feuilles (Djilali et
Kherouni, 2016) il est appelé thalle (Lavie, 2019). Elles possédent une paroi cellulaire
partiellement cellulosique, des petits noyaux et des chromatophores qui contiennent la
chlorophylle Garon-Lardiere, 2004). Ces plantes chlorophylliennes, sont classées comme
des organismes photosynthétiques dépendant de la lumiere (Gévaert, 2001), synthétisant leur
propre maticre organique. Elles sont aussi considérées comme productrices d’oxygéne (Djilali
et al.,, 2016). Par ailleurs, elles peuvent étre influencées par des facteurs physiques et
chimiques tels que : la salinité, la profondeur, la lumiére, le substrat et 1’émersion (Ozenda,
2000).

Les algues représentent la grande masse végétale du milieu marin (Zehlila, 2017) ; il
existe entre 20 000 a 30 000 espéces dans le monde environ 22 250 espéces selon la base de
donnée (World Register Of Marine Species consultée en ao(t 2020), équivalant a 18%o du

regne végétale (Garon-Lardiere, 2004).

16




LA BIODIVERSITE DES MILIEUX MARINS CHAPITRE 1

N

lame
ou
fronde

7 tipe
b /s

%— crampon /

Figure 7 : Appareil végétatif des algues marines (Ziani, 2019)

4.2.2. Classification des algues :

La classification se fait selon des critéres précis, parmis lesquels : la taille, la pigmentation,

la présence ou I’absence du noyau.

Les algues se répartissent en deux groupes principaux selon leur taille, qui varie de moins d'un

micrometre a plusieurs dizaines de métres, on distingue :

A. Les macro algues (algues marines) : comprennent environ 25 000 espéces dont seulement
50 sont exploitées aujourd’hui (Zehlila, 2017)

Ce sont des algues macroscopiques, uni-multicellulaires que 1’on trouve principalement dans
les eaux peu profondes (Lavie, 2019 ; Burlot, 2016), elles contiennent des noyaux

différenciés qui veut dire eucaryotes (Garon-Lardiere, 2004)

Selon Ziani, (2019), ces macroalgues sont divisées en trois groupes en fonction de leur

pigmentation :

-Les algues vertes (Chlorophyta) : peuvent vivre dans les eaux douces ou les milieux

marins.
-Les algues brunes (Phaeophyta) : la majorité sont marines.

-Les algues rouges (Rhodophyta) : elles sont marines (Garon-Lardiere, 2004).
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iz

Figure 8 : Certaines espéces d'algues : a-les algues vertes (Chlorophyceées), b-Les algues
brunes (Phéophycées), c-Les algues rouges (Rhodophycées), d- Les algues bleues

(Cyanophycées)

(Source : la base de données d'Observations pour la Reconnaissance et
I'ldentification de la faune et la flore Subaquatiques et la galerie photo de World Register of
Marin Species, 2020)

Ces distinctions de couleurs des différents groupes d’algues se retrouvent dans leur
composition biochimique : pigments photosynthétiques, substances de réserve (amidon : a -1-
4 glucanes chez les verts et laminaranes, -1-3 glucanes chez les bruns), constituants des
parois cellulaires et extracellulaires (cellulose chez les verts, alginates chez les bruns)
(Tableau 1) (Kornprobst, 2005).
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Tableau I : Composition des trois principaux groupes d’algues

Pigments Vert Rouge Brun
Chl.a&b Chl. a Chl.a&c
Caroténoides Caroténoides Caroténoides
Phycobilines
Réserves Amidon Amidon Floridéen Laminaranes
(0-1,4 (0-1,4 glucanes) (B-1,3 glucanes)
glucanes)
Parois Cellulose Carraghénanes Acides alginiques
(B-1.4, glucans) Agars (Poly-
mannuronates)
(galactanes
sulfatés) Acides fuciniques
(Fucanes sulfatés)

(Kornprobst, 2005)

B. Les micros algues :

Le monde végétal marin, contient également du phytoplancton, qui est composé de

toutes les plantes vivantes en suspension dans 1’eau appelées microalgues. (Lavie, 2019).

Elles sont divisées en quatre lignes, chacune comportant de 1 a 7 branches : Ligne marron :
chlorophylles a et c, telles que les dinoflagellés et les diatomées (Elgamal, 2010) ; Ligne
verte : chlorophylles a et b ; Ligne rouge : chlorophylle a et biliprotéines ; Cyanobactéries :
chlorophylle a et biliprotéines (Pasquet, 2011).

Ce sont des organismes microscopiques et unicellulaires qui constituent le
phytoplancton ; ils vivent en suspension dans les eaux de surfaces (Lavie, 2019 ; Garon-
Lardiere, 2004).
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Les microalgues et les cyanobactéries utilisent la lumiére comme source d’énergie pour fixer
le dioxyde de carbone (CO2) (Cadoret et Bernard, 2008).

Les cyanobactéries ou algue bleue comprend environ 756 especes selon la base de donnée
(World Register Of Marine Species, 2020), elles sont une classe des bactéries mais ont un
trait commun avec les algues (Taourirt et Kemmad, 2019) qui est la présence de la
chlorophylle et d’autres pigments hydrosolubles (Djemai, 2019), considérées comme
procaryote grace a I’absence du noyau (Garon-Lardiere, 2004). Ils sont définis comme une
flore commensale qui peut vivre en symbiose avec les invertébrés marins (Pasquet, 2011) et
qui est la source de plusieurs metabolites bioactives intra ou extracellulaires ayant des

activités biologiques diverses (Trabelsi et al., 2010).

4.2.3. Bactéries associées aux algues :

Les algues, comme les autres organismes marins, ont la caractéristique de vivre en
symbiose avec les micro-organismes. Les plus abondants a la surface des algues sont les
bactéries, notamment les bactéries Gram négatif qui sont les plus étudiées (Othmani, 2014).
Ces bactéries peuvent étre intracellulaires ou extracellulaires (dans la phycosphere), et leur

abondance est positivement proportionnelle a la concentration d’algues (Sechet et al., 1997).

Selon Kong & Chan, (1979) et Longford et al., (2007), les bactéries associées aux
algues sont spécifiques et différentes de celle de la mer environnante. Les communautés
bactériennes symbiotiques varient d’une espéce d’algue a une autre en fonction de la saison et
des sections du thalle (Salatin et al., 2012; Egan et al., 2013). Selon une étude récente sur la
diversité des bactéries associées aux algues et a I'eau de mer, il a été constaté que les isolats
de phytoplancton montraient que 70% des souches appartenaient aux genres Vibrio ou
Aeromonas, contrairement aux isolats d'eau de mer qui ne contenaient que 45%o de ces genres
(Cole, 1982)

Certaines bactéries epibiontes qui sont fixées a la surface des algues ont la capacité de
protéger leur organisme hote contre le biofilme, comme des bactéries symbiotiques des algues
brunes Fucus serratus, Laminaria digitata et I’algue verte Codium fragile qui contrélent la
communauté microbienne a la surface des algues, par deux mecanismes : en inhibant la

croissance, ou bien en repoussant les bactéries concurrentes (Dobretsov et Pei-Yuan, 2002).
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Selon Rishiram Ramanan et al., (2016), il existe trois type d’interactions algue-bactérie : le

mutualisme, le commensalisme et le parasitisme :

e Le mutualisme : est une interaction qui conduit au bénéfice mutuel des deux
organismes bactéries-algues par exemple les bactéries qui produisent la vitamine B12

en échange de carbone fixe.

e Le commensalisme : Contrairement au mutualisme, le commensalisme est une relation
dans laquelle un partenaire profite des avantages de l'autre ; comme les bactéries

commensales qui s'associent aux algues pour le carbone et I'abri.

e Le parasitisme : est lorsqu'un organisme vit dépendant d'un autre et l'utilise pour se
nourrir, se loger et se reproduire et peut étre dangereux pour I'héte, par exemple, les
bactéries parasites qui se trouvent dans la paroi cellulaire des algues, pour faciliter la

dégradation de la paroi cellulaire.

Chaque partenaire dans cette interaction a la capacité de stimuler ou d'inhiber la
croissance de l'autre, nous citons trois exemples : 1’algue inhibe la croissance des bactéries par
la production des antibiotiques, la bactérie stimule la croissance des algues par la synthése de
la vitamine B, et la bactérie inhibe la croissance des algues par son métabolisme en
produisant des acides organiques modifiants I'environnement qui influence la croissance des
algues (Cole, 1982).

L’association bactérie-algue stimule la synthése des composés bioactifs produits par les
communautés bactériennes associées (Khelloufi, 2014), ces métabolites sont synthétisées au

cours de la longue phase stationnaire des bactéries marines (Dobretsov et Pei-Yuan, 2002).

La facilit¢ de culture d'une quantité importante de biomasse de ces bactéries épiphytes
produisant des métabolites actifs indique que les bactéries associées aux algues peuvent étre
investies dans le domaine des biotechnologies tels que la production d’antimicrobiens, il est
donc conclu que ces substances produites constituent une source naturelle intéressante pour le

secteur biomédical et industriel (Salaun, 2009).
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A ce jour, il n'existe que quelques exemples de bactéries isolées a partir de macroalgues
qui sont étudiées pour leurs propriétés pharmaceutiques et industrielles, mais la recherche en

est encore a ses débuts (Salaun, 2009).

Chloroflexi _ Deinococcobactéries Fusobacteriaceae Tenericutes
Actinobactéries 0% ‘\“ﬁ%_—\_ ] 0%
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Figure 9 : Bilan des phyla bactériens rencontrés a la surface des macro-algues (Hollants et
al., 2012)

4.3. Les coraux :

4.3.1. Présentation générale des coraux :

Les coraux sont des invertébrés métazoaires, ce nom a été donné pour les coraux
rouges de Meéditerranée Corallium rubrum (Linnaeus, 1758) ou corail de bijouterie,
aujourd'hui en revanche, il désigne de nombreuses especes de cnidaires marins (Figure 11)

avec des caractéres biologiques et anatomiques différents (Vimal, 2007).

A la fois animal, végetal et minéral, le corail reste un organisme méconnu. Il joue

pourtant un réle important dans la biodiversité marine.
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Figure 10 : Corail rouge de Méditerranée Corallium rubrum

(Source : Galerie de photos de la base de donnée World Register of Marin Species WoRMS,
2020)

4.3.2. Biodiversité globale des coraux :

Les coraux appartiennent au phylum des Cnidaires apparu il y a au moins 500 millions
d'années (Stanley, 2003), et a la classe des Anthozoaires qui contient actuellement environ 7
500 espéces existantes de tailles, de couleurs et de formes différentes et fascinantes. Elle se
divise en deux sous-classes principales : les Octocoralliaires et les Hexacoralliaires. Les
Hexacoralliaires constitués de 4300 espéces environ, comprennent tous les coraux
scléractiniaires et noirs, les anémones tubulaires et les anémones de mer. Les Octocoralliaires
constitués de 3000 espéces environ, comprennent les coraux mous, les gorgones (gorgones,

fouets de mer), les plumes de mer et le corail bleu (Daly et al., 2007).

[ ANTHOZOAIRES]
I

|
L OCT! OCORALLIAIRESJ [ HEXACORALLIAIRES]

[ Coraux mous (ALCYONACEES) | | Coraux durs (SCLERACTINAIRES)]

Figure 11 : Organigramme simplifié des Cnidaires classe Anthozoaires (Daly et al. 2007)

Les cnidaires sont considérés parmi les éspeces les plus frequentes sur le plan de la

biodiversité des récifs coralliens. Selon Guibert, (2018), environ au moins 25% d’espéces
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marines cohabitent dans les récifs coralliens. Parmi ces espéces marines on trouve : les
poissons, les mollusques, les cnidaires, les crustacés, les échinodermes, les algues, les

éponges et les ascidies (Guibert, 2018).
4.3.3. Biologie des coraux :

Les coraux sont des organismes diploblastiques, ils vivent généralement en
colonies d'individus appelées polypes a I'état fixée au substrat (Erhenberg, 1831 et Kayal,
2011), leur anatomie présente une symeétrie radiaire. Possédant une organisation interne tres
simple, ils sont constitués d'une double paroi autour d’une cavité gastro-vasculaire centrale,
qui est constituée de deux feuillets accolés et emboités : un feuillet externe : I’ectoderme et un
feuillet interne : I’endoderme. Entre ces deux feuillets se trouve une substance gélatineuse
plus ou moins abondante et pauvre en cellules : la mésoglée (Barnes, 1987). Cette cavité
gastro-vasculaire joue a la fois le role d’estomac et d’intestin, elle est munie d'une ouverture

unique jouant le role de bouche mais aussi d’anus.

Les cnidaires ne possedent pas de téte différenciée, cependant autour de la bouche on
retrouve une couronne de tentacules couverte de cellules urticantes aboutissant a la cavité
gastrique. Le systeme nerveux est rudimentaire ; il assure les réflexes et la coordination.
(Vimal, 2007).

Tentacules Bouche Cavites
gastriques

Ectoderme
Mésoglee

-Erudoderme t

Forme polype

Figure 12 : Anatomie générale d’un polype de Cnidaire (Hedouin, 2015)
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a. Catégories des coraux :
On distingue 3 grandes catégories de coraux :

- Les coraux mous : ce sont des Alcyonacea, constitués de polypes comme unité de base et
dépourvus de squelette, ils ne participent pas a I'élaboration calcaire des récifs.

- Les coraux durs ou coraux récifaux : ce sont des scléractiniaires constructeurs de récifs
possédant une partie vivante et contractile, formée d’un ou plusieurs polypes comme unité de
base et d'un squelette calcaire correspond la partie interne du corail et constitue sa base. Les
coraux créent leur squelette de carbonate de calcium selon un processus cellulaires et
moléculaires complexes contrélés par les génes appelé calcification. Ce squelette est

I’équivalent des os des vertébrés. (Vimal, 2007).

Les coraux Scléractiniaires existent depuis environ 250 millions d’années, Ce sont eux qui
vivent en symbiose avec les Dinoflagellés (Stanley Jr, 2003). Ces micro algues du genre
Symbiodinium : les zooxanthelles utilisent certaines molécules jouant un réle tres important
dans le métabolisme de I’animal ; Les zooxanthelle contribuent dans la fabrication de I'ADN
et fabriquent eux-mémes des vitamines et des hormones utilisées par le polype (Crossland et
Barnes, 1977 ; Grasse et al.,, 1987). Ils assurent 1’élimination des déchets azotés et
phosphoreés du corail, enfin ils jouent aussi un réle important dans la calcification. Les coraux
et leurs algues symbiotiques exigent un environnement trés stable pour se développer, tout

stress environnemental risquerait leur mort.

- Autres : corail rouge, corail bleu...
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Figure 13 : (a) : Silunaria flexibilis exemple de corail mou ; (b) : Porites cumulatus exemple
de corail dur (Source : Galerie de photos de la base de donnée World Register of Marin
Species WoRMS, 2020)

b. Types de coraux :
On retrouve deux types de corail :

a. Les coraux ahermatypiques dépourvus d'algues.
b. Les coraux hermatypiques qui possedent des microalgues dans leurs tissus
(zooxanthelles).

Le couple corail (h6te) / zooxanthelle (symbiote) est couramment appelé holobionte. (Vimal,
2007).

4.3.4. Les récifs coralliens :

Les récifs coralliens sont des formations sous-marines construites par des organismes
animaux qui synthétisent un squelette de carbonate de calcium (CaCO3): les coraux
Scléractiniaires. On distingue deux catégories de récifs coralliens : les récifs d’eau froide en
grandes profondeurs et les récifs tropicaux peu profonds. Les récifs en général font partie des
écosystemes les plus riches et diversifiés de la planéte, car ils hébergent le quart des espéces
marines connues. Ainsi, ils jouent un role de protection des cotes. (Bednarz et al., 1988-
2020).
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4.3.5. Les microorganismes associés aux coraux :

Il est apparu clairement que les coraux sont également associés a d’autres micro-
organismes (bactéries, virus, champignons) qui jouent un réle clé dans leur santé ou leur
nutrition. Les coraux ont su élaborer de nombreuses défenses, correspondant & un potentiel
d’innovations précieux pour la santé humaine. Selon Gault, (2009) « 40% des molécules des
coraux posseédent des propriétés antivirales, antimicrobiennes ou anti-inflammatoires. Il y a

tout dans la nature ! ».

Les communautés les plus diverses que 1’on trouve sont les procaryotes précisément

les bactéries productrices d'antibiotiques ou de vitamines (Van Oppen et al., 2017).

Les bactéries symbiotes d’organismes sont différentes par leur diversité ainsi que par
leur abondance, ce qui entraine des interactions spécifiques (Rohwer et al., 2001). Les
interactions entre les coraux et les microorganismes autotrophes et hétérotrophes et/ou
bactéries, peuvent étre associés a leur tissu coralliens (Frias-Lopez et al., 2002), a leur mucus
(Boume et Munn, 2005 ; Ritchie, 2006 ; Kellogg, 2004), aux tissus eux-mémes (Banin et
al., 2000 ; Boume et Munn, 2005), ainsi que dans leurs squelette (Rohwer et al., 2002).

Certaines études recherchent les effets de la température sur l'association coraux-
bactéries, en effet I'élévation de la température de I'eau peut favoriser le développement des

pathogeénes, leur transmission a I'h6te et diminuer sa résistance.

Selon Reshef et al., (2006), les coraux s'adaptent aux changements environnementaux en

modifiant les communautés bactériennes associées.

Les bactéries associées aux coraux sont divisées en quatre groupes fonctionnels ils
peuvent avoir des effets a la fois bénéfiques et néfastes sur la santé et la survie de 1’hote
(Guibert, 2018):

1) Les bactéries pathogénes.
2) Les bactéries ayant un role possible dans la nutrition des coraux.

3) Les bactéries probiontes aidant a la croissance des bactéries bénéfiques et limitant la

croissance des pathogénes.
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4) Les bactéries purement commensales qui n’ont aucun impact sur les trois autres groupes

(Klaus et al., 2005; Tremblay, 2009).
4.4, Les ascidies :
4.4.1. Biodiversité des ascidies :

Les ascidies ont peuplé toutes les mers et tous les océans du monde. Représentées par
plus de 2 300 especes identifiées, elles sont trouvées a de grandes profondeurs (plus de 400
meétres) (World Register Of Marine Species, 2020).

4.4.2. Présentation géenérale des ascidies :
Les ascidies sont des invertébrés sessiles (Erwin et al., 2012) benthiques qui vivent
fixées sur tout type de support (roche, sable, coraux, algue, quais, épaves...) et sont

rencontrees souvent dans les ports et les marinas (Erwin et al., 2012).

Ces animaux marins appartiennent a [’embranchement des Prochordés, au sous

embranchement des Urochordés ou Tuniciers.
4.4 3. Différentes classes des ascidies :
Il existe 3 formes d'ascidies selon leurs apparences physiques :

1. Les Ascidies simples ;
2. Les Ascidies sociales ;

3. Les Ascidies composées ou synascidies. (Moreau, 2009).

Ascidies solitaires
o orifice Ascidies sociales Ascidies coloniales
inhalant ot
A
bourgeon

Stolon cloaque commun

Figure 14 : Schéma simplifié des différentes formes d'ascidies (Moreau, 2009)
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Figure 15 : a) exemple d'ascidie simple : Halocynthia pyriformis ; b) exemple d'ascidie

coloniale : Clavelina lepadiformis ; ¢) exemple d'ascidie composée : Botrylloides violaceus

(Source : Galerie de photos de la base de donnée World Register of Marin Species WoRMS,
2020)

4.4.4. Biologie des ascidies :

Les ascidies sont des organismes deutérostomiens (la bouche apparait aprés la

formation de I’anus au niveau de I’embryon) avec une symétrie bilatérale.

La corde est une structure rigide dorsale qui se situe entre le systeme nerveux (dorsal) et le

tube digestif (ventral). Les chordés possedent fentes branchiales au niveau du pharynx.

Les ascidies sont des animaux filtreurs microphages, ils sont constitués d'un sac percé
d'un orifice inhalant le siphon buccal et d'un orifice exhalant le siphon cloacal.
L’eau, et les aliments entrent par le siphon buccal ou ils seront filtrés au niveau du pharynx,
les nutriments se dirigent vers 1’estomac tandis que 1’eau se dirige vers la cavité du pharynx
constitué de cellules péribranchiales. La vibration des branchies assure la circulation de I’eau
et sa filtration. L’anus se situe dans la cavité péribranchiale, les déchets et 1’eau et du
métabolisme vont étre redirigés vers le siphon cloacal et étre ainsi évacués.
Au stade larvaire la corde de lI'animal est caudale, cette larve est aquatique, libre et
nageuse, une fois arrivée au stade adulte, elle reste toujours aquatique mais avec un mode de

vie fixé sur les roches, coques de bateaux, algues.




LA BIODIVERSITE DES MILIEUX MARINS CHAPITRE 1

Ces animaux possedent un tégument constitué de tunicine (riche en cellulose) qui permet la
fixation et sert d’abri, on retrouve aussi des polysaccharides sulfatés, des protéines (élastine,

collagéne). Les adultes vivent soit en colonies, soit de facon solitaire (Monniot, 2005).

siphon buccal ganglion nerveux

pharynx
siphon cloacal

atrium
gonoductes
testicule

ovaire

estomac

chorde
Figure 16 : Aspect général d’une ascidie simple (Lavie, 2019)
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Figure 17 : Aspect général d'une ascidie coloniale (Moreau, 2009)
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4.4.5. Les microorganismes associés aux ascidies :

La majorité des ascidies ne vivent pas de maniére indépendante, elles forment des
associations symbiotiques avec différents microorganismes, cette association est appelée
holobionte. Le role écologique de ces symbioses microbiennes n'est pas bien défini chez les
ascidies. D'autre part, elles participent également a I'enrichissement du métabolisme de I'n6te

en syntheétisant des métabolites secondaires (Erwin et al., 2012).

Ces micro-organismes associés coexistent dans I'enveloppe polysaccharidique (tunique) de
I'ascidie plissée, une région qui entoure les zooides et est isolée de l'appareil de filtration
(poche branchiale) et du systeme digestif (Erwin et al., 2012).

Les associés microbiens des ascidies sont trés peu étudiés par rapport aux eponges et
aux coraux. Les ascidies adultes et/ou fixes peuvent accueillir des symbiotes chez certaines
espéces, qui peuvent étre des cyanobactéries (Beaumont et al., 2009). L'association la plus
connue est celle entre les ascidies de la famille des didemnidae et les cyanobactéries
unicellulaires Prochloron (Prochlorales), les bactéries les plus abondantes chez les ascidies
sont les protéobactéries, en particulier les protéobactéries alpha et gamma proteobacteria
(Erwin et al., 2012).

Conclusion :

La biodiversité marine est dans sa globalité trés différente de celle observée sur
I’espace terrestre. L’environnement marin abrite beaucoup d'anciens phyla, pas autant
d'espéces que I’environnement terrestre mais une diversité de phyla beaucoup plus

développée.

Les organismes marins que nous avons étudiés dans ce chapitre ont des caractéristiques
anatomiques treés originales. Notamment les éponges marines qui représentent une
composante importante de I'écosystéeme des communautés benthique dans le monde. Leur
succes evolutif et écologique est donc attribué, au moins en une partie, a leurs associations
intimes avec des symbiotes microbiens.Cependant de nombreux aspects fondamentaux de la

biologie des micro-organismes des éponges restent inexploités, en particulier dans les
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domaines du métabolisme. Ce qui a fait croitre notre intérét pour la recherche sur ce sujet qui

promet un avenir brillant.
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CHAPITRE Il : CHIMIODIVERSITE DE QUELQUES ORGANISMES
MARINS D'INTERET

L'habitat marin est une source prolifique de métabolites secondaires bioactifs qui
pourraient servir a traiter plusieurs maladies (Montaser et Luesch, 2011). Plus de 50 % des
médicaments vendus en pharmacie correspondent a des produits naturels (ou issus de
synthéses a partir de produits naturels) et plus de 5 000 de ces molécules sont issues
d’organismes marins. Une analyse comparative effectuée par Kong et ses collégues a montré
que les produits naturels marins sont supérieurs aux produits naturels terrestres en termes de
nouveauté chimique et de bioactivité (analyse mentionnée dans le Dictionary of Natural
Products (DNM) et Dictionary of Marine Natural Products (DMNP)) (Kong et al., 2010).

De ce fait, de nombreux groupes de chercheurs ont exploré durant ces trente derniéres
années les composés bioactifs issues de nouvelles sources marines tel que les invertébrés
marins et de leurs micro-organismes symbiotiques.

Malgré le grand nombre de produits naturels isolés de sources marines au cours de la derniére
décennie qui présentent une forte bioactivité pour diverses maladies, seuls quelques-uns ont
eu la chance d'arriver au bout de la chaine de découverte de medicaments (Blunt et al., 2010,
2017). Leal et ses collégues (2012), ont montré qu'entre 2000 et 2009, un grand nombre de
produits naturels provenant d'invertébrés marins ont été isolés du phyla Porifera (47 %) et des
Cnidaires (33 %0).

La littérature a décrit que la moitié (50%) des métabolites actifs des organismes marins ont
une activité biologique anti-tumorale, et 10% sont appliqués dans le domaine des
antifongiques et le reste est divisé en différents domaines tels que les immuno-modulateurs,
les antibiotiques, les anti-inflammatoires, les inhibiteurs enzymatiques (Guezennec et
Debitus, 2005).

Dans ce qui suit nous allons vous présenter les principales biomolécules extraites a partir des
éponges marines, d’algues, de coraux et d’ascidies ainsi qu’a partir de leurs micro-organismes

associés.
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1. Les spongiaires :

Les Porifera représentent un des phyla les plus étudiés. Plus de 5 300 produits
différents sont connus a partir des éponges et de leurs microorganismes associés, et plus de
200 nouveaux métabolites provenant des éponges sont signalés chaque année (Abad et al.,
2011). Faisant des spongiaires la source marine la plus importante des métabolites spécialisés.

Ces métabolites produits par les éponges et leur microflore associée peuvent étre classés
chimigquement en : alcaloides, terpénoides, glycosides, phénols, phénazines, polycétides,
produits d'acides gras et peptides, analogues d'acides aminés, nucléosides, porphyrines,
peroxydes cycliques aliphatiques et stérols (Mehbub et al., 2014; Anjum et al., 2016 ;
Taylor, 2007).

Cette grande chimio-diversité est quant a elle responsable de nombreuses activités biologiques
principalement : (Mehbub et al., 2014)

o les activités anticancéreuses ou antitumorale par : les quinones, les stéroides, les
acides gras, les dicétopipérazines, les alcaloides, les terpénes, les terpénoides, les
trichoverroides et les dérivés de prodigiosine, le diglucosyl-glycérol, les polykétides,
les cyclopeptides, les glycoglycérolipides, les dérivés de I'acide benzoique.

e antimicrobiennes par : polyketidesglycopeptides, dérivés de a-pyrone, peptides,
protéines, antimycine, lipopeptides, éther biphényliquepolybromé, depsipetide
cyclique, terpenes, pentaketides, acide furanecarboxylique, alcaloides,
dicétopipérazines, anthraquinones, chromones, stéroides, lactones, dérivés de la
quinolone, dérivés du trisindole, macrolactame, éthers, dérivé du phénol.

e anti-VIH par : les dérivés de quinolone.

« anti-inflammatoires par : les esters d'acides gras et les acides gras.
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Mombre totale de nouveaux composes

Activités Biologiques

Figure 18 : Nombre total de nouveaux composes isolés a partir de différentes éponges

marines avec diverses activités biologiques de 2001 a 2010 (Mehbub et al., 2014)

En effet, en raison de la symbiose des éponges avec de nombreux micro-organismes, les

métabolites spécialisés étudiés peuvent étre d’origine bactérienne, de 1’éponge elle-méme ou

encore issus d’une collaboration entre les deux organismes.

1.1. Métabolites actifs issus d’éponges :
Regroupes selon leurs activités biologiques en :

A. Anticancéreux :
e L'éribuline, un analogue synthétique de I'halichondrine B provenant des éponges
Halichondria et Lissodendoryxspp a été approuveée en 2011 par la FDA comme

médicament pour le traitement du cancer du sein métastatique (Huyck et al., 2011).
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Figure 19 : Structure chimique de I’Eribulinemesylate CH3SO3H (Base de donnees
PubChem, 2020)

« Quatre alcaloides de guanidine bicycliques et trois pentacycliques (1-7) ont été isolés a
partir d'une éponge Monanchora n. sp. de Polynésie francaise, ainsi que les alcaloides
connus monalidine A, les énantioméres 9-11 des crambescines de produits naturels
connus, et les crambescidines connues 12-15. Tous les composés ont montré une
efficacité anti-proliférative et cytotoxique contre les cellules cancéreuses KB,
HCT116, HL60, MRCS5 et B16F10, avec des valeurs de 1C50 allant de 4 nM a 10 uM
(EIl-Demerdash et al., 2016).

NH

NH
Q) R
A NH
d | ; B
COOH w00~ NH;

monanchoradin A(1) (-)-crambescin A2:392 (9)

Figure 20 : Structures chimiques des alcaloides : acide 20-norcrambescidique (7) ;
monachoradine A (1) et (-)-crambescine A2 392 (9) (El-Demerdash et al., 2016)
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-Neopetrosiamine A, un alcaloide biologiquement actif de I'éponge marine
Neopetrosia proxima a montré une forte activité inhibitrice contre le cancer de la peau
(mélanome) MALME-3M, la leucémie CCRF-CEM et le cancer du sein MCF7, avec
des valeurs de CI50 de 1,5, 2,0 et 3,5 uM respectivement (Wei et al., 2010).

Figure 21 : Structures partielles a et b de I'alcaloide Neopetrosiamines A (Wei et al., 2010)

-L'Orbiculamide A, un peptide cyclique provenant d'une éponge marine Theonella sp.
est cytotoxique contre les cellules de leucémie murine P388 (ED50 = 0,34 pg/mL),
mais aussi contre différentes lignées cellulaires du mélanome (Fusetani et al., 1991).

WU;

Figure 22 : Structure chimique du peptide cyclique Orbiculamide A (Fusetani et al., 1991)

-La koshikamide B, un peptide cytotoxique provenant d'une éponge marine
Theonellasp, qui présente une cytotoxicité contre les cellules P388 de la leucémie
murine et la lignée cellulaire HCT-116 de la tumeur du cbélon humain (Araki et al.,
2008).
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Figure 23 : Structure chimique du peptide Koshikamide B (Base de données Pub Chem,
2020)

o Les microcionamides A et B, sont deux nouveaux peptides linéaires cyclisés par
I'intermédiaire d'une fraction de cystéine et isolés de I'éponge Clathria (Thalysias)
abietina, ont montré une cytotoxicité significative contre les lignées cellulaires MCF-7
et SKBR3 du cancer du sein, ainsi qu’une activité inhibitrice contre Mycobacterium

tuberculosis H37Ra (Davis et al., 2004).

o]

- &
a Q HE(

NH

Figure 24 : Structures chimiques des peptides Microcionamides A (1) et B (2) (Davis
et al., 2004)

-Peloruside A, est un agent stabilisant les microtubules, isolé de 1’éponge Mycale

henscheli qui semble présenter des propriétés anticancéreuses prometteuses. Les
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premiers essais précliniques étudierent les effets de la Peluroside A sur la croissance
de cellules cancéreuses du poumon a 5 et 10 mg/kg. La Peluroside A induit une
inhibition de croissance des tumeurs de 84 et 95% respectivement contre 50 et 18%
respectivement pour le paclitaxel (8 mg/kg) et docetaxel (6.3 mg/kg) (Meyer et al.,
2015).

B. Antimalariques/ Antipaludiques :

« La chloroquine, est le traitement le moins cher et le plus sir de tous les autres
médicaments antimalariques, L'haliclona cyclamine A a été isolée de I'éponge marine
Haliclona sp et présente une activité antipaludique in vitro contre les souches
sensibles a la chloroquine (3D7 ; IC50 0-7 uM) et les souches résistantes a la
chloroquine de Plasmodium falciparum (FcB1) (IC50 0-11 uM) (Abdelmohsen et al.,
2016).

o Les alcaloides : bispyrroloiminoquinone, la tsitsikammamine C, et des makaluvamines
J, G et L, isolés a partir de I'éponge marine australienne Zyzzya sp ont présenté de
puissantes activités antipaludiques contre les souches de Plasmodium falciparum
sensibles a la chloroquine (3D7) et chloroquino-résistantes (Abdelmohsen et al.,
2016).

o De nouveaux alcaloides dérivés de la thiazine, les thiaplakortones A-D, ont été isolés
de I'éponge marine australienne Plakortislita ont montré des activités antipaludiques
frappantes contre les souches de P falciparum sensibles a la chloroquine (3D7) et
résistantes (Dd2) (IC50 <651 nM). La thiaplakortone A s'est avérée étre le composé le
plus actif contre les souches de P falciparum sensibles a la chloroquine (3D7 ; IC50 51
nM) et résistantes a la chloroquine (Dd2 ; IC50 6-6 nM) (Abdelmohsen et al., 2016).

C. Antibacteériens :
Ci-apres un tableau résumant quelques biomolécules extraites des éponges et leurs activités

anti bactériennes :
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Tableau 11 : Quelgues biomolécules extraites des éponges et leurs activités anti bactériennes

Espéce d’éponge | Biomolécules Classe Activité Source
antibactérienne
contre
Neopetrosia Neopetrosiamine | Alcaloide Mycobacterium (Wei et al,
proxima A tuberculosis et | 2010).
Plasmodium
falciparum
Brachiaster sp Heteronemin Sesterterpene | Mycobacterium (Wonganu
tuberculosis chitmeta et
al., 2004)
Diacarnus aaptamine alcaloide Bactéries (Rajivgandhi
megaspinorhabdosa productrices  de | et al., 2019)

béta-lactamases a
spectre étendu
(BLSE)

D. Antiviraux :

Ci-aprés un tableau résumant quelques biomolécules extraites des éponges et leurs activités

antivirales :
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Tableau I11 : Quelques biomolécules extraites des éponges et leurs activités antivirales
Espéce Metabolites Classe Antivirale contre Source
d’éponge
Styliss Oroidin Alcaloide Virus de (O’Rourke
acarteri I'immunodéficience et al., 2016)
humaine
(VIH-1)
Aaptos 4- Alcaloide Virus Herpés Simplex | (Souza et
aaptos Methylaaptamine (HSV-1) al., 2007)
Homophymia | Homophymine A || Cyclodepsipeptide || VIH-1 (Zampella et
sp. al., 2008)

1.2. Métabolites actifs issus des micro-organismes associés aux éponges :

A. Antibactériens :

Ci-aprés un tableau résumant quelques biomolécules extraites des micro-organismes associés

aux éponges et leurs activités antibactériennes :

Tableau IV : Quelques biomolécules extraites des micro-organismes associés aux éponges et

leurs activités anti bactériennes

Espéce d’éponge Micro- Biomolécules Activité Source
organisme antibactérien
associé ne contre
Halichondria Actinobacteria || Mayamycin S. aureus (Schnee
panicea Streptomyces mann et
sp. HB202 al.,
2010)
Melophus sp Ascomycota Citrinin S. aureus (Subra
Penicillium sp. mani et
FF001 al.,
2013)
Haliclona simulans | Firmicutes : Subtilomycin S. aureus (Phelan
Bacillus résistantala [et al.,
subtilisMMA7 méticiline 2013)
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Espéce d’éponge Micro- Biomolécules Activité Source
organisme antibacterien
associe ne contre
Melophus sp. Ascomycota : Citrinin SARM (Subra
Penicillium sp. mani et
FFO01 al.,
2013)
Aplysina Firmicutes : Iturin S. aureus || (Pabel et
aerophoba Bacillus multi al.,
subtilisA202 résistante 2003)
aux
médicaments
Diacarnusmegaspi | Non identifié Alcaloide : aaptamine Bactéries (Rajivga
norhabdosa productrices [ ndhi et
de béta- || al.,
lactamases a | 2019)
spectre
étendu
(BLSE)
Callyspongia sp Brevibacterium | Phénazines : 6- | - (Choi et
sp hydroxymethyl-1- Enterococcus || al.,
phenazine-carboxamide et || hirae - | 2009)
1,6-phenazinedimethanol [ Micrococcusl
uteus.
Dendrilla nigra Nocardiopsisda | -(Z)-9-octadecenamide - (Selvin
ssonvillei -9,12-octadecadienoic Staphylococc | et  al.,
MADO8 acide methyl ester us aureus - | 2009)

(actinomycete)

Micrococcusl
uteus
Rhodococcus
rhodochrous

Streptomyces
Vibriocholer
ae
Pseudomona
S
aeuroginosa
-E. coli
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Espéce d’éponge Micro- Biomolécules Activité Source
organisme antibacterien
associe ne contre
Xestospongia Ascomycota : (-)Sydonicacid Escherichia || (Li et
testudinaria Aspergillus sp. || (Z2)-5-(Hydroxymethyl)- | coli al.,
2-(61-methylhept-21- en- 2012)
21 -yl) phenol
Aspergiterpenoid A
Sydonol
Suberea mollis Pseudovibrio sp || Amifloxacin Carbenicillin || Bactéries (Bibi et
Rescinnamine pathogenes | al.,
ChlorcyclizineTioconazol [ pour 2020)
e Azaspiracids I'homme.

B. Antiviraux :

Ci-aprés un tableau résumant quelques biomolécules extraites des micro-organismes associés

aux éponges et leurs activités antivirales :

Tableau V : Quelques biomolécules extraites des micro-organismes associés aux éponges et

leurs activités antivirales

Espéce Micro- Biomolécules Activité Source
d’éponge organisme antivirale contre
associé
Amphimedon | Truncatella | Cyclohexanolesisoprénylés | Virus de la (Zhao et al.,
sp angustata sous forme de troncatéols | grippe A 2015)
A-N (H1N21)

Callyspongia || Epicoccum sp || Pyronépolyene C- Virus de la (Peng et al.,
sp glucosides grippe A 2012)

(H1N1) et

inhibition du

NF-kappa B
Ircinia Ascomycota : || Sorbicillactone A VIH-1 (Bringmann
fasciculata Penicillium et al., 2003)

chrysogenum

Petromica Bacillus sp Non identifié Virus de la (Bastos et
citrina diarrhée virale | al.,2013)
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” ” bovine

2. Les algues :
2.1. Métabolites issus des algues :

Les algues sont abondantes dans le milieu marin et jouent un réle important dans leur
environnement, ils sont dépourvues de moyen de défense contre les prédateurs ce qui explique
la production de composés ou de métabolites qui servent & leur protection et aussi de source
de nourriture (Chatter Riahi et al., 2011). Parmis ces métabolites on cite : les polyphénols,
(King et Young, 1999), les caroténoides, les polysaccharides et les stérols (Abdul et al.,
2020), mais aussi les protéines, les lipides, les minéraux, les vitamines (A, B1, B9, B12, C, D
et E) et les acides gras polyinsaturés (Dhargalkar et al., 2005). Dont la plupart sont dotés
d’activités biologiques remarquables telles que : ’activité anti inflammatoire, antioxydante et

antimicrobienne et anti-cancéreuse.

Les métabolites secondaires des algues varient entre les especes ainsi qu’en fonction de la

flore microbienne associée a ces algues (Guezennec et Debitus, 2005).

Les algues étaient alors considérées comme une ressource potentielle et exploitable
dans le domaine pharmaceutique et thérapeutique ; les métabolites secondaires des
macroalgues (les caroténoides, les composés phénoliques, les tanins, les flavonoides, les
vitamines, etc) ont des propriétés antioxydantes importantes dans le domaine
pharmacologique (Chouikhi., 2013). Selon Sylvain, (2018), les recherches et les études sur
les méthodes d’utilisation de la biodiversit¢ marine dans le domaine de la santé humaine ont

commencé dans les années 1970.

Les chercheurs ont découvert diverses substances extraites des algues qui ont des

activités biologiques variées, nous en citons quelques exemples :
A. Anticancéreux :

Ci-apres un tableau résumant quelques biomolécules extraites d’algues marines et leurs

activités anticancéreuses :
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Tableau VI : Quelques biomolécules extraites des algues et leurs activites anticancéreuses

Espece

Biomolécule

Activité
anticancéreuse
contre

Source

Algue brune Laminaria
religiosa

Les fucoxanthines

Cancer du c6lon

(Zehlila, 2017)

Algue brune Bifurcaria
bifurcata

Extrait non identifié

Cancer des poumons

(Pasquet, 2011)

Algue rouge
Chondriaatro purpurea

Chondriamide A

Cancer du colon

(Pasquet, 2011)

Algue rouge Portiera
hornemannii

L halomon

Une forte action
cytotoxique sur
différentes  lignees
cellulaires
cancéreuses

(Kornprobst,
2005).

Algue rouge Corallina
pilulifera

Extrait éthanolique

Cancer du col de
l'utérus,

Induit I’apoptose sur
les cellules Hela
(adénocarcinome
cervical humain)

(Pasquet, 2011)

Algue brune || Extrait non identifié | Activités (Pasquet, 2011)
Cystoseiratamariscifolia, cytotoxiques sur
et Dictyotadichotoma trois lignées

cellulaires

cancéreuses

(lymphome

; leucémie)
Algue rouge || Non identifiee Activités (Pasquet, 2011)
Palmariapalmata antiprolifératives sur

la lignée
Les algues  brunes d’adénocarcinome

Laminaria setchellii,

Macrocystis integrifolia,
Nereocystis luetkeana

cervical humaine

Hela
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Espece Biomolécule Activité Source
anticancéreuse
contre

Algue verte Caulerpara || Extrait non identifié || Effets (Pasquet, 2011)

cemosa var. cylindracea

antiprolifératifs et
apoptotiques sur les
lignées de
neuroblastome SH
SY5Y et Kelly

Algue Dbrune Ecklonia
cava

Un hydrolat obtenu
enzymatiquement

Activité
antiproliférative sur
Des lignées
murines de cancer
du cblon CT-26, Sur
la lignee de
leucémie  humaine
THP-1 et U937

(Pasquet, 2011)

Algue rouge Laurencia
obtusa

Perforenol B

Activité
antiprolifératives sur
différentes  lignees
cellulaires
cancéreuses

(Pasquet, 2011)

Algue verte | Kahalalide F Antitumorales (Pasquet, 2011)
Bryopsisspp,
Algue verte | Polysaccharide (Pasquet, 2011)

Capsosiphon fulvescens

Induit I’apoptose sur
les cellules AGS de
cancer gastrique

Algue rouge

Laurencia viridis

Le
triterpénesqualénoide
marin
dehydrothyrsiferol

Activités
cytotoxiques sur
différentes  lignees
cellulaires
cancéreuses (P-388,
A549, MEL28 et

HT29) et les lignées
du cancer du sein

(Pasquet, 2011)
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Algue rouge || La lophocladine B | Cytotoxique pour les || (Pasquet, 2011)
Lophocladiasp (alcaloide) lignées  cellulaires
cancéreuses du sein
(MDA-MB-435) et
du poumon (NCI-
H460)

B. Antimicrobiens :
Ci-aprés un tableau résumant quelques biomolécules extraites d’algues marines et leurs
activités antimicrobiennes :

Tableau VII : Quelques biomolécules extraites des algues et leurs activites
antimicrobiennes

Espece Biomolécule Application La source
Algues rouges || Les carraghénanes || Antivirales contre la grippe || (Yasuhara-
Kappaphycus  striatum, B, I’Herpes simplex, et le[[Bell et Lu,
Chondruscrispus, VIH 2010)

Gigartin apistillata

Non identifiée Antibactérienne contre les
Algues vertes bactéries Gram négatif (Chouiknhi,
2013)
Caulerpara cemosa et Enterococcus faecalis,
Ulva lactuca Klebsiella pneumoniae et

Enterobacter aerogenes

Et les bactéries Gram
positif Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus et
une activité antifongique.
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Espece Biomolécule Application La source

Algue rouge Digenea | Acide kainique Antiparasitaire contre les | (Sylvain,

simplex appelée kainiso ascaris 2018)

Algue verte Anadyo

menestellata et A. [[Non identifiée Antibactérienne (Campellio,

mellziesii 1991)

Algues brunes Laminaria || Acides gras || Antimicrobienne

saccharina et [ insaturés (Campello,

Macrocystis integrifolia 1991)

Algue verte Chlorella | Acides gras Antibactérienne

pyrenoidosa (Campello,
1991)

Algue  verte  Cauler | Chlorobisindole Antifongique (Blunt et al.,

paracemosa 458 2014)

Algue rouge Falken|Non identifiée Antibactériennes et/ou|(Lloret, 2010)

bergiaru folanosa

Antifongiques

Algues rouges
Asparagops istaxiformis
et A. armata

Non identifiée

Activité antiprotozoaire
remarquable contre
Leishmania

(Lloret, 2010)
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Les algues rouges La carragélose, un|Antivirale contre les virus
dérivé de lajjdu rhume, pour améliorer
carraghénane I'état de la muqueuse nasale
séche et irritée

C. Anti-inflammatoire :

-Les phlorotannins individuels isolés des algues brunes Ecklonia sp. Et Eisenia sp. présentent

une forte activité anti-inflammatoire par ’inhibition de : la production de NO induite par le

LPS les niveaux de protéines iNOS et COX-2 ; la génération de ROS induite par la t-BHP
dans les cellules de macrophages murins RAW 264.7 (Jung et al., 2013).

Figure 25 : Structure d’un polymére de phloroglucinol (Nakamura et al., 1996)

- Le sargachromanol G extrait d’algue brune Sargassumsi liquastrum, posséde les propriétés
anti inflammatoires (Yoon et al., 2012).

HO

Figure 26 : Structure chimique du sargachromanol G (SG) (Yoon et al., 2012)
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-Les extraits d’algue rouge Bryothamnion triquetrum exercent des activités anti-

inflammatoires (Blunt et al., 2014).

-La biomolécule (3-O-b-glucopyranosyl clerostero 13-0-b-D-glucopyranosy-Istigmasta-5,25-
diene) extraite a partir d’algue verte Ulva lactuca posséde une activité anti-inflammatoire
(Awad, 2000).

D. Métabolites issus de quelques microalgues et cyanobactéries :

-La spiruline de la cyanobactérie Arthrospira platensis considérée comme un agent de
digestibilité (Guezennec et Debitus, 2005).

- Les protéines, vitamines, et polysaccharides actifs de la microalgue Chlorella stimulent

I'activité du systéeme immunitaire, et possedent des effets anti-tumoraux (Liu et al., 2016).

-L'adénosine du diatomée Phaeodactylum tricornutum est considéré comme un agent

antiarythmique qui traite la tachycardie et la caulerpine (Liu et al., 2016).

-Les EPS de microalgue Porphyridium cruentum ont des activités antivirales, antibactériennes

et antitumorales (Liu et al., 2016).

-Les EPS de microalgue rouge Porphyridium sp ont des  propriétés
Hypocholestérolémiques (Liu et al., 2016).

-Les EPS de la cyanobactérie Anabaena spiroides sont des anticoagulants, antibactériens et
antioxydants (Liu et al., 2016).

-Les EPS de la dinoflagellée verte Nostoc flagelliforme sont responsables de

’activité antivirale, antibactérienne, et antioxydante (Liu et al., 2016).

-Les honaucines A-C 407-409 isoles de la cyanobactérie Leptolyngbya crossbyana presentent
une activité anti-inflammatoire en inhibent la production et I'expression de NO de plusieurs

cytokines pro-inflammatoires dans les cellules RAW264.7 (Blunt et al., 2014).

-Les dérives polyketidiques insaturés la lactone extraits de la cyanobactérie Oscillatoria sp

ont une activité antileishmanienne et une forte activité anti-inflammatoire (Blunt et al., 2014).
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2.2. Métabolites issus des microorganismes associés aux algues :

D'autre part, les métabolites provenant de micro-organismes associés aux algues sont moins
étudiés selon ce que nous avons trouvé dans la littérature par rapport aux éponges qui
présentent un large éventail de molécules d'intérét biotechnologique, quelques exemples sont

mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VIII : Quelques biomolécules extraites des micro-organismes associés aux algues

et leurs activites biologiques

Espéece Micro-organismes | Molécule Application La source
associes
Algue rouge Champignons Acide Antimicrobien _
Porphyra Cladosporium sp. | phénylacétique contre diverses || (Ding etal.,
yezoensis bactéries et 2008)
champignons
Algue rouge Champignons Acide L- Puissant _
Porphyra Cladosporium sp. | Bphényllactique | fongicide (Dingetal.,
yezoensis 2008)
Algue verte Actinomycetes Alcaloides Antibactérienn | (Rajivgandhie
Cauler e contre les tal., 2018)
pataxifolia uropathogénes
Algue rouge Champignons Penicitides A et B | Activité (Kaaria,
Laurencia Penicillium cytotoxique 2018)
chrysogenum modérée contre
la lignée
cellulaire du
carcinome
hépatique
Algue rouge Bactérie Serratia | Extrait non Propriétés (Kaaria,
Amphiroaanceps || sp identifié antibactérienne | 2018)
s et
antifongiques
Espece Micro-organismes | Molécule Application La source
associés
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Algue rouge Bactéries Vibrio et || Extrait non Activité (Horta et al.,
Asparago staphylococcus identifié antimicrobienne | 2019)
pS|Sarmata Contre- les

bactéries Gram

positive
Les algues Streptomyces Sp -Cosmomycin de -Cosmomycin (Brana et al.,
vertes,rouges et | cyaneofuscatus M- || cyaneofuscatusM || responsable de |l 2015)
brune-doré 27 et S. -27 I"activité anti

carnosusM-40 ~Lobophorin B de S. || tumoral et anti
carnosus M-4Q | Dactérie gram

positive

-Lobophorin B

responsable de

I’activité anti-

inflammatoire et

anti tuberculosis
Algue verte Bactérie Korormicin Antibactérien | (Pal Singh et
Halimeda sp Pseudoalteromona contre les al., 2014)

s Sp Gram négative

Algue verte | Aspergillus sp. Plinabuline Anticancéreux | (Karouan et
Halimeda al., 2019)
copiosa CNC139
3. Coraux :

Les coraux font partie des invertébrés marins possédant la plus grande diversité de

métabolites secondaires, qui sont pour la plupart produits par des bactéries symbiotiques. Les

nombreux micro-organismes vivant en symbiose avec les coraux constituent un immense

champ de possibilités pour la pharmacopée. Selon Gault (2009), le potentiel est "supérieur, en

termes de chimie médicinale, a la forét amazonienne".

Des molécules d'origine corallienne sont actuellement testées comme médicaments antiviraux

pour le sida ou comme agents antibactériens. L'utilisation de ces composés bioactifs dans le

domaine médicale est en accroissement selon le développement de la recherche en matiére de

biotechnologies marines (Lebane, 2015).

3.1 Métabolites actifs issus des coraux :
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Les coraux sont considérés comme étant une ressource marine potentielle dans
plusieurs domaines, les métabolites issus de ces derniers sont regroupés selon leurs activités

biologiques dans les tableaux ci-dessous :
1. Anti inflammatoire :

Tableau IX : Quelques biomolécules extraites des coraux et leurs activités anti-

inflammatoires

Espece Molécule Intérét Reéférences
Pseudo Méthoptérosine Anti inflammatoire (Mérour,
pterogorgiae 2004)
lisabethae
Corail mou
Formosan S. Sterol de type Induit une inhibition significative (Ahmed et
gibberosa Cholestanique contre la régulation a la hausse des | al., 2006).
_ protéines pro-inflammatoires iNOS
Corail mou et COX-2 des cellules macrophages
stimulées par le LPS.
Sterol de type Anti-inflammatoires Réduit les
Gibbéroépoxysterol | niveaux des protéines iNOS et
COX-2
Lobophytum Nouveaux Anti-inflammatoires, inhibent (Cheng et
_ _ I'expression des octocorauxiNOS et | al., 2009).
Corail mou Cembranolides COX (Coelenterata), ils ont été
reconnus comme une riche source
d'hydroxystérols et de leurs
analogues polyoxygenés.
Espece Molécule Intérét Reférences
(Salvemini
Sinulariaflexibilis | Sinularine Activite  anti-inflammatoire, par | et al., 1996)
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Corail mou

I’inhibition de maniére significative
la régulation a la hausse des
protéines pro-inflammatoires, en
particulier I'oxyde nitrique synthase
(iNOS) et la cyclooxygénase-2
(COX-2) inductibles, dans les
cellules de macrophages murins
stimulées par les
lipopolysaccharides (LPS).

Tubastraea
faulkneri

Corail dur

Aplysinopsines

Potentiel d'influencer les activités
de la monoaminooxydase (MAO) et
de I'oxyde nitrique synthase (NOS).
elles modulent aussi les récepteurs
de la serotonine

(Koh et
Sweatman,
2010)

2. Anticancéreux :

Quelques exemples de biomolécules extraites des coraux ayant des activités anticancéreuse
ssont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau X : Quelques biomolécules extraites des coraux et leurs activités anticancéreuses

Espéce Biomolécule || Intérét Références
Palythoa Palytoxine Anticancéreux, toxine sert a défendre | (Valenti, 2010)
le corail contre les prédateurs et tuer
) ses proies
Corail mou
Sinularia Sinularine Activité anticancéreuse contre la lignée || (Weinheimer et
flexibilis cellulaire  humaine du carcinome | al., 1977).
_ épidermoide (KB) et la lignée
Corail mou cellulaire murine P388 de la leucémie
lymphocytaire (PS).
Lobophytum || Nouveaux Activites cytotoxiques in vitro a I'égard || (Cheng et al.,
de plusieurs lignées de cellules 2009).
Corail mou Cembranolides || cancéreuses

3. Antimicrobiens :
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Quelques exemples de biomolécules extraites des coraux ayant des activités

antimicrobiennessont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XI : Les activités antimicrobiennesde quelques biomolécules extraites des coraux

Espece Biomolécule Activité Références
Tubastraea [ Aplysinopsines Antimicrobienne contre sept (Koh et
faulkneri halogénée espéces de micro-organismes Sweatman,
(Vibrio alginolyticus, V. harveyi, | 2010)
_ V. parahaemolyticus,
Corail dur Photobacterium damsela,
Alteromonas rubra,
Staphylococcus aureus, et
Synechococcus sp).
Type de Composés alcaloides : Antimicrobienne (Pauletti et
corail 6-bromo-1’,8-dihydro- al., 2010)
anonyme aplysinopsin

6-bromo-1'-hydroxy-1',8- || Antimicrobienne

dihydroaplysinopsin

6-bromo-1'-ethoxy-1',8- || Antimicrobienne

dihydroxyaplysinopsin

Dimer of 6-bromo-2'-de- || Antimicrobienne

N-methylaplysinopsin

4. Les ascidies :

Les ascidies représentent les organismes les moins étudiés par rapport aux algues,
éponges et coraux, néanmoins elles fournissent plusieurs molécules isolées, On retrouve dans
leurs métabolites secondaires, beaucoup d’alcaloides possédant des activités antitumorales ou

antivirales (les ascidies sont les seuls animaux chez qui on n’a pas retrouvé de tumeurs)

(Clément, 2008).
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4.1. Métabolites actifs issus des ascidies :

On trouve fréqguemment une grande diversité d'alcaloides indoliques chez les
invertébrés marins, ils ont été considérés comme des composés phares pour la découverte de
nouveaux médicaments en chimie médicinale. L'activité biologique des alcaloides indole
marins est clairement un produit de la fonctionnalité et des éléments uniques impliqués dans
la biosynthése des produits naturels marins.

Parmis les alcaloides indoliques halogénés marins des ascidies, on retrouve :

-Les méridianines : Ce sont des alcaloides marins qui ont été isolés de I'Ascidie
Aplidiummeridianum, Sept méridianines A-G (4-10) ont été découvertes jusqu'a présent. Elles
ont été décrites comme de puissants inhibiteurs de diverses protéines kinases, elles présentent
une activité antitumorale. Les méridianines B et E sont les plus puissantes et, pour cette
raison, la méridianine E a été sélectionnée pour des études de sélectivité supplémentaires sur
25 kinases hautement purifiées (Pauletti et al., 2010)

N
b
/ \>7NH2 o R, R, R; R,
p 3 (4) Meridianin A OH H H H
N

(5) Meridianin B OH H Br H
(6) Meridianin C H Br H H
(7) Meridianin D H H Br H
(8) Meridianin E OH H H Br
(9) Meridianin F H Br Br H
(10) MeridianinG H H H H

Figure 27 : Structure chimique des meridianines 4-10 (Pauletti et al., 2010)

-Aplicyanins : Une nouvelle famille d'alcaloides indole a récemment été isolée de l'ascidie
Aplidium cyaneum par Reyes et ses collegues (2010).

Les aplicyanines partagent une structure commune de 3-(pyrimid-4-yl) indole avec les
méridianines A-G (4-10), Les aplicyanines sont cytotoxiques pour les lignées cellulaires
tumorales humaines MDA-MB-231 (adénocarcinome du sein), A549 (carcinome du poumon)
et HT-29 (carcinome colorectal). Elles présentent également une activité antimitotique. Enfin,

étant donné la forte cytotoxicité typique des derivés du bromoindole, la présence d'une
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fraction bromoindole dans certaines aplicyanines justifie leur recherche en tant que
médicaments anticancéreux.

Les six variantes d'aplicyanines isolées ont été évaluées pour leur cytotoxicité par rapport a un
panel de trois lignées cellulaires tumorales humaines, le célon (HT-29), le poumon (A-549) et
le sein (MDA-MB-231). L'activité antimitotique de ces variants a également été évaluée. Une
activité cytotoxique dans la gamme submicromolaire ainsi que des propriétés antimitotiques
ont été trouvées pour l'aplicyanine B, D, et F, avec des valeurs de C150 dans la gamme basse a
sous-uM. En revanche, l'aplicyanine A et Cse sont révélées inactives aux plus fortes
concentrations testees, tandis que I'aplicyanine E présentait de faibles propriétés cytotoxiques.
Ces résultats indiquent un role clé de la présence du groupe acétyle dans l'activité biologique
de la famille des aplicyanines (Pauletti et al., 2010).

Un résumé de ces activités biologiques des alcaloides : méridianines et aplicyanins est

présenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau XI11 : Résumé desactivités biologiques des alcaloides : méridianines et aplicyanins

Activité biologique

Composé

Meridianins Inhibition des protéines kinases, Cytotoxicité
Meridianin B
Meridianin C
Meridianin D
Meridianin E

Meridianin F || Inhibition des protéines kinases

Aplicyanin | Aplicyanin A [ Non actif

Aplicyanin B | Activité cytotoxique et antimitotique

Aplicyanin C [ Non actif

Aplicyanin D | Activité cytotoxique et antimitotique

Aplicyanin E | Activité cytotoxique

Aplicyanin F | Activité cytotoxique et antimitotique
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(Pauletti et al., 2010)

-Leptoclinidamines : Trois nouveaux alcaloides indoliques, a savoir :

Les leptoclinidamines A-C ont été réecemment isolés de I'ascidie australienne Leptoclinides
durus, ces composés ont été testés pour leur bioactivité contre les souches sensibles et
résistantes a la chloroquine du parasite du paludisme Plasmodium falciparum, pour leur
activité trypanosomale contre Trypanosoma brucei, et pour leur cytotoxicité contre la lignée

cellulaire cancéreuse HeLa et les cellules HEK 293 non cancéreuses (Pauletti et al., 2010).

Les leptoclinidamine B isolées pour leurs activités cytotoxiques contre deux lignées de

cellules cancéreuses humaines (Yamazaki et al., 2012).

Les leptoclinidamines D-F isolés pour leurs activités cytotoxiques contre les lignées de

cellules cancéreuses de la prostate et du sein (Pauletti et al., 2010).

Ry

H,N Leptoclinidamine C
R,
Leptoclinidamine A H
Leptoclinidamine B OH

Figure 28 : Structures des leptoclinidamines A, B, C (Pauletti, 2010)

De nombreux peptides et biomolécules ont été isolés a partir d'ascidies avec des
activités biologiques diverses : antimicrobiennes, cytotoxiques, antitumorales. Notamment les

patellamides, I'eusynstylamide, les botryllamides A-D (1-4) ou encore :

Tableau XIIl : Quelques peptides et biomolécules extraites des ascidies et leurs activités
biologiques
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Espéce Biomolécule Interét Références
Ascidie La styéline D Peptide antimicrobien isolé des [ (Beaumont
cellules sanguines de I'ascidie || et al., 2009)
Styela clava
Peptide cytotoxique et
hémolytique pour les cellules
eucaryotes.
Ascidie Les lissoclinamides | Peptide cyclique isolé de la
(Lissoclinamides 4 et | rotule ascidienne, ont montré
Lissoclinuma 5) des propriétés antinéoplasiques
plousobranch pertinentes ainsi que d'autres
propriétés pharmacologiques
contre les lignées cellulaires de
fibroblastes et de carcinomes de
la vessie humains et les
lymphocytes normaux.
Ascidie Lissoclinamide 7 Le plus puissant parmi les
peptides cités contenant deux
Lissoclinuma cycles de thiazoline, qui
plousobranch rivalise avec la Didemnine B en
matiere de cytotoxicité in vitro.
Ascidie Les mollamides Peptides présentant une forte
Anonyme cytotoxicité, mais son
mécanisme exact n'a pas €té
bien documenté.
Ascidie P. tunicata Composé antibactérien
Cionain Protéine de masse moléculaire
testinalis élevée (4190 kDa) constituée
de 2 sous-unités avec un mode
d'action qui n'a pas été étudié,
mais les chercheurs ont proposé
qu'elle ait des effets
bactériostatiques.
Ascidie Yondelis Alcaloide plus connue sous le | (Guezennec
nom de ET743 ayant obtenu le | et Debitus,
Ecteinascidia statut de médicament orphelin | 2005)
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turbinata pour le traitement de sarcomes
Ascidie Aplidine Produit antitumoral (inhibiteur | (Guezennec
o _ synthese protéines) Large et Debitus,
Aplidiumalbicans spectre tumeurs solides 2005)
Ascidie Cycloxazoline Nouvel hexapeptide cyclique, (Beaumont
cause une accumulation de et al., 2009)
Lissoclinum cellules leucémiques et
bistratum I'inhibition de la cytokinésie.
Ascidie Virénamides A, Activités cytotoxiques : contre | (Beaumont,
didemnide la lignée cellulaire P388(CI50 |l et al., 2009)
_ _ de 2,5 ug/mL) et contre les
Diplosoma virens cellules A549 et HT29 (10
pg/mkL).
Virénamides B et C || Activités cytotoxiques contre
les cellules P388, A549 et
HT29(CI50 de 2,5 ug/mL).
Espéce Biomolécule Interét Références
Ascidie I'indole-3- Effets sur la division cellulaire, || (Moubax et
carbaldéhyde inhibe la réplication de 'ADN | al., 2009)
Stomoza murrayi et de la synthése des protéines.
Ascidie Duramidines A-D, Alcaloides a activité (Pauletti et
Leptoclinidines A et | antimicrobienne contre al., 2010)
. B, Pseudomonas aeruginosa et
Leptoclinides Durabetaines A et B, | Staphylococcus aureus.
durus Les Activité cytotoxique contre les
leptoclinidaminesD- || lignées de cellules cancéreuses
F de la prostate et du sein

4.2. Métabolites actifs issus des micro-organismes associés aux ascidies :
Les informations sur I'épibiose bactérienne des ascidies sont assez limitées. Il existe peu
de métabolites actifs extraits a partirdes micro-organismes associés aux ascidies, on cite : le 6-

bromindole-3-carbaldéhyde qui est un métabolite secondaire produit par la bactérie

60




CHAPITRE 2

CHIMIODIVERSITE DE QUELQUES ORGANISMES MARINS D'INTERET

épibiotique : Acinetobacter sp associée a l'ascidie Stomozoa murrayi, présentant des
propriétés antibactériennes modérées (Olguin-Uribeet al.,1997).

N

Br H
Figure 29 : Structure du métabolite 6-bromindole-3-carbaldéhyde

(Source : Base de données Bioorganic & medicinal chemistry, 2014)
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Conclusion :

Cet apercu des principales biomolécules extraites a partir des éponges marines,
d’algues, de coraux et d’ascidies ainsi qu’a partir de leurs micro-organismes associés que
nous avons fourni dans ce chapitre nous montre le potentiel énorme que nous réserve cette
richesse marine.

L’investissement dans ce domaine peut ouvrir de nouvelles voies pour lutter contre

diverses maladies. Notamment la résistance aux antibiotiques, qui est une nouvelle menace

mondiale qui réduit les possibilités de prévention et de traitement des maladies infectieuses
causées par des virus, des bactéries, des parasites.
Explorer ces nouvelles sources de molécules actives et trouver une alternative pour lutter

contre ces maladies sera donc d'un intérét humanitaire mondial.
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CHAPITRE IIl : LES METHODES DE LA MISE EN EVIDENCE
DES MICROORGANISMES ASSOCIES AUX ESPECES MARINES
ET METHODES DE CRIBLAGE DE MOLECULES D'INTERET

Il existe un certain nombre d’approches pour I’extraction et la purification de
nouvelles molécules actives a partir d’invertébrés marins et des microorganismes qu'ils
contiennent. Comme nous n’avons pas pu parvenir a réaliser notre partie expérimentale a
cause de I’évolution de la situation épidémiologique du Coronavirus COVID-19, nous avons
donc établi, dans ce chapitre, une synthése générale des travaux réalisés auparavant sur la
mise en évidence des micro-organismes associés aux invertébrés marins décris précedemment
(principalement les éponges marines), et les méthodes de criblage des métabolites

secondaires.

I.  Principales méthodesde la mise en évidence des microorganismes associés aux

especes marines et de criblage de molécules d’intérét :

1.1 Historique des travaux de recherche sur les invertébrés marins d'intérét et

leurs micro-organismes associés :

Les premiers travaux de recherche sur ce sujet datent des années 1950 avec la découverte
de dérivés de nucléosides inhabituels dans I'éponge Tethya crypta par Bergmann et Feeney
(Bergmann et Feeney, 1950). Cependant, l'utilisation des micro-organismes associés aux
invertébrés marins comme sources de métabolites bioactifs a commenceé sérieusement a la fin
des années 1970. Avec des travaux basés essentiellement sur I'étude et la compréhension de
ces associations, en utilisant a la fois des méthodes dépendantes et indépendantes de la culture

microbienne :
1.1.1. Culture des microorganismes produisant des métabolites :

Peu d'articles étaient consacrés a I'étude chimique des bactéries associées aux invertébrés.
Les études sur ces associations étaient difficiles car seule une petite fraction des especes
pouvait étre réellement cultivée a partir d'échantillons naturels (Amman et al.,1991; Schmidt
etal., 1991).
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En effet, seule une petite fraction de la communauté microbienne totale associée aux éponges
se prétait a la culture sur des milieux de laboratoire (Hentschel et al., 2003). Webster et Hill,
(2001) ont conclu que la communauté bactérienne hétérotrophe cultivable ne représentait que
0,1 & 0,23 % de la communauté microbienne totale de R. odorabile. Ces chiffres se situent
dans la méme fourchette que les estimations de Friedrich et al., (2001) qui ont déterminé que
0,15 % de la communauté microbienne totale de A. aeropoba était cultivable.

1.1.2 Améliorations de la culture des bactéries associées aux éponges :

Avec les difficultés rencontrées auparavant pour la culture bactérienne, le
développement de nouveaux milieux et de nouvelles techniques de culture est devenuune
chose primordiale afin d’optimiser la croissance de certaines bactéries ou encore d’isoler des

bactéries fastidieuses a cultiver.

Toutefois, la composition du milieu de culture gouverne la capacité et la quantité de
métabolites secondaires produit par le micro-organisme en question. Pour cela divers auteurs
ont récemment fait état d'une amélioration de la culture des bactéries associées aux éponges
par :

e Utilisation d’un milieu de culture supplémenté avec des protéines de soja, et pour la méme
étude, des tissus animaux digérés par voie peptique, un extrait de levure comme source de
carbone et d'azote basique et d'autres oligo-éléments comme le sodium, I'ammonium, le
magnésium, le fer et le strontium ont été fournis pour la production microbienne comme
dans I'eau de mer naturelle. Avec un pH de 7,5, une salinité de 35 ppt & 28" C/250 tr/min

pendant 9 jours (Gopi et al., 2016).

e Procédure d'acclimatation : soumettre I’inoculum a une augmentation progressive de la
température de 2° par jour a partir de la température de I’ecau de mer au moment de
I'échantillonnage (14°) et jusqu'a 20° C, ainsi qu’a une augmentation concomitante de la
concentration en nutriments apportés au milieu. Cette technique a permis d’augmenter la
culturabilité des micro-organismes associés a I’éponge C. crambé, 64 nouveaux isolats ont
été obtenus dont deux nouvelles especes mais la béta-protéobactérie majoritaire de cette

espeéce n’a pas été isoléepar cette procédure (Croue, 2014).
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o Utilisation de différents milieux de culture sélectifs mimant la composition et les
conditions in vivo retrouvées au sein du mésohyle de 1’éponge (Croue, 2014).

e Modification de la communauté microbienne symbiotique par 1’application d’un stress
environnemental durant la culture ex situ de I’éponge, ce stress peut étre une baisse du pH
de I’eau environnante. L’auteur de cette expérience (Croué, 2014) a pu mettre en évidence,
apres culture in situ, une variabilité intraspécifique et intracoloniale dans les proportions
des alcaloides guanidiniques présents, cependant elle n’est pas liée au stress pH appliqué

mais probablement due au stress lié aux conditions de vie in situ.

Cette difficulté a isoler les bactéries associeées aux éponges est expliquée par plusieurs
parametres. En effet, selon Taylor et al., (2007), nombreux de ces associés bactériens peuvent
étre des symbiotes obligatoires en raison de leur évolution avec I'éponge sur des centaines de
millions d'années et seront ainsi difficiles a obtenir en culture pure, en raison de leurs
dépendances nutritionnelles ou autres. En outre, il se peut que ceux qui peuvent étre isolés ne
produisent plus nécessairement le composé, car ils peuvent nécessiter des indices ou des
intermédiaires métaboliques encore inconnus de 1'éponge hote. I se peut aussi qu’un
métabolite secondaire ayant une activité anti-inflammatoire soit présent pendant la culture
(Croué, 2014).

1.1.3 Méthodes indépendantes de la culture :
1.1.3.1 Analyses microscopiques :

Les communautés microbiennes des éponges n'etaient identifiees dans les années 1970
que par microscopie electronique, qui a permis de réveler plusieurs types cellulaires
notamment : les cyanobactéries, dans les tissus spongieux (Vacelet, 1971), et plus tard 4 a 5
différentes populations de cellules bactériennes encore plus denses dans les tissus mésohyles
spongieux, représentant 38% de la biomasse d’une éponge Méditerranéenne Verongia sp
.(Vacelet et Donadey, 1977).
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Par la suite, la microscopie électronique a balayage (MEB) a été utilisée pour signaler la
préesence de cyanobactéries unicellulaires et de cyanobactéries filamenteuses non

photosynthétiques dans les tissus de Theonellaswinhoei (Magnino et al., 1999).

Dans la fin des années 1990 et le debut des années 2000, des méthodes de génétique
moléculaire ont été appliquées en addition a la culture microbienne et aux analyses
microscopiques, afin d’identifier les bactéries associées aux éponges et d’analyser leur

diversité, notamment :
1.1.3.2 L’hybridation de fluorescence in situ (FISH) :

Cette technique permet la détection et la visualisation des cellules procaryotes dans leur
environnement naturel indépendamment de leur aptitude a la culture (Zwirglmaier, 2005) en
utilisant des sondes oligonucléotidiques ciblant 'ARNr 16S. Ce qui a permis d’évaluer
I'identité phylogénétique, la morphologie, le nombre et la disposition spatiale des

microorganismes dans les tissus spongieux (Hugenholtz et al., 2001).

La méthode FISH consiste a appliquer des sondes oligonucléotidiques a des cellules
microbiennes entieres, perméabilisées. Les sondes pénetrent dans les cellules et s’hybrident
spécifiqguement a leur séquence cible complémentaire dans les ribosomes. Si aucune séquence
cible n'est présente dans les ribosomes des cellules, les sondes sont incapables de s'hybrider et
la sonde non liée est éliminée par une étape de lavage ultérieure. Par conséquent, seules les
cellules spécifiqguement ciblées conservent les sondes dans des conditions de rigueur
appropriées dans les étapes d'hybridation et de lavage. Les sondes sont généralement
marquées a l'extrémité 5' avec par un colorant fluorochrome, comme la sulfoindocyanine
rouge (Cy3) ou la fluorescéine verte (Cy5) et les cellules contenant des sondes hybridées
peuvent étre directement observées au microscope a épifluorescence grace a I'amplification
naturelle du signal fluorescent par un grand nombre de ribosomes dans une cellule cible
donnée (Hugenholtz et al., 2001).
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Figure 30 : Schéma explicatif du principe de la méthode d’hybridation par fluorescence in

situ
(Source : Web)

Plusieurs études ont appliqué FISH pour étudier la diversité microbienne des éponges. Les
premieres étaient réalisées par Schumann-Kindel et ses collaborateurs (1997) sur des
éponges méditerranéennes Chondrosiareni formis et Petrosiafici formis et ont révélé que la
majorité des bactéries appartiennent aux Gamma proteobactéries. Les delta protéobactéries,
plus précisément les bactéries réductrices de sulfate, étaient également dispersées dans les
tissus des deux éponges (Hentschel, 2003). Webster et al. (2001) ont aussi indiqué par
I’application de ces sondes que les gamma-protéobactéries étaient particuliérement
dominantes autour des chambres des choanocytes des éponges.Cette technique a permis aussi
d'identifier les cyanobactéries, les actinobactéries, les bactériodontes, les planctomycetes ainsi

que les protéobactéries dans les éponges (Dobson, 2015).
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1.1.3.3 La construction de bibliothéques d'ARNTr 16S :

Des approches basées sur la réaction en chaine de la polymérase (PCR) impliquant
I'amplification des molécules d'’ARN ribosomique 16S dont leur produits sont clonés dans des
vecteurs, tels que le vecteur pGEM -T -easy, et exprimes dans E. coli. Apres la préparation du
plasmide des clones individuels, les génes de I'ARNr 16S sont réamplifiés et séquencés. Des
arbres phylogénétiques sont construits par la suite a 1’aide de plusieurs programmes

informatiques (Hentschel et al., 2003).

Le séquencage des bibliotheques de clones d'ARNr 16S a initialement conduit a
I’identification des embranchement bactériens suivant : Acidobactéries, Chloroflexi,
Actinobactéries, Protéobactéries (Alpha-, Gamma-, Delta-), Nitrospira, Cyanobactéries,
Bactériodetes, Gemmatimonadetes ainsi qu'un nouveau phylum bactérien candidat, les
Poribactéries (Hentschel et al., 2006).

Par la suite, le séquengage des bandes d'électrophorese sur gel a gradient de dénaturation
(DGGE) dérivées d'éponges a ajouté les embranchements Aquificae, Dictyoglomi et
Deferribacteres, et I'embranchement candidat TM7 a la liste des taxons trouvés en association

avec les éponges (Hardoimet al., 2009).
1.1.3.4 Pyroséquencage :

Le pyroséquencage est une technique polyvalente qui permet de faire un screening
rapide et fiable a haut débit et I'identification précise des micro-organismes et des mutations
du génome microbien, et qui peut étre utilisée pour étudier divers aspects des associations
entre les bactéries et les éponges, y compris les structures des communautés bactériennes, les
variations saisonniéres de la composition des communautés, la transmission verticale des
symbiotes, et les communautés bactériennes variables et spécifiques a une espéce d'une
gamme d'especes d'éponges (Dobson, 2015). De plus, la méthode a démontré la capacité de
déterminer des structures secondaires difficiles et d'effectuer la détection de mutations
(Fakruddini et al., 2012).
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Le pyroséquencage consiste a séquencer I'ADN en synthétisant le brin complémentaire
une seule base a la fois, tout en déterminant le nucléotide spécifique incorporé pendant la
réaction de synthese. La réaction se produit sur une matrice d'/ADN simple brin immobilisée
ou les quatre désoxyribonucléotides (ANTP) sont ajoutés séquentiellement et les dNTP non
incorporés sont dégradés enzymatiquement par I’apyrase avant I'ajout du dNTP suivant a la
réaction de synthese. La détection de la base spécifique incorporée dans la matrice est
contrélée par la génération de signaux chimiluminescents suite a la convertion du
pyrophosphate PPi (libéré lors de 1’incorporation du nucléotide correspondant) en ATP sous
I’action de I’ATP sulfurylase. L’ATP apporte 1’energie nécessaire a la réaction de conversion
de la luciférine par la luciférase, ce qui produit des signaux chimioluminescents révélant le
nucléotide incorporé et donc la séquence d'’ADN de la matrice est déterminée (Cummings et
al., 2013).

ADN
polymérase
37 e CGTCCGGAGAGGCAAGTTC 5°
P & 111101017 165015101001
I T T T Y [
5~G6CAGGCCT 3
dTW,/F““/ql
T T PPi sulfurylase

ali_f rase ATP
X xx— ] luciférase

lumiere

Figure 31 : Schéma explicatif du principe du pyroséquencage.

(Source : Web)

69




CHAPITRE 3

LES METHODES DE LA MISE EN EVIDENCE DES MICROORGANISMES ASSOCIES X
AUX ESPECES MARINES ET METHODES DE CRIBLAGE DE MOLECULES D'INTERET

Ces études de pyroséquencage ont (jusqu'a 2015) été portées sur 15 especes d'éponges et ont
permis d'identifier 35 groupes de bactéries ou groupes candidats qui ont été trouvés en étroite
association avec des eponges. Les taxons identifiés dans les eponges pour la premiere fois par
pyroséquencage comprennent BRC1, Chlamydiae, Fibrobacteres, Fusobacteria, Tenericutes et
WS3, Chlorobi, Chrysiogenetes, OD1, Proteobacteria et Thermodesulfobacteria, OP10, OS-K

et Thermotogae, Elusimicrobia, et Synergistetes (Dobson, 2015).
1.1.3.5 La métagénomique :

Depuis une vingtaine d’années, le domaine de la métagénomique s'est révélé étre un
moyen fructueux pour analyser des fragments du génome provenant d'une communauté
microbienne complexe, et pour produire & grande échelle et de maniére durable des
métabolites bioactifs, y compris ceux produits par des micro-organismes non cultivables au
laboratoire (Taylor et al., 2007). En outre, la métagénomique est particulierement intéressante
pour la découverte de produits naturels car l'information génétique codant les activités
d'intérét est généralement regroupée sur les génomes bactériens, ce g ui permet de cloner une

voie entiere sur un individu (Kennedy et al., 2010).

La stratégie de base de la métagénomique fonctionnelle consiste a extraire 'ADN de
I'ensemble de la communauté microbienne de 1’échantillon (dans notre cas les invertébrés
marins d'intérét), et le clonage du pool résultant (appelé "métagénome") dans des vecteurs
appropriés (BAC ou fosmides). Ces vecteurs sont ensuite propagés dans des souches hétes de
substitution, telles que E. coli ou des souches spécialisées de surexpression. Avec la
génération de vastes bibliotheques composées de dizaines de milliers de clones. Une fois que
les bibliothéques sont construites, elle peuvent étre soumises a des protocoles de dépistage
fonctionnels ou basés sur des homologues (Hentschel et al., 2003).

70




CHAPITRE 3

LES METHODES DE LA MISE EN EVIDENCE DES MICROORGANISMES ASSOCIES A
AUX ESPECES MARINES ET METHODES DE CRIBLAGE DE MOLECULES D'INTERET

4

Extraction et Fragmentation
d'ADN 3L _,.:N

Qﬁ’w e ;
ADN isolé et

Echantillon !
fragmenté

environnemental

? &;/‘

Analyse globale

Soumettre dans des Insertion dans des
souches hotes vecteurs d’expression

f\
Conservation pour future §
utilisation ou analyse de la —

biodiversité La métagénomique

Figure 32 : Schéma récapitulatif des principales étapes de la métagénomique en illustrant

I’exemple de I’extraction d’ADN a partir des micro-organismes associés aux éponges

(Apport personnel)

Cette méthode moléculaire est prometteuse pour I'expression hétérologue d'opérons codant
pour des métabolites secondaires qui ont été traditionnellement difficiles a cloner en raison de
leur grande taille. Selon Taylor et al., (2007), les études de la métagénomique des éponges,
ont été principalement basées sur des séquences. Notamment les genes de la polyketide
synthase (PKS) et du peptide synthetase non ribosomale. Les PKS sont responsables de la
synthese des polycétides bactériens, un groupe diversifie de produits naturels importants sur le
plan pharmacologique, qui comprennent les antibiotiques érythromycine et tétracycline ainsi
que des agents antitumoraux, immunosuppresseurs et hypocholestérolémiants. Les PKS de
type | sont organisés de maniere modulaire, se prétant a la biosynthése combinatoire de

nouveaux polyketides aux propriétés pharmaceutiques potentiellement utiles.
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Thurber et al. (2009), ont produit des métagénomes spyroséquencésa partir des
communautés d’holobionte d’une espéce de coraux qui a été exposée a quatre facteurs de
stress (température, charge en nutriments, charge en COD et pH réduit). Cette étude a permis
de conclure que la communauté microbienne des coraux stresses a présenté une augmentation
des génes associés a la virulence, a la résistance au stress, au métabolisme du soufre et de
l'azote, & la motilité et a la chimiotaxie, a l'utilisation des acides gras et des lipides et au

métabolisme secondaire.
1.1.3.6. Approche métabolomique :

Afin de mieux exploiter le potentiel biosynthétique des microorganismes et d'accéder a
leurs voies biochimiques et mécanismes biologiques, les scientifiques ont eu recours a une
nouvelle technique de pointe qui est la métabolomique. Apparue au début du troisieme
millénaire en complément de la génomique, la transcriptomique et la protéomique, la
métabolomique est définie par certains auteurs comme l'analyse compléte, qualitative et
quantitative du plus grand nombre possible de métabolites d'un systeme biologique par des
stratégies analytiques a haut débit (Ernst et al ., 2014).

L'ensemble des métabolites d’un systéme biologique est appelé ‘‘métabolome’’. Pour étudier
le métabolome, deux principales stratégies peuvent étre utilisées: I'analyse ciblée et le

profilage métabolique :

e L'approche ciblée est limitée a I'analyse quantitative d’une classe de molécules
caractéristiques d'une voie métabolique spécifique ou d’intersections entre différentes
voies métaboliques ciblées avant I’analyse. Cette approche est tres utile pour 1’étude des
effets primaires liés a une modification génétique, par exemple, et doit comprendre une
étape d'identification et de quantification des métabolites dans 1’échantillon (Villas-Bbdas
et al., 2005).

e Le profilage métabolique, quant a lui, impliqgue une analyse rapide, souvent non
quantitative, d’un grand nombre de métabolites différents, avec pour but d'identifier un
profil métabolique spécifique caractérisant un échantillon ou un organisme donné. Dans

cette approche on distingue le fingerprinting, d'une part, et le footprinting, d’autre part :

a. L'empreinte métabolique de type fingerprint couvre la détection d'un grand nombre

de métabolites intracellulaires par une technique analytique selectionnée ou par une
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combinaison de différentes techniques dans une situation définie. Elle nécessite des
méthodes rapides d'arrét de métabolisme (« quenching ») et une étape d'extraction et
de séparation des métabolites d'intérét de ceux du milieu de culture (Villas-Boas et al.,
2005). Dans les études basées sur la spectrométrie de masse, les empreintes de
métabolites sont décrites par des valeurs m/z et les intensités correspondantes des ions
détectés. Si une étape de séparation est effectuée, les temps de rétention sont
également utilisés pour indexer les métabolites. Ainsi, les valeurs m/z, les temps de
rétention et les intensités représentent I'empreinte métabolique de I'échantillon analysé
et sont exportées pour la classification de I'échantillon a l'aide d'une analyse de

données multivariée (Dettmer et al., 2007).

b. L'empreinte métabolique de type footprint se focalise sur le profil des métabolites
extracellulaires présents dans un milieu de culture épuisé, c’est a dire les métabolites
sécretes par les cellules dans le milieu dans lequel elles se trouvent, et les composants

du milieu transformés biochimiquement par I'organisme (Villas-Boas et al., 2005).
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Figure 33 : Schéma récapitulatif de I’approche métabolomique et ses principales méthodes

(Apport personnel)

Les techniques analytiques pouvant étre envisagées pour réaliser des études métabolomiques

sont multiples. Il s’agit le plus souvent de techniques chromatographiques couplées aux

techniques spectroscopiques (LC-MS et GC-MS) et de techniques de 1’élucidation de la

structure chimique des métabolites secondaires (RMN, FT-IR) (figure 34) qui seront abordées

dans la partie II.
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Figure 34 : Représentation des techniques analytiques pouvant étre envisagées pour réaliser
des études métabolomiques (Apport personnel)

Il.  Méthodes d'extraction et d’identification des métabolites secondaires a partir des

micro-organismes associés aux éponges :

Aprés avoir consulté de nombreuses publications scientifiques sur les méthodes
d’extraction et de purification des métabolites secondaires extraits a partir d’invertébrés
marins nous avons établi un protocole expérimental selon les recherches les plus récentes sur

ce sujet et qui ont permis d’obtenir de meilleurs résultats. Plusieurs étapes sont décrites :
1. Collecte et identification des invertébrés marins :

La classe d’éponges marines la plus abondante dans le littoral Algérien est la

classe Demospongea notamment 1’ordre des Dictyoceratida, qui s'est révélé étre le producteur
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le plus prolifiqgue de nouveaux composés parmi tous les ordres d'éponges étudiés selon
Mehbub et al., (2014). Des especes de Dictyoceratida sont présentes dans le littoral de la
wilaya d’Alger d’un ordre inféricur ou égal a 1000 especes, et dans le littoral de la wilaya
d’El Tarf d’un ordre inférieur ou égal a 100 espéces (données fournies par la base de
données European Marine Observation and Data Network EMOD net, 2020).

Des espéces de coraux sont également réparties dans le centre et I’Est du littoral Algérien, on
retrouve les ordres : Alcyonacea, Caryophyllia, Caryophylliidae, Hexacorallia, Octocorallia,
Scleractinia d’un record allant de 10 jusqu’a 1000 espéces (EMOD net, 2020).

La collecte est effectuée par plongée sous-marine et méthodes de plongée sous-marine.
L'identification des especes collectées est effectuée par des spécialistes dans ce domaine.
2. Séparation des cellules et localisation des métabolites :

Les approches susmentionnées (culture microbienne et métagénomique) peuvent, en
principe, étre entreprises sans que l'on sache au préalable le producteur principal des
métabolites (I’invertébré marin ou ses microorganismes associés) (Taylor et al., 2007).
Toutefois, il serait plus rationnel d’établir d'abord quel(s) type(s) de cellule est (sont)
responsable(s) de la production de métabolites, car cela permet d’établir un protocole ciblé

pour les efforts futurs et donc avoir de meilleurs résultats.

Pour identifier I’organisme producteur des métabolites, des techniques de séparation cellulaire

et de localisation ont été entreprises par certains chercheurs :

La cytométrie en flux utilisée par Unson et Faulkner (1993) qui ont démontré pour la
premiere fois que les métabolites secondaires attribués a une éponge sont localisés dans les
cellules de symbiotes procaryotes. Ainsi que la centrifugation (Faulkner et al., 1993) et la

centrifugation en gradient de densité (Garson et al., 1998).

Des récentes avancees, telles que la spectrometrie de masse MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption lonisation) et la spectrométrie de masse d’ions secondaires (SIMS)
permettent aussi de caractériser la distribution spatiale ainsi que I'abondance relative des
produits naturels in situ, directement a la surface de fines sections de tissus et donc déterminer
la localisation des métabolites secondaires au sein d’associations invertébré-microorganisme

(Simmons et al., 2007). Croué, (2014), a montré dans ces travaux de thése 1’efficacité de ces
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techniques qui ont permis de visualiser et de caractériser un nouvel alcaloide dans le tissu de
I’éponge C.crambe, ce qui a été une étape nécessaire pour la poursuite de ses travaux.
Cependant elle affirme que: « la difficulté principale a surmonter reste la préparation des
¢chantillons, tant au niveau des techniques de coupes que d’inclusion, afin d’éviter la

délocalisation des métabolites par entrainement mécanique ou diffusion ».
3. Isolement et purification des bactéries symbiotiques :

La premiére étape consiste a rincer I'échantillon d'éponge trois fois avec I'eau de mer
stérilisée pour ¢liminer les débris et les bactéries non fixées, suivie d’un lavage rapide de la
surface de I'éponge a 1’éthanol 70% puis I'immersion dans 1’eau de mer stériliséeet en dernier
son aspiration. Ensuite, 1g d'éponge est découpé avec un scalpel stérile et transféré
directement dans un milieu de dissociation (2,7% NaCl, 0,008 KCI, 0,01% NA,SO,, pH8)
pendant 20 minutes. Une homogénéisation est effectuée apres cette étape puis I’homogénat est

réparti sur le milieu 2216 Zobell marine agar avec 50% eau de mer en utilisant une série de

dilutions successives de 10 3 (Gopi et al., 2012). Chaque dilution sera ensemencée sur la

gélose marine MA.

Aprés une incubation a 28°C pendant 24 heures, une étude macroscopique des colonies sera
réalisée en observant : la taille, la couleur, la forme et I'opacité, les colonies ayant le méme
aspect comme la pigmentation et la morphologie seront isolées (Taourirt et Kemmad, 2019).
Les colonies isolées seront transplantées successivement sur un milieu solide pour obtenir des
cultures pures et éliminer les agents pathogénes. Ces cultures pures doivent étre conservées
dans un bouillon marin a -80°C avec l'ajout de 30% (v/v) de glycérol pour des études
ultérieures (Phan Thi Hoai Trinh et al., 2016).

4. Screening préliminaire de P’activité antibactérienne des bactéries marines isolées

par méthode de diffusion sur disque :

La méthode de diffusion sur disque est une technique qualitative qui consiste a
déterminer la sensibilité des microorganismes a une substance antimicrobienne. Cette
méthode est basée sur le pouvoir migratoire d'extraits bactériens a l'intérieur d'une boite de

Petri dans un milieu nutritif solide de Mueller Hinton (Sahnoun et Chenine, 2017).

77




CHAPITRE 3

LES METHODES DE LA MISE EN EVIDENCE DES MICROORGANISMES ASSOCIES X
AUX ESPECES MARINES ET METHODES DE CRIBLAGE DE MOLECULES D'INTERET

Gopi et ses coéquipiers (2012), ont utilis¢é 5 bactéries pathogénes pour I’homme
Escherichia coli (E.coli), Staphylococcus aureus (S.aureus), Salmonella typhi (S. typhi),
Klebsiella pneumoniea (K. pneumoniea) et Streptococcus sp qui ont été cultivées dans 50 ml
du bouillon nutritif & 37° et maintenues dans la gélose nutritive inclinée a 4°. La culture des
souches bactériennes a été étalée sur un milieu Mueller Hinton agar (MHA). Des disques
stériles ont été¢ placés sur la gélose et ont été imprégnés par I’extrait bactérien isolé de
1'éponge. L’antibiotique chloramphénicol a été utilisé comme contréle positif pour déterminer
la sensibilité des souches bactériennes. Apres incubation pendant une nuit a 37°C, I’activité
antibactérienne a été évaluée par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour des
disques. Cette méthode est la plus simple et la plus utilisée, Cita et son équipe (2017) 1’ont
aussi appliqué pour le criblage de I’activité antibactérienne des bactéries marines isolées de
I'éponge Xestospongia testudinaria.

Les souches ayant une activité antibactérienne seront sélectionnées pour I'extraction de
leurs métabolites secondaires afin de les purifier et de les identifier. Cependant, certains
chercheurs comme Gopi et al., (2012) ; Gopi et al., (2016) ; Cita et al., (2017) et Bibi et al.,
(2020) ont pousse les recherches plus loin en identifiant par séquencage I'ARNr 16s de la
souche bactérienne possédant la plus grande inhibition contre I'agent pathogéene. De plus,
Gopi et al., (2016) ont déterminé les caractéristiques physiologiques et biochimiques de la
bactérie Bacillus sp. (SEB32) qui avait présenté une large gamme d'activités antibactériennes
et a inhibé la croissance de tous les pathogénes de poissons testés et a montré une zone

d'inhibition maximale par rapport aux autres.

5. Production extracellulaire et optimisation du systéme de solvant pour I'extraction

des métabolites secondaires :

Apres avoir identifié les bactéries produisant les métabolites secondaires et celles
présentant une forte activité biologique, une culture de ces bactéries doit étre réalisée afin de
stimuler la synthése extracellulaire des métabolites secondaires suivie d’une centrifugation et
de I’extraction. Gopi et al., (2016) ont etabli une culture de la souche bactérienne potentielle
SEB32, préparée dans environ 50 ml de bouillon marin Zobell avec un pH de 7,5 et une
salinité de 35 ppm (parties par million) dans un agitateur (30" C/150 tr/min) pendant 18

heures. L'inoculum a été transféré dans 500 ml de bouillon marinZobell contenu dans un
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flacon erlenmeyer de 1 | et cultivé sous agitation (250 tpm) pendant 5-9 jours a 28 C. Les

cellules ont été séparées par centrifugation (4° C/ 86719).

La méthode d'extraction souvent utilisée est I'extraction par solvant liquide-liquide apres

fermentation sur milieu liquide ou par filtration aprés fermentation sur milieu solide.

5.1. Apreés fermentation sur milieu liquide :

Le principe de cette extraction est de transférer une substance entre deux phases liquides
non miscibles en fonction de sa solubilité dans le solvant.
Phan Trinh et al., (2016), ont réalisé la culture des bactéries actives d'intérét dans 300 ml de
bouillon marin dans un erlenmeyer de 500 ml. Le milieu a été incubé pendant 24 heures sur
un agitateur rotatif a 150 tours/minute. Apres l'incubation, le bouillon a été centrifugé a 8000
tours/minute pendant 20 minutes pour éliminer les cellules. Le surnageant contenant les
métabolites est recueilli et mélangé avec un solvant tel que I'acétate d'éthyle (EtOAc) dans
une ampoule a décanter, les deux liquides sont séparés et les métabolites migrent vers le
solvant organique qui est éliminé et évaporé pour obtenir I'extrait brut des métabolites. La
méme méthode a été adoptée par Gopi et al., (2016) sauf qu’il a utilisé divers systémes de
solvants comme le n-hexane, le dichlorométhane, le chloroforme, l'acétate d'éthyle, le

méthanol et le DMSO afin d’optimiser le systeme du solvant.

5.2. Aprés fermentation sur milieu solide :

Les souches bactériennes actives ont été prélevées sur les cultures pures et ensemencées
sur un milieu solide tel que le MA, la culture a ensuite été incubée dans une étuve a 25-30°C
pendant quelques jours selon la souche choisie. Apres incubation, I'extraction est effectuée de
la maniére suivante : un volume de solvant éthanol a 90° ou d'acétate d'éthyle est versé dans le
milieu de culture (MA), ce mélange est laissé a température ambiante pendant environ 2
heures, puis le mélange est filtré avec un steriflip ou du papier Wattman, les extraits obtenus
sont sechés et évaporés pour éliminer le solvant organique, puis les résidus secs sont

conservés dans un endroit frais a 4°C jusqu'a leur utilisation (Rakotovao, 2015).
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6. Vérification de Pactivité antibactérienne:

Pour vérifier la bioactivité des métabolites secondaires extraits Gopi et al., (2016) ont
opté pour la méthode de diffusion sur disque (25 mg/disque) en utilisant des disques
antibiotiques standard (30 mg) de Ceftazidime (CAZ) et de Céfotaxime (CTX) contre les

pathogenes des poissons dans les mémes conditions que celles mentionnées ci-dessus.

7. Purification et criblage chimique des métabolites bruts :

Il existe plusieurs techniques de métabolomique séparative telles que la chromatographie

liqguide a haute performance (HPLC) ou la chromatographie en phase gazeuse qui sont
associées a des méthodes de détection telles que la résonance magnétique nucléaire (RMN), la
spectrométrie de masse (MS) ou l'infrarouge.
Ces techniques peuvent étre combinées pour obtenir des résultats qualitatifs et quantitatifs
idéaux, comme la technique de chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse a
haute résolution, qui consiste a donner des parametres physico-chimiques tels que la masse
moléculaire exacte, le profil de fragmentation ou le spectre UV des composés détectés.
Chagque composé a ses propres caractéristiques qui sont décrites dans des bases de données
bioinformatiques, elles permettent donc son identification. Parmicelles-ci on cite : Dictionary
of Natural Product, Chem Spider et Marin Lit (Navarri, 2016).

7.1. Séparation et purification des métabolites :

Aprés I’extraction des biomolécules a partir du surnageant de la culture de la souche
étudiée en utilisant le solvant organique adéquat, la phase organique obtenue est concentrée

puis soumise a plusieurs étapes chromatographiques :
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7.1.1 Purification des métabolites bruts par chromatographie sur colonne :

La chromatographie sur colonne est une méthode de séparation des constituants d'un
mélange par migration dans un dispositif a deux phases : la phase stationnaire : support solide,
la phase mobile : le solvant.

o La chromatographie sur colonne de gel de silice : provoquée par I'écoulement
continu d'un éluant passant dans la colonne par gravité ou sous I'effet d'une faible
pression. Les composés sont entrainés par 1’¢luant a des vitesses différentes en
fonction de leurs affinités avec la silice et avec I’éluant. Afin de séparer une aliquote
de trois grammes d'extrait concentré de la bactérie potentielle SEB32, Gopi et al.,
(2016), ont utilisé la chromatographie sur colonne de gel de silice. Le gel de silice
activé (230-400 mesh, MERCK) a été placé sur une colonne de verre (450 mm 40
mm) avec une hauteur maximale de 30 cm en utilisant le méthanol et le solvant
acétate d'éthyle (30:70),3 g d'extrait ont été chargés sur le dessus du gel de silice. Les
fractions s’étaient éluées successivement avec 50 ml de méthanol et d'acétate d'éthyle
(30 : 70).

o Chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :

C’est une technique de séparation analytique trés précise, dont les performances en

termes de sélectivité et de résolution, sont liées a I’utilisation de support de granulométrie tres
fine et de I’application d’une pression ¢€levée. Elle se distingue des systemes classiques par
une augmentation de la vitesse d’échange entre phase solide et liquide.
Shaala et al., (2019), ont purifié ’extrait d'acétate d'éthyle du bouillon de fermentation de
I'actinomyceéte: Streptomyces sp associée aux éponges par I’HPLC, la séparation était sur gel
de silice et Sephadex LH-20 afin d’obtenir des fractions a analyser par la suite par les
méthodes d’¢€lucidation structurale.

Généralement, pour aboutir a des biomolécules pures, il est indispensable d’utiliser
toutes ces différentes techniques chromatographiques. A chaque étape il faut tester I’activité
biologique de la solution en question et également procéder a des tests chimiques par le biais
de la chromatographie sur couche mince CCM.
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7.1.2 Chromatographie sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode qui permet de vérifier la
présence et 1’état de pureté des produits €élués. Elle repose principalement sur des phénomeénes
d’adsorptions, la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants (choisis en fonction
de la polarité des molécules contenues dans I’échantillon), qui progressent le long d’une phase
stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique
ou d’aluminium. Apres le dépot de 1’échantillon sur la phase stationnaire, les substances
migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant. Lorsque les composants
de I’échantillon a analyser sont colorés, leur séparation est relativement facile sur la plaque.

Dans le cas contraire, nous devons rendre les taches visibles par révélation (Smaoui, 2010).

Afin de vérifier la pureté des métabolites secondaires, Gopi et al., (2016), ont utilisé la
CCM, ils ont chargé une aliquote de fractions concentrées sur une plaqgue CCM de gel de
silice. Ces plaques ont été soumises a un systéeme de solvant a base d'hexane (chloroforme
(80:20), chloroforme : acétate d'éthyle (90:10), méthanol : acétate d'éthyle (30:70) et acétate
d'éthyle : méthanol (90:10)) pour la sélection du systeme de solvant approprié, ils ont choisi
I'acétate d'éthyle qui convient au fractionnement ponctuel. Les fractions visibles ont été
obtenus et les points ont été visualisés et localisés en soumettant les plaques a des fumées
d'iode. Les fractions qui ont le méme nombre de points que celui des valeurs de référence, sur

la plague CCM, ont été mises en commun et déterminées comme des composés similaires.

7.2 Caractérisation de la structure chimique des biomolécules :

Apres la purification et I'obtention de molécules pures, la caractérisation et I'élucidation
de la structure chimique sont réalisées par I'application de plusieurs techniques
spectroscopiques telles que la spectroscopie de masse, la RMN et I'IR-FT. Ces techniques
sont complémentaires et les résultats obtenus sont combinés pour une meilleure élucidation de
la structure. La présentation de ces techniques ainsi que les résultats obtenus de quelques

travaux antérieurs sont présentés dans ce qui suit :
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7.2.1 Caractérisation de I'extrait brut par chromatographie en phase
gazeuse et spectroscopie de masse (GC-MS) :

La GC-MS est une technique d’analyse qui combine les performances de la
chromatographie en phase gazeuse, pour la séparation des composés d'un échantillon, et de la
spectrométrie de masse, pour la détection et 1’identification des composés en fonction de leur
rapport masse sur charge (m/z). Cette méthode de séparation et de quantification des
composés volatils nécessite une technologie a haut débit pour analyser un grand volume
d'échantillon et identifier précisément les pics par le temps de rétention et le spectre de masse
standard. Pour la séparation des composeés sur la colonne GC, il est nécessaires d'activer une
réaction de dérivatisation pour créer des composés volatils et les rendre aptes a I'analyse, les
composes non volatils ne seront pas dérives et détectés par GC-MS. Cette approche permet
I'identification directe de plusieurs composés volatils tels que les acides organiques, les acides

aminés, les sucres, les alcools de sucre, les acides gras, etc (Zhang et al., 2012).

Aprés purification par CCM et chromatographie sur colonne, Gopi et ses
collaborateurs, (2016) ont soumis I'extrait de méthanol des métabolites purifiés a la détection
de molécules actives par GC-MS. L'extrait a été analyse a l'aide d'un appareil
chromatographique équipé d'une colonne capillaire Elite-5 (5% Phenyl 95% dimethyl
polysiloxane) (30 m 250 mm) et d'un détecteur de turbomasse. L'hélium était le gaz vecteur a
un debit de 1 ml/min. L'injecteur fonctionnait a 290° C et la température du four était
programmée comme suit : 70° C pendant 6 min, puis augmentée progressivement jusqu'a
280° C pendant 10 min. Les composants ont été identifiés en comparant leurs spectres de
masse (figure 30) avec la bibliothéque du NIST 2005.
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Figure 35 : Molécule partiellement purifiée analysée par chromatogramme en phase gazeuse
- analyse du spectre de masse du SEB32. Chromatogramme (axe x = temps de rétention ; axe
y = % intensité/ % abondance). La molécule potentielle de Bacillus sp. (CASMBLAK32) a
été trouvée au Temps de rétention : 23,67, Zone de pic : 4442024, % surface maximale :
21.1465, le nom de la molécule est Pyrrolo [1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro- identifiée
en utilisant la bibliotheque du NIST 2005 (Gopi et al., 2016)

7.2.2 Caractérisation de I'extrait brut par chromatographie en phase
liquide et spectroscopie de masse (LC-MS) :

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse est une
méthode d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase liquide et de
la spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses
substances. Récemment, des techniques LC-MS ont été développées en appliquant une
approche d'ionisation douce, pour rendre la MS plus résistante pour un usage quotidien. La
LC-SM donne des informations sur les valeurs de masse/charge, les temps de rétention et

d'autres parameétres (Zhang et al.,2012).

Bibi et son équipe, (2020), ont soumis le surnageant extrait de la souche Vibrio sp a une
analyse LC-MS. Les échantillons ont été analysés sur le spectrométre de masse Agilent
6540B TOF/Q-TOF intégré a la source UPLC Agilent 1290 et a I'ESI Dual AJS dans les
conditions decrites récemment. Les données brutes obtenues ont été analysées a l'aide du
logiciel d'analyse qualitative Agilent Mass Hunter B.06.00. Les métabolites ont été identifiés

par une base de données interne (figure 36).
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Figure 36 : Métabolites secondaires bioactifs dans un extrait de culture de la souche Vibriosp.
EA348 détecté par analyse LC/MS. (a) Analyse LC/MS en mode positif et (b) analyse LC/MS
en mode négatif (Bibi et al., 2020)

7.2.3 Analyse spectrale FT-IR :

La spectroscopie infrarouge a transformeée de Fourier (FTIR) est utilisée pour déterminer
les fonctions et les groupes chimiques présents dans une molécule (Othmani, 2014).
Gopi et al, (2016), ont analysé les molécules par spectroscopie infrarouge, 9 groupes
fonctionnels ont été détectés sur la base de la littérature précédente et du protocole standard,

ils ont été caractérisés comme suit : alcools, phénols, alcynes, acide.

7.2.4 Elucidation de la structure par RMN :

La RMN est une technique d'analyse spectroscopique et d'élucidation structurale, basée
sur la propriété magnetique des noyaux qui ont un spin nucléaire non nul et la capacité de
s'orienter spéecifiquement dans un champ magnétique, elle permet de déterminer la séquence
des atomes de carbone et d'hydrogéne dans une molécule (Othmani, 2014). Son r6le est
d'identifier et de quantifier un large éventail de composés organiques dans un extrait naturel
brut de l'ordre du micromolaire sans qu'il soit nécessaire de procéder a une séparation
chromatographique. La méthode est non sélective, elle peut détecter tous les composes de
faible poids moléculaire et fournit des informations structurelles caractéristiques des

composés (Zhang et al., 2012).

La combinaison de trois paramétres : le déplacement chimique (l'environnement chimique
dans lequel se trouve I'échantillon), le couplage spin-spin (le nombre et la nature des noyaux
voisins qui donne des informations sur la connectivité) et lI'intensité du pic (concentration en
protons) fournit des données structurelles importantes sur tous les composes, ainsi que la
quantification des composés par l'intensité du signal protonique proportionnelle a celle des
concentrations molaires. Toutes ces informations seront obtenues apres la préparation des

échantillons a I'aide de protocoles standard (Wolfendera et al., 2014).
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Gopi et al., (2016), ont conclu a partir des résultats de RMN UV, FT-IR, et de
spectrométrie de masse que la molécule analysée était un pyrrol, sa structure a eté identifiee

comme étant la Pyrrolo[1,2-a] pyrazine-1,4-dione, les métabolites hexahydrate et la formule
moléculaire de (C7TH10N202). Le poids moléculaire des métabolites a été estime a 154 g/mol.
De méme que Shaala et al., (2019), ont utilisé la RMN et la SM pour déterminer la structure
de six composés (la dicétopipérazine, actinozine A, cyclo (2-OH-d-Pro-I-Leu), deux nouveaux
nucléosides, I'acide thymidine-3-mercaptocarbamique et la thymidine-3-thioamine, ainsi que
le cyclo(d-Pro-1-Phe) et le cyclo(l-Pro-1-Phe)) extraits d'actinomycetes et de Streptomyces sp

associes a des éponges marines.

Conclusion :

La synthése des différentes approches expérimentales qui ont été utilisées pour étudier
les associatons bactéries-invértébrés marins et les méthodes de 1’extraction et de purification

de leurs métabolites secondaires nous a permis de conclure que :

- Une grande diversité bactérienne a été constatée a la fois par culture et par analyses

génétiques moléculaires.

- Des études de culture pure combinées a des analyses de génétiqgue moléculaire sont les
mieux adaptées pour identifier les bactéries spécifiquement associées aux éponges et pour
préceder la détermination des fonctions possibles dans les associations bactéries-éponges.

Ainsi que pour améliorer les conditions de culture.

- La construction de bibliotheques de métagénomique semble prometteuse car elle donne

acces au potentiel génétique de microorganismes non cultivables.

- Des ¢études a approches multiples et différentes plateformes d’analyses sont plutdt
nécessaires pour accéder au métabolome des bactéries symbiotiques et pour caractériser les

métabolites secondaires extraits.
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Conclusion générale :

Ce travail nous a permis d’apprécier les niveaux exceptionnels de biodiversité dans les
écosystemes marins. En effet, les métabolites secondaires extraits a partir des micro-
organismes associés aux éponges marines, aux coraux, aux ascidies et aux algues marines sont
avéres étre d'importantes sources de nouvelles biomolécules naturelles ayant un potentiel

biomédical et biotechnologique remarquable, comme nous 1’avons montré aux chapitre 1 et 2.

Les recherches ont démontré que les produits de plus de 90 % des groupes de génes de
métabolites secondaires ne sont pas exprimés dans des conditions de croissance standard en
laboratoire et/ou que leurs produits sont difficiles a identifier dans les métabolomes extraits.
L'émergence de techniques indépendantes de la culture et de la métagénomique ont
cependant permis de déterminer toute I'étendue de la diversité microbienne non cultivable et a
permis l'accés aux voies biochimiques au sein de ces microorganismes non cultivables.Si les
genes de biosynthése peuvent étre identifiés, clonés et exprimés avec succeés dans un autre
micro-organisme (cultivable), comme E. coli, cela pourrait garantir un approvisionnement

illimité d'un métabolite spécifique.

Par ailleurs, la spectrométrie de masse couplée a la chromatographie gazeuse ou a la
chromatographie liquide (respectivement GC-MS ou LC-MS), et la résonance magnétique
nucléaire (RMN) se sont révélées les techniques les plus fiable afin d’identifier de nouveaux
produits naturels issues des microorganismes associés aux invertébrés marins et aux algues
marines au cours des derniéeres années. La métabolomique représente donc un outil puissant
pour étudier la réponse aux stimuli chimiques et biologiques de la souche productrice de
métabolites secondaires.

Cette étude nous a montré la nécessité d’investir dans ces technologies de pointe afin de
mieux exploiter le potentiel énorme que nous réservent les milieux marins. Pour ces raisons,
1’état Algerien devrait encourager la recherche scientifique dans ce domaine qui reste minime
et mettre a la disposition des chercheurs les moyens matériels pour leur permettre de travailler

dans de  meilleures conditions et d’aboutir a des résultats probants
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En derniers, nous soulignons qu’il est aussi primordial de développer des standards
élevés de protection des écosystemes marins incluant des mesures de protection des especes
en danger, la maintenance ou la restauration des populations endémiques a un niveau viable,
la protection des habitats, des aires de reproduction et de la diversité biologique.Les
interruptions de la symbiose dues au changements climatiques ou au stress environnemental
auront une incidence sur la santé de ces organismes marins, leur taux de croissance et leur

capacité a se défendre contre la prédation, et donc perte d’une grande richesse.
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Abstract

The study of the biochemistry of marine organisms and the search for new natural
bioactive substances of marine origin is a little explored field of research in Algeria. In fact,
the biochemical and genetic diversity of the oceans is much greater than that of emerged
areas. Biodiversity in general, refers to the variety of elements that make up life, it includes
both the different species and forms of life (animal, plant, entomological and other) and their
variability, i.e. their evolutionary dynamics in their ecosystems. This extensive diversification
of living species is also the result of a very long evolutionary history, which is constrained by
a whole complex of physico-chemical variables, biological relationships, genetic
modifications, symbioses and adaptations that frame each organism.

Compared to terrestrial life, marine life has undergone a much more advanced
evolution, which is explained by the appearance of life in the oceans nearly 3.8 billion years
ago, whereas in continental life would be estimated at only 400 million years (Le Gal, 2004).
This leaves us to say that the landscape of the planet's biodiversity was forged in the oceans,
with only a few examples successfully making their way to the terrestrial universe and then

diversifying.

Estimates of the total number of eukaryotic species range from 3.6 million to over 100
million species. These species are grouped in thirty-one phyla, twelve of which are
exclusively marine (Molluscs, Echinoderms, Chordates, Arthropods, Cnidarians, etc.),
compared to nineteen in the continental domain (of which only one is exclusively terrestrial in

origin).

This strong biodiversity is accompanied by exceptional chemical diversity. During the
last thirty years, numerous studies have been carried out on marine invertebrates (sponges,
ascidians, bryozoans, cnidarians...), their associated microorganisms, as well as on marine
algae, leading to the characterization of a large number of new natural products that can
exceed fifteen thousand.

In fact, sessile marine invertebrates such as sponges, corals, gorgonians, sea squirts, as well as

aquatic plants: algae, have developed chemical defense mechanisms to protect themselves
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from predation, colonization, and competition for space, involving substances called
"secondary metabolites” these latter are not essential to life, that is to say they are not directly
involved in the growth, development or normal reproduction of organisms. Their particularity
is their toxicity to predators and the unpleasant taste they give to certain predators, thus
protecting the producing organism from predation. They attribute to the ocean a wealth of
allelochemical substances of all kinds, from the simplest, such as hydrochloric acid or
sulphuric acid, to the most complex, such as certain alkaloids, pseudopeptides or other
macrolides (Pichon, 2016).

The chemical composition of seawater contributes to this chemodiversity. Indeed,
marine organisms possess in addition to the basic elements (carbon, oxygen, hydrogen and
nitrogen), other important elements (% > 10ppm) such as chlorine, sulphur and bromine, but
also slightly less abundant elements such as boron, silicon, iodine and arsenic which are
mostly absent or rarely present in the metabolites of freshwater or terrestrial organisms
(Pichon, 2016). This has aroused the interest of many research teams and major
pharmaceutical groups around the world. In about 40 years, more than 18,000 new molecules

isolated from the marine environment have been characterized.

Therefore, after much research and pre-acquisition, we have found that the most
studied species and those that constitute the most important marine sources of specialized
metabolites are: marine sponges in the first place, cnidarians including corals, marine algae,
ascidians, as well as their associated microorganisms such as cyanobacteria, fungi and
actinomycetes, which are increasingly studied (Corbin, 2016). For this reason, our choice of
study was based on these four marine organisms for which we have done a detailed study of
their biology, biodiversity and chemo-diversity in chapter 1.

In fact, some sponges and other marine organisms have the capacity to harbor in their
tissues microorganisms that can represent up to 40% to 50% of their biomass. These respond
to strategies of defense and protection against a hostile chemical or biological environment,
competition for space or seduction for reproduction (Guezennec et al., 2010), by producing
unique secondary metabolites (Banaigs and Kornprobst, 2007) that constitute new
molecular structures previously unknown in microorganisms of terrestrial origin, as affirmed

by studies carried out at the Scripps Institution of Oceanography in the United States. Among
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these secondary metabolites are: tannins, alkaloids, terpene peptides, sterols and
polyphenols (Crue, 2016). Most of them have antimicrobial (antibacterial, antifungal,

antiprotozoal), antitumor and/or antiviral activitiessummarized in chapter 2.

In chapter 3 we have established a general synthesis of the work previously carried out
on the identification of microorganisms associated with the marine invertebrates described

above (mainly marine sponges), and the screening methods for secondary metabolites.

The first research work on this subject dates back to the 1950s with the discovery of unusual
nucleoside derivatives in the Tethyacrypta sponge by Bergmann and Feeney. However, the
use of microorganisms associated with marine invertebrates as sources of bioactive
metabolites began in earnest in the late 1970s. With work based essentially on the study and
understanding of these associations, using both culture-dependent and culture-independent

methods:

Few articles were devoted to the chemical study of bacteria associated with
invertebrates. Studies on these associations were difficult because only a small fraction of the
species could actually be cultured from natural samples. Hence the need to combine them
with other approaches such as : microscopic analyses, fluorescence in situ hybridization
(FISH), sequencing of 16S rRNA clone libraries, pyrosequencing, metagenomics to analyze
genome fragments from a complex microbial community, and to produce bioactive
metabolites on a large scale and in a sustainable way, as well as the metabolomic approach for
the complete, qualitative and quantitative analysis of as many metabolites of a biological
system as possible, using high-throughput analytical strategies such as spectroscopic
chromatographic techniques (GC-MS, LC-MS) and techniques for the elucidation of the
chemical structure of metabolites (NMR, FT-IR).

For a conclusion, the emergence of techniques independent of culture and
metagenomics have, however, made it possible to determine the full extent of non-culturable
microbial diversity and has allowed access to biochemical pathways within these non-
culturable microorganisms. If biosynthetic genes can be identified, cloned and successfully
expressed in another (culturable) microorganism, such as E. coli, this could guarantee an

unlimited supply of a specific metabolite.

In addition, mass spectrometry coupled with gas chromatography or liquid chromatography

(GC-MS or LC-MS respectively), and nuclear magnetic resonance (NMR) have proven to be
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the most reliable techniques to identify new natural products from microorganisms associated
with marine invertebrates and seaweed in recent years. Metabolomics therefore represents a
powerful tool for studying the response to chemical and biological stimuli of the secondary
metabolite producing strain.

This study has shown us the need to invest in these cutting-edge technologies in order to
better exploit the enormous potential of the marine environment. For these reasons, the
Algerian state should encourage scientific research in this field which remains minimal and
make available to researchers the material means to enable them to work in better conditions

and achieve convincing results.
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Annexe 01 : Milieux de culture
-Gélose marine;

-Bouillon marin;

-Gélose Mueller-Hinton ;
-Bouillon nutritif.

-Gélose nutritive.

-Zobell Marine Agar 2216.

Annexe 02 : Bouillon nutritif

PEPIONE. ...t 10g
Chlorure de SOAIUM........ccviiiiiie e 5¢
EXtrait de VIANGE.........covviiieiecc et 10g
EXErait de [OVUIE.....c.ooiiiiieee e 1.5¢

.....

Annexe 03 : Gélose nutritive

PEPIONE.....cceee 10g
Chlorure de SOdIUM........ccviiiee e 5¢
EXErait de VIANGE........cooviiiiiiieeeee e 10g
EXIrait de IOVUIE.......ovieeece et 1.5¢
AN < 179

rrrrr

Annexe 04 : Gélose Mueller-Hinton
Composition en g/l

EXtrait de VIaNde..........coveiieiieiiccicce e 29
Hydrolysat acide de CASEINE .........ccoevreieireieeere e, 1759
A 11T o] ISP PR 1.5¢

AN ... 179

Apres la préparation du milieu le pH de ce dernier est ajusté a 7,4 puis le milieu stérilisé a
120C° pendant 20 min.
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Annexe 05 : La gélose marine et le bouillon marin

Gélose marine composition /L

Bouillon marin composition /L

Peptone 10 g
Extrait de levure 2 g,
MgSO4 0,2 g,

KH2P040,2 g

Peptone 10 g
Extrait de levure 2 g,
MgSO4 0,2 g,

KH2P040,2 g

Agar-agar 36 ¢

pH 7,0-7,2

Annexe 06 : Zobell Marine Agar 2216 :

Utilisation prévue : Recommandeé pour la culture, lI'isolement et le dénombrement des

bactéries marines hétérotrophes.

Composition Ingrédients Gms / Litre

Peptone 5.000

Extrait de levure 1.000

Citrate ferrique 0,100

Chlorure de sodium 19,450

Chlorure de magnésium 8.800

Sulfate de sodium 3,240

Chlorure de calcium 1.800




Chlorure de potassium
Bicarbonate de sodium
Bromure de potassium
Chlorure de strontium
Acide borique

Silicate de sodium
Fluorate de sodium
Nitrate d'ammonium
Phosphate disodique

Agar

pH final (& 25°C) 7,6+0,2

0,550

0,160

0,080

0,034

0,022

0,004

0,0024

0,0016

0,008

15.000
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Annexe 07 : Le matériel nécessaire en laboratoire pour réaliser cette expérience

Materiel biologique : Des especes marines sessiles (épnges- ascidies- coraux- algues).

Appareillage :
-Broyeur ;

-Balance ;
-Incubateur ;
-Agitateur vortex ;
-Centrifugeuse.
Verrerie :

-Tubes et Microtubes ;
- Réateau en verre ;

- Pipettes Pasteur ;

- Boites de Petri ;
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- Erlenmeyer ;
- Ecouvillon ;
-Micropipettes ;

-Entonnoir.

Annexe 08 : Preparation des dilutions

1 ml
T ml 1 mi 1 ml 1 mi 1ml 1mil

-

4l N7 TN TN TN N7 TN

1gdu

broyat
+

9 mil du

Bouillon

marin

Figure 1 Préparation des dilutions
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Annexe 09 : Principe de la chromatographie sur couche mince

Couvercle

Chromatographie sur couche mince

(CCM)

Annexe 10 : Principe de la chromatographie liquide a haute performance.

Chromatographie en phase
liquide a haute performance

J Acquisition des
données par

Solvant Détecteur Déchets




Annexe 11 : Principe de la GC-MS

m

o Portd’injection

Colonne capillaire Source d’ionisation

—
Analyseur de masse

lm'l @1 cntilla de mise au poin't/

Foura GC

[CENESTE——

AN

Chromatographie en phase e

gazeuse-spectromeétrie de masse

(GC-MS)

Analyses des données

ANNEXES

Détecteur
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Annexe 12 : Principe de la LC-MS

T_"' Solvant

Colonne LC

.—’ Source d’ions

Injecteur Echantillon ionisé

Prétraiter un = ¢

echantillon de Spectrometrie de masse

patient l

Deétecteur

+

— * Sortie

Chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse

(LC-MS)




Annexe 13 : Principe de la méthode de diffusion sur disque

® ®&® @ (e @©

Pastilles d'antibiotiques :
amoxicilline,

pénicilline,

cefotaxime,
érythromycine,
gentamicine

Boite de pétri

Tapis bactérien
développé sur
gélose nutritive

La souche bactérienne
est résistante a
I'antibiotique

La souche bactérienne est
partiellement sensible a
I'antibiotique

Auréole de lyse
indiquant que la souche
bactérienne est
sensible a I'antibiotique
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