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RESUME

La dégradation des fibres alimentaires est une fonction essentielle des écosystemes digestifs
microbiens. Chez le ruminant, elle est assurée par des bactéries, champignons et protozoaires
capables de produire de nombreuses enzymes nécessaires a 1’hydrolyse des polysaccharides de
paroi végétale. Parmi les facteurs susceptibles d’influencer I’efficacité de dégradation des fibres,
qui est une composante importante de la productivité et de la santé¢ animales, des additifs tels que
des levures probiotiques apparaissent comme un levier intéressant. Afin d’approfondir les
connaissances sur les facteurs de modulation de ’activité fibrolytique, une biopuce ADN
fonctionnelle, outil moléculaire haut-débit, ciblant les geénes codant les enzymes clés de la
dégradation de la cellulose et des xylanes dans les écosystemes digestifs a été¢ développée. Aussi,
une méthode efficace dédiée a des échantillons ruminaux pour la soustraction des ARNr a partir
des ARN totaux a ¢ét¢ mise au point afin d’accroitre la sensibilit¢ de 1’outil. La biopuce
fonctionnelle a été¢ validée sur échantillons de complexité croissante et démontre d’excellents
caracteres de spécificité et de sensibilité tout en étant exploratoire et quantitative. Des régulations
différentielles de 1’arsenal des genes de la fibrolyse de la bactérie du rumen Fibrobacter
succinogenes ont pu étre montrées. De méme, les résultats sur échantillons de rumen suggerent un
role des microorganismes eucaryotes dans la fibrolyse pouvant étre plus important qu’initialement
envisagé. Cette approche métatranscriptomique dirigée pourra in fine continuer d’étre appliquée
dans 1’¢tude de I'impact de facteurs biotiques et abiotiques sur la fonction fibrolytique
microbienne chez les animaux d’élevage.

Mots clés : écosystémes microbiens digestifs, dégradation des fibres alimentaires, glycoside
hydrolases, carbohydrate estérases, biopuce ADN fonctionnelle, capture de genes,
métatranscriptomique.

ABSTRACT

Dietary fibre degradation is an essential function of microbial digestive ecosystems. In ruminants,
this function is ensured by bacteria, fungi and protozoa, producing a large array of enzymes able
to degrade plant cell wall polysaccharides. Among factors likely to influence the efficiency of
fibre degradation, which is an important component in animal productivity and health, dietary
additives such as probiotic yeasts appear as an interesting tool. To provide more insight on factors
modulating fibrolytic activity, we designed a functional DNA microarray targeting genes coding
for key enzymes involved in cellulose and xylan degradation by digestive microbiota. Also, an
efficient method dedicated to rumen samples for removing microorganisms’ rRNA from total
RNA samples was developed to increase the sensitivity of the tool. The DNA microarray was
validated using targets of increasing complexity and demonstrated sensitivity and specificity as
well as explorative and quantitative potential. Differential expression of genes involved in
fibrolysis was evidenced in the rumen bacterium Fibrobacter succinogenes. Moreover, results on
rumen samples suggest a more important role of eucaryotes in fibre degradation than previously
thought. This targeted metatranscriptomic approach will be further applied to the study of the
impact of biotic and abiotic factors on the microbial mechanisms of fibre degradation in livestock.

Key words: digestive microbiota, dietary fibre degradation, glycoside hydrolases, carbohydrate
esterase, functional DNA microarray, gene capture, metatranscriptomics.
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Le tube digestif des Mammiferes est colonis¢ par une communauté complexe et diversifiée de
microorganismes symbiotiques, pour la plupart anaérobies stricts, que l'on regroupe sous le
terme de « microbiote digestif ». Le réle important du microbiote digestif dans la santé et la
nutrition de son hote est de mieux en mieux compris et conduit aujourd'’hui a le considérer
comme un organe a part enticre.

L'une des fonctions principales des microbiotes digestifs est la dégradation et la fermentation
des fibres végétales issues de l'alimentation. En effet, ces fibres, essentiellement constituées
de polysaccharides végétaux (cellulose, hémicellulose, amidon résistant...), ne peuvent étre
dégradées par les enzymes digestives de 1'hote. La fonction de fibrolyse est ainsi
principalement assurée dans le colon chez I’homme et 1’animal monogastrique, et dans le
rumen chez I’animal polygastrique. La dégradation des fibres végétales fait intervenir
plusieurs groupes microbiens organisés en une chaine trophique dont le premier maillon est
constitué par une communauté de microorganismes clés, capables de produire un vaste
répertoire d'enzymes qui agissent en synergie et réduisent la complexité des polysaccharides
végétaux. La fermentation des oses libérés, assurée par les microorganismes fibrolytiques ou
non, conduit a la production de gaz (H,, CO» et CH4), et d’acides gras volatils qui représentent
une source d’énergie pour I’hdte. D’un point de vue zootechnique, la fibrolyse permet
d'optimiser I'utilisation de la ration alimentaire chez I’animal monogastrique non herbivore, et
elle est primordiale chez les herbivores dont pres de 70% de 1’énergie est apportée grace a ce
processus. La compréhension du mécanisme de dégradation et de fermentation des fibres
végétales au sein du microbiote digestif représente donc un intérét certain en situation
d’élevage. L’Unité UR 454 de Microbiologie de 'INRA de Clermont-Ferrand/Theix étudie
depuis de nombreuses années les communautés fibrolytiques du rumen des ruminants
d’¢levage et du colon de I’homme, en particulier la physiologie des microorganismes
fibrolytiques, leurs interactions avec d’autres communautés fonctionnelles au sein du
microbiote et I’équipement enzymatique dont ils disposent pour dégrader les fibres végétales.
Elle a par ailleurs développé un partenariat depuis plus de 20 ans avec la société Lallemand
Animal Nutrition, qui produit et commercialise des levures probiotiques en nutrition animale.
Ces deux entités collaborent en particulier & mieux comprendre I’effet de différents facteurs,
biotiques (probiotiques...) ou abiotiques (alimentation...), sur la structure des microbiotes
digestifs d’animaux d’élevage ainsi que leur activité, en particulier fibrolytique.

Chez le ruminant, des additifs alimentaires tels que les levures probiotiques exercent des
effets bénéfiques sur la dégradation des parois végétales in vivo ainsi que sur 1’abondance de

certaines especes bactériennes et fongiques. Cependant, du fait de la grande complexité



structurale et fonctionnelle des communautés microbiennes fibrolytiques, les mécanismes qui
sous-tendent ces effets positifs, ainsi que les étapes limitant la dégradation des fibres dans
I’écosystéme sont encore mal connus. Les biopuces ADN fonctionnelles, outils moléculaires
haut-débit ciblant les fonctions microbiennes, ont trouvé de nombreuses applications en
écologie microbienne du fait de leur simplicité d’utilisation, de la rapidité d’acquisition de
données pour un grand nombre d’échantillons et de leur facilité d’interprétation. Le groupe de
recherche du Pr. Pierre Peyret (CIDAM, EA 4678, Université d’Auvergne) développe des
logiciels de conception de sondes pour biopuces (PhylArray, PhylGrid2.0, GoArrays,
HiSpOD, KASpOD, MetaExploArrays, P-MetaStackPrt) dédiées aux ¢écosystémes
environnementaux, des bases de données de sondes (PhylOPDb) et des biopuces ADN
fonctionnelles (DechloArray) ou phylogénétiques (HuGChip) qui ont montré leur intérét et
leur efficacité. Aussi, afin d’étudier 1’activité fibrolytique du microbiote digestif de I’animal
(monogastrique et polygastrique) soumis a différentes conditions nutritionnelles ou
physiologiques, une approche biopuce ADN ciblant spécifiquement les geénes codant des
enzymes impliquées dans la dégradation de polysaccharides végétaux (cellulose et xylanes) a
¢té mise en place au cours de ce travail de thése. Une attention particuliere a €té portée a
toutes les étapes intervenant dans cette approche de métatranscriptomique (de la préparation
des échantillons a la validation de 1’outil). Pour ceci, des échantillons de contenu de rumen
issus d’une expérimentation animale bovine ont été utilisés pour la mise au point de toutes les
étapes. Afin d’étudier I’influence des additifs alimentaires utilisés dans cette expérimentation
sur le microbiote ruminal, une étude structurale par séquengage d’amplicons a également été

réalisée.

Afin de présenter le contexte scientifique de ce travail, une synthése bibliographique
découpée en cinq parties, précede les résultats expérimentaux. Bien que la biopuce ADN
développée cible simultanément les genes de microorganismes fibrolytiques de 1’animal
monogastrique (porc) et de ’animal polygastrique (bovins), nous nous sommes focalisés dans
ce manuscrit essentiellement sur le microbiote ruminal et sa fonction de fibrolyse. Ainsi, la
partie 1 débute par un bref rappel de I’anatomie du tube digestif et de la digestion des bovins.
La composition et la diversité du microbiote ruminal, et les diverses fonctions qu’il assure
pour son hote sont ensuite traités. La deuxieme partie porte sur les différents composants des
fibres végétales entrant dans 1’alimentation des bovins d’élevage et leur digestibilité. Dans la
partie 3, la diversité des microorganismes fibrolytiques du rumen est rapidement abordée pour

se consacrer aux enzymes nécessaires a la dégradation des fibres végétales. Les capacités



métaboliques des microorganismes fibrolytiques, appréhendées par des approches de
génomique et de transcriptomique, sont développées et un point rapide sur les mécanismes de
régulation des genes codant les enzymes de fibrolyse est réalisé. La partie 4 est dédi¢e a
I’effet de facteurs biotiques et abiotiques sur la structure et l’activité fibrolytique du
microbiote ruminal, ou le régime alimentaire et 1’apport de levures probiotiques sont traités en
temps qu’exemples détaillés. Enfin, la partie 5 récapitule succinctement les différentes
approches utilisées en écologie digestive pour étudier la structure et la fonction des
microbiotes digestifs, avec une emphase particuliére sur les approches moléculaires haut-débit
et les biopuces ADN.

A la suite de cette revue bibliographique, les principaux objectifs de these sont présentés. Les
résultats expérimentaux sont ensuite abordés sous la forme de trois chapitres. Le premier
chapitre est dédi¢ a la préparation des échantillons d’ARN, étape clé des études de
métatranscriptomique. Ce chapitre aborde une optimisation de la co-extraction d’ADN et
d’ARN a partir de contenus ruminaux, et du développement d’une méthode efficace
d’enrichissement en ARNm dédiée a ces échantillons. Le deuxiéme chapitre est consacré aux
phases de conception et de validation de la biopuce ADN fonctionnelle. Enfin, une partie de
mon travail s’est inscrite dans le contexte d’une expérimentation animale au cours de laquelle
I’effet d’additifs alimentaires (huile de cameline et levures probiotiques) sur la structure du
microbiote ruminal ainsi que l’application de la biopuce ADN a des échantillons d’ARN
complexes issus de contenus ruminaux ont été évalués, ce qui fait ’objet du dernier chapitre
de ce manuscrit.

Une conclusion générale synthétisant les différents points abordés et la présentation des
perspectives de recherche, et enfin une publication a laquelle je suis associée et actuellement
en révision dans Journal of Dairy Science ainsi qu’une liste de communications, viennent

clore ce mémoire.
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Partie I

LE MICROBIOTE DIGESTIF DU RUMEN DES BOVINS :
DIVERSITE ET FONCTION

I.1. TRACTUS GASTRO-INTESTINAL ET DIGESTION DES BOVINS

Le tube digestif des bovins est caractéris¢é par la présence de trois pré-estomacs non-
sécrétoires (successivement le rumen, le réticulum et ’omasum) en amont d’un estomac

sécrétoire (I’abomasum) comparable a I’estomac des monogastriques (Figure 1).

Intestin Omasum

Réticulum

r ‘: | F
iz ) F’j'
R L R

Figure 1 - Tube digestif des bovins.

Le transit des digesta est signalé par des fleches numérotées.
Le compartiment ruminal est coloré en vert.

Crédit : http:/www.atblum.be/bioafb/phystube/phystube.htm

Parmi ceux-ci, le rumen est de loin le plus volumineux. Il représente 60 a 70% du volume du
tube digestif et peut atteindre 150 litres chez le bovin adulte. Il permet ainsi le stockage d’une
grande quantit¢ d’aliments ingérés par I’animal tout au long de la journée. Le réticulum
largement ouvert sur le rumen sert de tamis en empéchant le passage des grosses particules
vers I’omasum. Ainsi, les particules indigestibles s¢journent entre 25 et 60 h dans le rumen et
ne seront €¢vacuées que lorsque leur taille atteindra quelques millimetres. Leur réduction en
particules fines est assurée au cours des ruminations méryciques grace a leur remastication et
leur brassage réguliers (Rémond ef al., 1995). Durant leur séjour, les polyméres végétaux sont
¢galement fermentés par une communauté complexe de microorganismes symbiotiques qui

assurent leur conversion en monomeres puis acides gras volatils (AGV) rapidement absorbés


http://www.afblum.be/bioafb/phystube/phystube.htm

par la muqueuse ruminale (Jouany et al., 1995). Cette activité fermentaire s’accompagne de la
production de plus de 1000 litres de gaz par jour comprenant 65% de CO», 27% de CH4, 7%
de N> et moins de 1% de O», H» et HoS (Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007). Le contenu du
rumen s’organise ainsi en trois phases : une phase liquide en partie ventrale contenant des
particules fines et imbibées en suspension, une phase gazeuse en partie dorsale réguliérement
vidangée par éructation et une phase intermédiaire solide dans laquelle les particules les plus
grosses s’accumulent (Rémond et al., 1995). Les particules les plus petites sont évacuées vers
I’omasum dans lequel les fermentations seront en partie poursuivies, et ou les AGV ayant
échappé a D’absorption dans le rumen, et une partie de I’eau et des sels minéraux seront
absorbés (Deswysen et al., 1995). La digestion proprement dite est réalisée dans 1’abomasum
en présence des enzymes digestives de 1’hote et de sécrétions acides (Toullec et Lalles, 1995).
Les digesta sont ensuite dirigés vers I’intestin comprenant I’intestin gréle, le caecum et le
colon spiralé. La digestion y est poursuivie et I’eau et les nutriments disponibles sont absorbés
(Toullec et Lalles, 1995 ; Tisserand et Demarquilly, 1995). Comme le rumen, caecum et colon
sont le siége de fermentations microbiennes. Cependant, chez le ruminant, le role des
microorganismes intestinaux est considéré comme mineur étant donné que le rumen assure 80

a 90% des capacités fermentaires du tube digestif (Tisserand et Demarquilly, 1995).

I.2. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DU RUMEN

Le rumen est caractérisé par des conditions physico-chimiques constantes. On note en
particulier un potentiel d’oxydo-réduction trés négatif reflétant une atmosphére anaérobie, un
pH proche de la neutralité, et une température constante (Fonty et Chaucheyras-Durand,
2007) (Tableau 1).

Tableau 1 — Caractéristiques physico-chimiques du rumen.

Paramétres physico-chimiques

pH 5,7-1,3
Potentiel d’oxydoréduction -0,35V
Température 38-41°C

Ces conditions sont favorables au développement et a 1’établissement d’une communauté
complexe et diversifiée de microorganismes anaérobies stricts. Le microbiote ruminal est
ainsi constitu¢ de procaryotes (bactéries et archées) et d’eucaryotes (champignons et

protozoaires). Ces microorganismes ont suscité et suscitent encore un intérét particulier du fait
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de leur role majeur dans la digestion et la nutrition, mais aussi dans le développement et le

maintien de la santé de leur hote.

I.3. DIVERSITE DU MICROBIOTE DIGESTIF RUMINAL

A la naissance, le tube digestif des ruminants est stérile. Néanmoins, il est rapidement
colonisé¢ par une communauté abondante et diversifiée de microorganismes. Les premiers
colonisateurs sont des bactéries aérobies et anaérobies facultatives, issues de I’environnement
et de la mére, rapidement supplantés par des microorganismes anaérobies qui s’installent
selon une séquence bien déterminée pour constituer le microbiote de I’adulte (Fonty et al.,
1987, 1988). Les méthodes culturales ont permis dans un premier temps de considérablement
progresser dans la connaissance de la diversité des microbiotes digestifs. Cependant, le
développement et I’amélioration constante des méthodes moléculaires permettent aujourd’hui
de prendre en compte la diversité des microorganismes non cultivables. Aussi, les données

présentées ci-apres sont essentiellement issues de travaux d’écologie moléculaire.

I.3.1. LES BACTERIES

Les bactéries constituent la communauté microbienne la plus abondante dans le rumen. Elles
sont généralement retrouvées a 10! cellules/mL de contenu et représentent environ 40% de la
biomasse microbienne (Fonty ef al., 1995). Elles sont essentielles a la nutrition de leur hote
qui ne peut survivre en leur absence (Baldwin et Allison, 1983). Les bactéries occupent
différentes niches écologiques du rumen (Edwards ef al., 2008) au sein desquelles leur
diversité varie (Sadet et al., 2007 ; de Menezes et al., 2011). 1l est estimé que 1/4 d’entre elles
sont libres dans la phase liquide et 3/4 sont attachées aux particules alimentaires (Forsberg et
Lam, 1977 ; Craig et al., 1987). Une faible proportion, de I’ordre de 1%, est attachée a
I’épithélium ruminal (Mueller et al, 1984). La communauté bactérienne ruminale se
caractérise par une extréme diversité. Une méta-analyse réalisée sur I’ensemble des séquences
déposées dans la base de données RDP (Cole et al., 2009) et issues d’études taxonomiques sur
le microbiote ruminal met en évidence que les bactéries ruminales ont ét¢ affiliées a 19 phyla
différents (Kim et al., 2011) (Figure 2). Les études de métagénomique et de séquencage haut
débit de I’ADNr 16S ont évalué la diversité ruminale individuelle entre 200 (Pinloche et al.,

2013 ; Jami et Mizrahi, 2012) et 2000 OTUs (Fouts et al., 2012 ; Jami et Mizrahi, 2012b)
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mais le nombre d’OTUs identifiés sur I’ensemble des échantillons de 1’expérimentation peut
atteindre 500 a 1000 (Pitta et al., 2010 ; Hess ef al., 2011 ; Kittelmann et al., 2013), 4000 a
5000 (Fouts et al., 2012 ; Jami et Mizrahi, 2012b ; Li et al., 2012) voire 14000 (de Menezes et
al.,2011).

5~ Acidobacteria

| o Firmicutes

| o /' Bacteroidetes

| 107 : - Actinobacteria
a1 Chloroflexi

B Deferribacteres

{1z  Fibrobacteres

5 Fusobacteria
iz Lentisphaerae

{471 Planctomycetes

(== Proteobacteria

'_ 144 p Spirochaetes

| 282 " Synergistetes

{18 ~ Tenericutes

157 Verrucomicrobia
i 10P10

s 'Cyanobacteria

1% SR1

[3 | T™M7

1 10e Bactéries non classées

Figure 2 — Arbre phylogénétique des 19 phyla bactériens du rumen (Kim et al., 2011).
L’arbre a été construit a partir de ’ensemble des séquences du géne de ’ADNr 16S déposées
dans les bases de données et provenant du rumen. Le nombre de séquences utilisées est indiqué
dans les rectangles et les parallélogrammes. Les séquences dans les rectangles ont toutes été
affiliées au méme rang taxonomique tandis que les séquences dans les parallélogrammes ont été
affiliées a différents rangs taxonomiques.
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Dans I’ensemble des études, les phyla majoritaires sont les Firmicutes et les Bacteroidetes, et
représentent a eux seuls jusqu’a 90% de la communauté bactérienne. Dans une moindre
mesure, d’autres phyla apparaissent prépondérants : les Proteobacteria, les Actinobacteria, les
Synergistetes et les Fibrobacteres mais ceux-ci sont retrouvées dans des proportions
inférieures a 5%. Si ’on se place au niveau de la famille, les Prevotellaceae, les
Lachnospiraceae, les Veillonellaceae, les Succinivibrionaceae et les Ruminococcaceae sont
prédominants. Une cinquantaine de genres (Fouts ef al., 2012 ; Pinloche et al., 2013 ; Li et al.,
2012) sont généralement détectés, parmi lesquels relativement peu sont présents a plus de 1%
de la population bactérienne totale (Pinloche et al., 2013). Les genres prédominants sont
Prevotella (phylum des Bacteroidetes), de loin le plus abondant (entre 20 et 30% des
séquences), Butyrivibrio, Ruminococcus, Coprococcus, Succiniclasticum, Selenomonas
(phylum des Firmicutes), Fibrobacter (phylum des Fibrobacteres), Treponema (phylum des
Spirochaetes) et Succinivibrio (phylum des Proteobacteria). La diversité des bactéries est
essentiellement affectée chez I’adulte par des facteurs abiotiques comme la nature de la ration
(Voir Partie IV de cette synthése bibliographique) mais il est important de noter que des
variations interindividuelles ont été observées chez des animaux recevant une méme ration
(Welkie et al., 2010 ; Brulc et al., 2009 ; Jami et Mizrahi, 2012b). Ceci avait été¢ auparavant
observé chez ’homme (Tap et al., 2009). Pour exemple, Jami et Mizrahi (2012a) ont montré
que 1’abondance du phylum des Bacteroidetes oscillait entre 26 et 70% des séquences totales,
malgré un traitement identique de tous les échantillons. Par ailleurs, ils n’ont observé que
51% de similarité¢ entre les 16 échantillons étudiés, en ne tenant compte que de la
présence/absence des OTUs identifiés. La similarité des échantillons atteignait toutefois 82%
lorsque la position phylogénétique des OTUs a été prise en compte, ce qui indique que méme
si les especes bactériennes different entre individus, elles sont relativement proches
phylogénétiquement. Les auteurs suggerent ainsi qu’il existerait un « core microbiome », ici
constitué¢ de 32 genres, compos¢ de taxa communs a tous les animaux et qui pourraient
remplir des fonctions essentielles au bon fonctionnement du rumen ou occuper une niche
écologique spécifique au sein du rumen. Néanmoins, dans cette étude, les animaux ont tous
recu la méme ration et la définition du « core microbiome » serait plus adéquate pour des
animaux différant dans leur alimentation (Li ef al., 2012) ou dans les conditions physico-
chimiques du milieu ruminal (Pinloche et al., 2013). La connaissance de la structure de la
communauté bactérienne ruminale est d’un intérét particulier en production animale car elle
pourrait avoir un impact direct sur 1’efficacité alimentaire de leur hote. En effet, une analyse

DGGE des bactéries de la phase liquide a montré que les empreintes moléculaires obtenues
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pour des animaux a haute efficacité alimentaire et des animaux a faible efficacité alimentaire
pouvaient étre clairement séparés quelle que soit la race, suggérant la présence de groupes
bactériens spécifiques en lien avec les performances animales (Guan et al., 2008). Les
bactéries sont associ¢es a différents métabolismes. Selon le substrat qu’elles utilisent, on
distingue les bactéries fibrolytiques (cellulolytiques et hémicellulolytiques), amylolytiques,
pectinolytique, saccharolytiques, protéolytiques et lipolytiques. Une espece peut présenter un
large éventail de substrat comme é&tre trés spécialisée. Pour exemple, Prevotella ruminicola
est capable de métaboliser les hémicelluloses, la pectine, 1’amidon et les protéines et d’utiliser
les produits de dégradation résultants tandis qu’Anaerovibrio lipolytica ne peut qu’hydrolyser
les lipides et fermenter le glycérol et le lactate. D’une manieére générale, les fonctions
métaboliques ne sont pas corrélées avec la taxonomie des bactéries et sont bien souvent
retrouvées chez plusieurs especes ou genres. La redondance des fonctions assure sans doute

une stabilité de 1’écosystéme en cas de perturbations (Edwards et al., 2008).

I.3.2. LES ARCHEES

Les archées retrouvées dans les écosystémes digestifs sont essentiellement anaérobies et
méthanogenes. Les archées méthanogénes utilisent pour la plupart le H» et le formiate (parfois
le méthanol) comme sources d’énergie pour réduire le CO2 en CHa. De ce fait, elles jouent un
role majeur dans le bon fonctionnement des microbiotes digestifs (rumen et colon) en assurant
I’¢limination d’Haz, connu pour son effet inhibiteur sur les fermentations. Dans le rumen, les
archées ont été dénombrées a 103-10'° cellules/mL de contenu par méthodes culturales
(Morvan et al., 1996 ; Leedle et Greening, 1988) et représentent moins de 4% de la population
microbienne ruminale (Kong et al., 2010). Elles peuvent étre libres dans la phase liquide,
associées aux particules végétales ou a I’épithélium, ou fixées aux protozoaires en tant
qu’ectosymbiontes ou endosymbiontes. Les méthodes culturales n’ont permis d’isoler que 8
especes d’archées méthanogenes a partir de contenu de rumen. Toutefois, les études par
séquengage de I’ADNr 16S montrent que la population archéenne ruminale est bien plus
diverse avec la présence de séquences de pres de 1000 especes différentes dans les bases de
données(Kim et al., 2011a). Selon une méta-analyse réalisée a partir de 14 études de clonage-
séquencage de I’ADNr 16S (Janssen et Kirs, 2008), les archées méthanogénes du rumen
appartiennent majoritairement au phylum des Euryarcheota et sont pour une grande part

affiliées a des espéces cultivées ou proches de celles-ci (Figure 3).
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Figure 3 — Arbre phylogénétique des archées du rumen (Janssen et Kirs, 2008).

L’arbre a été construit avec les séquences du gene de ’ADNr16S provenant de 14 études.
Le nombre de séquences utilisées est indiqué en parenthéses. Les classes soulignées
contiennent les genres majoritaires. Mbb., Methanobrevibacter.

Ainsi, le genre Methanobrevibacter (62% des séquences), appartenant a 1’ordre des
Methanobacteriales, et le genre Methanomicrobium (15% des séquences), appartenant a
I’ordre des Methanomicrobiales, sont les plus abondants. Le genre Methanobrevibacter est
principalement représenté par le clade M. gottschalkii (défini par les especes M. gottschalkii,
M. thaueri, M. millerae) et le clade M. ruminantium (défini par les espéces M. ruminantium et
M. olleyae). D’autres espéces comme Methanobrevibacter smithii et M. wolinii, et d’autres
genres comme Methanimicrococcus (ordre des Methanosarcinales) et, Methanosphaera et
Methanobacterium (ordre des Methanobacteriales) sont retrouvées plus rarement. Dans cette
méme étude, 16% des séquences ont été affiliées a un groupe d’archées non cultivées, proche
des Thermoplasmatales, désigné Rumen Cluster C (RCC), récemment affili¢ au 7°™ ordre
d’archées méthanogénes méthylotrophes, les Methanomassiliicoccales (Borrel et al., 2013 ;

Mihajlovski et al., 2008). Par ailleurs d’autres groupes d’ Archées non cultivées ont également

été reportés : le groupe Qld26 (Janssen et Kirs, 2008) et le groupe des Crenarcheota (Shin et
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al., 2004 ; Skillman et al., 2006), mais ceux-ci n’ont été retrouvés que dans peu d’études. Si
dans la plupart des études le genre Methanobrevibacter est dominant, certaines ont mis en
évidence que d’autres groupes pouvaient étre dominants. Le groupe RCC a ainsi été retrouveé
dominant chez des moutons au paturage (Wright et al., 2006), chez des vaches recevant une
ration a base de pomme de terre (Wright et al., 2007) et chez le Yak (Huang et al., 2012)
tandis que les Methanomicrobiaceae dominaient la population méthanogéne de vache

nourries au son de bl¢ et concentré (Shin ef al., 2004).

I.3.3. LES PROTOZOAIRES

Les protozoaires sont retrouvés a 10°-10° individus/ml par méthodes culturales (Dehority,
1984) et qPCR (Sylvester et al., 2004), et peuvent représenter jusqu’a 50% de la biomasse
ruminale. IIs sont prédateurs des bactéries et ainsi considérés comme des régulateurs de la
population bactérienne et ont un role primordial dans le recyclage de 1’azote des bactéries
(Koenig et al., 2000). Les protozoaires sont essentiellement ciliés mais on observe ¢galement
la présence de flagellés. Les protozoaires flagellés constituent généralement une faible
proportion de la population et de ce fait, ils n’ont été que trés peu étudiés. Seulement 4
especes ont été décrites (Chilomastix sp., Monocercomonas sp., Pentatrichomonas sp. et
Tetratrichomonas sp.) et leur réle n’est pas connu (Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007). Les
protozoaires ciliés présentent une taille variant de 20 a 150 um qui permet facilement de
réaliser leur observation et leur comptage sous un microscope. Ils sont divisés en deux
groupes : les Entodiniomorphes et les Holotriches, et sont classés en plusieurs genres selon
leur morphologie (Fonty et al., 1995). Les Entodiniomorphes ruminaux comprennent les
genres  Entodinium,  Diplodinium,  Eudiplodinium,  Ostracodinium,  Metadinium,
Enoploplastron, Polyplastron, Epidinium et Ophryoscolex. lls appartiennent a la famille des
Ophryoscoleicidae. Les Holotriches, affiliés a la famille des Isotrichidae, sont principalement
représentés par les genres Dasytricha et Isotricha (Williams et Coleman, 1992 ; Karnati ef al.,
2003). D’une maniere générale, les protozoaires ruminaux sont dominés par le genre
Entodinium qui a été retrouvé le plus abondant par microscopie (Sylvester et al., 2004), T-
RFLP (Tymensen et al., 2012) et clonage-séquengage du géne de I’ARNr 18S (Kittelmann et
Janssen, 2011). Il peut représenter plus de 90% des protozoaires totaux. Néanmoins, plusieurs
types de communautés protozoales dominées par différents genres ont été observés en
microscopie (Eadie, 1962) et récemment confirmés par séquengage haut débit d’amplicons de

I’ADNr 18S (Kittelmann et al., 2013). Des populations différentes ont également été trouvées
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entre la phase liquide et la phase solide, suggérant des roles spécifiques au sein du rumen
(Shin et al., 2004). Bien qu’ils ne soient pas essentiels aux ruminants (Eugéne ef al., 2004), le
role des protozoaires est primordial lorsque les animaux regoivent des rations riches en
substrats rapidement fermentescibles. Les Holotriches utilisent essentiellement les glucides
solubles suivant un spectre différent selon les genres (Williams et Coleman, 1997) tandis que
le genre Dasytricha et les Entodiniomorphes sont capables d’ingérer des grains d’amidon. En
soustrayant aux bactéries les sucres solubles et I’amidon qu’ils métabolisent lentement, les
protozoaires limitent les fermentations et retardent ainsi I’apparition du phénomeéne d’acidose.
Les Entodiniomorphes ingerent également les fragments végétaux et digérent efficacement les
glucides pariétaux qui les constituent. Les protozoaires, forts producteurs d’H», interagissent

étroitement avec les archées méthanogenes.

I.3.4. LES CHAMPIGNONS

Découverts dans les années 1970 (Orpin, 1975), les champignons ruminaux apparaissent
singuliers au sein du régne des Fungi. En effet, ils sont anaérobies stricts et ont exclusivement
été isolés du tractus gastro-intestinal de mammiféres et de reptiles herbivores (Liggenstoffer
et al., 2010). Ils ne possédent pas de mitochondries mais des hydrogénosomes d’origine
mitochondriale et sont également caractérisées par un génome particulicrement riche en AT
(Nicholson et al., 2005). Ces champignons sont classés dans le récent phylum des
Neocallimastigomycota qui comprend une unique classe, les Neocallimastigomycetes, et un
unique ordre, les Neocallimastigales (Hibbett et al., 2007). Six genres, principalement
identifiés sur la base de critéres morphologiques (morphologie du thalle et nombre de
flagelles par zoospore), ont pu étre isolés : Anaeromyces, Caecomyces, Cyllamyces,
Neocallimastix, Orpinomyces et Piromyces, et une vingtaine d’espéces ont été décrites
(Griffith et al., 2010). Ces champignons sont généralement retrouvés a 103-10° zoospores/mL
par méthodes culturales (Joblin, 1981) et par qPCR (Lwin et al., 2011), et pourraient
représenter entre 8 et 20% de la biomasse microbienne ruminale (Orpin, 1981 ; Rezaeian et
al., 2004). Deux études métagénomiques par séquencage de la région ITS1 ont montré que les
genres Piromyces et Neocallimastix sont les plus abondants chez les ruminants domestiques
(Liggenstoffer et al., 2010 ; Kittelmann et al., 2013), ce qui est en accord avec les méthodes
culturales. Ces travaux ont également mis en évidence de nouveaux clades (clades NG1 a
NG8, Liggenstoffer et al., 2010 ; clades SK1 a SK4, Kittelmann et al., 2012) pouvant

représenter jusqu’a 16% de la population fongique ruminale (Kittelmann et al., 2012),
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soulignant que la diversité de ces champignons a été¢ largement sous-estimée par méthodes
culturales. Les Neocallimastigomycota produisent une large gamme d’enzymes qui leur
permettent de dépolymériser la cellulose et les hémicelluloses, et d’hydrolyser les
oligosaccharides libérés. Les métabolites terminaux générés par la fermentation des glucides
sont généralement du formiate, de 1’acétate, du lactate, du succinate, de 1’éthanol, du CO; et

de I’H> (Bauchop & Mountfort, 1981).

I.3.5. LES BACTERIOPHAGES

Les bactériophages sont estimés a 10°-10'° entités/mL de contenu de rumen (Klieve et Swain,
1993) et 26 types morphologiques ont été observés (Klieve et Bauchop, 1988). L’ implication
des bactériophages dans 1’évolution des communautés bactériennes par facilitation du
transfert horizontal de génes et dans la régulation des populations bactériennes a conduit a des
investigations plus approfondies du virome ruminal. Le métagénome viral du fluide ruminal
(Berg Miller et al., 2012) a ainsi permis 1’identification de plus de 28000 génotypes viraux

dont 78% sont inconnus. Les prophages seraient dominants vis-a-vis des phages lytiques.

Il est & noter que de nombreux facteurs biotiques et abiotiques, discutés dans la Partie IV de
cette syntheése bibliographique, sont responsables d’une modulation de la structure du

microbiote.

I.4. FONCTIONS DU MICROBIOTE RUMINAL

I.4.1. ROLE DANS LE DEVELOPPEMENT ET LA SANTE DE L'HOTE

Les microbiotes digestifs jouent un role essentiel dans le développement et la maturation du
compartiment qui les héberge (Hooper, 2004). En particulier, le microbiote ruminal est
impliqué dans le développement des parois et des vaisseaux sanguins du rumen ainsi que la
maturation du systéme immunitaire associé a ce compartiment. Leur mode d’action est
essentiellement li¢ au contact étroit des microorganismes avec la muqueuse et a la production
de métabolites. Par ailleurs, le métabolisme des microbiotes conduit a la production de

composés bénéfiques pour 1’hote, notamment les vitamines B et K (LeBlanc et al., 2013), et a
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la neutralisation de composés toxiques issus de l’alimentation (oxalate et mimosine des

végétaux, mycotoxines) (Dominguez-Bello, 1996 ; Fonty et al., 1995).

I.4.2. DEGRADATION ET FERMENTATION DES COMPOSES ALIMENTAIRES

1.4.2.1. Dégradation des protéines

Chez le ruminant, la dégradation des protéines alimentaires est uniquement microbienne
puisqu’essentiellement réalisée dans le rumen. La protéolyse au niveau du rumen n’a pas
vraiment de rdle dans la nutrition azotée de I’hote car les composés azotés sont rapidement
utilisés pour la synthése bactérienne. Les protéines microbiennes dégradées dans les
compartiments bas du tube digestif serviront par contre a la synthése protéique de 1’animal
(Jouany et al., 1995). Dans le rumen, les protéines solubles sont principalement dégradées par
les bactéries tandis que les protéines insolubles sont surtout dégradées par les protozoaires.
Ces derniers contribuent également au taux de renouvellement des protéines bactériennes par
prédation (Bach et al., 2005). D’une manicre générale, 30 a 50% des bactéries isolées
présentent une activité protéolytique (Prins ef al., 1983). Le processus de protéolyse est divisé
en 3 phases successives: hydrolyse des protéines en peptides, dégradation des peptides et
finalement désamination des acides aminés, pour aboutir a la formation d’ammoniaque et de
squelettes carbonés (Bach et al., 2005). Les différents produits de protéolyse sont essentiels a
la nutrition des microbiotes digestifs. Pour exemple, les acides aminés ramifiés (leucine,
isoleucine et valine) sont des facteurs de croissance des bactéries cellulolytiques (Bryant et
Robinson, 1961). L’ammoniaque est une source préférentielle d’azote de nombreux

microorganismes ruminaux (Jouany et al., 1995).

1.4.2.2. Dégradation et hydrogénation des lipides

Dans le rumen, la lipolyse est assurée par des bactéries spécialisées, en particulier
Anaerovibrio lipolytica et Butyrivibrio fibrisolvens, et conduit a la formation d’acides gras
libres et de glycérol par hydrolyse de liaisons esters. Le role des protozoaires dans ce
processus a €té suggéré mais non confirmé (Lourengo et al., 2010). Les acides gras
polyinsaturés (acides linoléiques (LA) et linoléniques (LNA) principalement) ainsi formés,
toxiques pour I’écosystéeme ruminal, sont rapidement biohydrogénés pour conduire a la

formation d’acides gras saturés. Il est estimé qu’en moyenne 86% des LA et 87% des LNA
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sont hydrogénés dans le rumen (Glasser et al., 2008) mais ces moyennes peuvent é&tre
fortement diminuées lors de I’ingestion de rations riches en concentré (Doreau et al., 2012).
La biohydrogénation fait appel a plusieurs étapes successives d’isomérisation et
d’hydrogénation des acides gras insaturés (Buccioni et al., 2012) (Figure 4). Des souches de
Butyrivibrio hungatei, Butyrivibrio fibrisolvens, Pseudobutyrivibrio sp. et de Butyrivibrio
proteoclasticus sont impliquées dans ces processus. Certaines sont capables de produire de
I’acide vaccénique, mono-insaturé, tandis que d’autres poursuivront la biohydrogénation
jusqu’a I’acide stéarique, insaturé (Lourenco ef al., 2010). Les acides gras saturés issus des
processus de biohydrogénation constituent 1’essentiel de la mati¢re grasse des carcasses et du

lait des ruminants, et sont connus pour leur effet néfaste sur la santé humaine.

Lipides estérifiés d’origine végétale
Lipase

Galactosidase
Phospholipase

Acides gras libres polyinsaturés
Isomérase

Acides gras libres conjugués polyinsaturés

Réductase

Acides gras libres conjugués mono-insaturés
(ex : acides vaccéniques)

Réductase

Acides gras libres saturés
(ex : acides stéariques)

Figure 4 — Etapes clés de la transformation des lipides estérifiés d'origine végétale en

acides gras partiellement saturés via la lipolyse et la biohydrogénation par les enzymes
bactériennes ruminales (Buccioni et al., 2012).

1.4.2.3. Dégradation des polyméres végétaux

(i) Dégradation de I’'amidon

Chez le bovin, I’amidon est entiérement dégradé dans le rumen par une communauté de
microorganismes amylolytiques, composée de bactéries et de protozoaires (Fonty et al.,
1995). Streptococcus bovis et Ruminobacter amylophilus sont parmi les espéces bactériennes

amylolytiques clés.
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(ii) Dégradation des polymeres pariétaux

Chez les Mammiferes, les polysaccharides des parois végétales ne peuvent étre dégradés par
I’animal lui-méme. Chez le bovin, ce sont les microorganismes présents dans le rumen,
principalement, et le colon, trés secondairement, qui sont responsables de cette activité. La
dégradation des polysaccharides pariétaux est assurée par les microorganismes fibrolytiques.
Cette communauté microbienne est caractérisée par sa capacité a produire de nombreuses
enzymes capables d’hydrolyser les liaisons entre les différents constituants pariétaux et
présentant des activités vari€es répondant a la diversité des polysaccharides pari¢taux. Les
polysaccharides pariétaux et les microorganismes fibrolytiques sont a 1’origine d’une chaine
trophique faisant intervenir tous les groupes microbiens du rumen (Figure 5). Les oligosides
et osides produits lors de I’hydrolyse des polysaccharides pariétaux sont en effet fermentés
par les microorganismes fibrolytiques eux-mémes mais aussi par les especes non fibrolytiques
(especes glycolytiques) qui sont incapables de dégrader les polysaccharides mais qui se
maintiennent grace a l’utilisation de leurs produits d’hydrolyse. La croissance des espéces
glycolytiques est ainsi étroitement liée a Dactivité des especes fibrolytiques et leurs
caractéristiques physiologiques, la disponibilit¢ en glucides libérés, ainsi que par la

compétition pour le substrat entre ces différentes especes.

w Parois végétales: cellulose, hémicelluloses, pectines
>
i |
g l Especes fibrolytiques
>
T Sucres solubles
l Espéces fibrolytiques et glycolytiques
Formiate
- Pyruvate
o \
= 7 |\ T
=z M 2
= Lactate  Spccinate co, SO,
e Co, Archées méthanogénes | | suiatoréducteurs
L Bactéries acétogenes
Acétate Butyrate Propionate CH,, Acétate , H,S

Acides gras volatils

Figure 5 — Hydrolyse des polysaccharides pariétaux et fermentations microbiennes.

Au cours de la fermentation des oses, des métabolites intermédiaires comme le lactate, le

formiate ou le succinate sont formés mais en conditions normales, ils ne s’accumulent pas
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dans 1’écosystéme et sont rapidement utilisés par d’autres especes. Ainsi, les produits
terminaux de la fermentation des oses sont des acides gras volatils (AGV) et des gaz
(hydrogene H» et dioxyde de carbone CO»). L’hydrogene, métabolite gazeux majeur, est pour
une grande part réutilisé in situ par la communauté hydrogénotrophe. Trois mécanismes
hydrogénotrophes sont connus : [’acétogénese réductrice, conduisant a la production
d’acétate, source d’énergie pour les cellules eucaryotes ; la sulfato-réduction conduisant a la
formation de sulfure d’hydrogeéne potentiellement toxique pour les cellules eucaryotes ; la
méthanogénése conduisant a la formation de méthane. La méthanogénése est quasiment la
seule voie de réutilisation de I’H> dans le rumen et conduit a une perte inéluctable d’énergie
de I’ordre de 12% pour 1’animal (Johnson et Johnson, 1995). Les AGV, rapidement absorbés
par la muqueuse, contribuent a la fourniture d’énergie a I’animal et comblent jusqu’a 70% des
besoins énergétiques des bovins (Bergman, 1990). Les microorganismes fibrolytiques, a
I’origine de cette chaine trophique, ont par conséquent un réle majeur dans la digestion et la

nutrition de 1’animal.
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Partie I1

FIBRES VEGETALES ET ALIMENTATION DES BOVINS

Le terme « fibres végétales » regroupe d’une maniere générale les polysaccharides des parois
végétales, ’amidon résistant et certains oses et oligosides. Dans I’alimentation des bovins, les
fibres végétales proviennent majoritairement de la paroi végétale des matic€res premieres, ce
pourquoi nous restreindrons cette définition aux polysaccharides pariétaux ou «fibres
pariétales». Retrouvées en grande quantité dans [’alimentation des bovins, ces fibres
constituent leur principale source d’énergie et sont par conséquent d’une grande importance

nutritive.

I1.1. STRUCTURE ET ORGANISATION DES PAROIS VEGETALES

La paroi qui enveloppe la membrane cytoplasmique des cellules végétales est une structure
complexe et dynamique, propre aux végétaux. Elle assure un role essentiellement structural en
garantissant la cohésion des cellules végétales (figure 6A) et en leur conférant une forme
adaptée a leur fonction et une résistance a la pression osmotique intracellulaire indispensable
au port de la plante (Burton ef al., 2010). La paroi végétale joue aussi un rdle de barriere

physique vis-a-vis des pathogenes et peut étre engagée dans la réponse de défense de la plante

(Cantu et al., 2008).

Paroi

4—Couche 2. .ondaire

4—Couche 51

4 Paroi primaire

/) o Lamelle moyenne

Figure 6 - Structure de la paroi végétale.

A : coupe transversale d’une racine observée au microscope confocal (gauche) (Crédits : Jim Haseloff,
Cambridge University) ou au microscope photonique (droite) (Crédits : Pearson education),

B : structure schématisée de la paroi végétale.
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Syntheése bibliographique

La paroi des cellules végétales est composée d’un réseau complexe de polymeéres non
glucidiques (protéines, lipides, lignine) et de polymeres glucidiques (cellulose,
hémicelluloses, pectines) représentant jusqu’a 90% de la paroi. La paroi est secrétée par le
protoplaste, a I’extérieur de la membrane cellulaire. Elle est constituée de plusieurs couches
distinctes, synthétisées séquentiellement, la couche la plus extérieure étant la plus ancienne.
La lamelle moyenne, riche en pectine, est synthétisée en premier puis deux structures, la paroi
primaire et la paroi secondaire, sont produites (figure 6B) (Vogel, 2008 ; Burton ef al., 2010).
La paroi primaire est synthétisée pendant la croissance de la cellule et est donc
caractéristiques des cellules jeunes. Elle est composée de fibres de cellulose, d’hémicelluloses
et de pectines. La cohésion entre ces différents constituants pariétaux est assurée par de
nombreuses liaisons, covalentes ou non (Fry, 2004 ; Hosmer et al., 2009 ; Zhou et al., 2010)
dont la complexité n’est pas encore parfaitement élucidée. Au cours des années, plusieurs
modeles ont été proposés (Cosgrove, 2001 ; Park et Cosgrove, 2012) et, aujourd’hui, le
modele le plus accepté comprend un échafaudage constitué d’un enchevétrement de
microfibrilles de cellulose peu ordonnées insérées dans une matrice lache d’hémicelluloses et

de pectines (Somerville et al., 2004 ; Cosgrove, 2005 ; Doblin ef al., 2010) (Figure 7).

Lamelle _
moyenne

Paroi _|
primaire

Membrane [~
plasmique

Figure 7 - Organisation des composants pariétaux au sein de la paroi primaire.

A la fin de la croissance cellulaire, au début de la différenciation, la paroi subit des
modifications et une paroi plus épaisse et mieux organisée, la paroi secondaire, est
synthétisée. Stratifiée en trois couches (S1, S2 et S3) (Figure 6B), la paroi secondaire est
composée d’une matrice compacte d’hémicelluloses et de microfibrilles de cellulose, trés
cristallines, organisées en faisceaux, dont I’orientation change d’une couche a ’autre (Zhong

et Ye, 2009 ; Cosgrove et Jarvis, 2012). Apres le dépot des polysaccharides pariétaux, la paroi
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secondaire est progressivement incrustée de lignine a partir de la lamelle moyenne, ce qui lui
offre une grande résistance mécanique et chimique mais ne permet plus la croissance et

I’¢longation cellulaire (Vanholme et al., 2010).

I1.2. LES CONSTITUANTS DE LA PAROI VEGETALE

I1.2.1. LA CELLULOSE

La cellulose est le polymére organique le plus abondant de la biosphére et représente jusqu’a
1,5x10'? tonnes de la production annuelle de biomasse. Elle constitue le composé majeur des
parois des cellules végétales pour lesquelles elle assure essentiellement la rigidité. Elle peut
¢galement €tre produite par les bactéries (Ross et al., 1991 ; Klemm et al., 2005), les algues
(Sanandiya et al., 2010) et les animaux (Nakashima et al., 2008). La cellulose est un
homopolymere linéaire constitué d’unités de D-glucose, ayant alternativement subi une
rotation de 180°, lies par des liaisons B-1,4. Deux unités structurales successives définissent
le disaccharide cellobiose (Figure 8). Le degré de polymérisation de la cellulose est tres

variable selon son origine et est compris entre 250 et 15000 (Hallac et Ragauskas, 2011).

HO
3 N OH |
HO Q HO—7 2 o
HO 1S
0—4,
OH 5 o
OH

Cellobiose

OH

Figure 8 - Structure d’une chaine de cellulose.

Les chaines lin€aires de glucose s’organisent en microfibrilles en s’associant de maniére
parallele, via la formation de liaisons hydrogénes intra- et intermoléculaires entre groupes
hydroxyl libres (Figure 9). Les microfibrilles présentent des régions non ordonnées
(amorphes) et hautement ordonnées (cristallines) ou les liaisons entre chaines sont plus
nombreuses et plus régulieres, les rendant beaucoup plus résistantes a 1’action des agents
chimiques ou enzymatiques que les zones amorphes qui les séparent (O’Sullivan, 1997). Les
microfibrilles sont également capables de s’aligner pour s’organiser en macrofibrilles dont le
diameétre peut atteindre 60 nm et la longueur plusieurs micrometres (Donaldson, 2007 ;

Thomas et al., 2013).
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Figure 9 - Organisation de chaines de cellulose en microfibrille (modifi¢, d’aprés Quiroz-
Castafieda et Folch-Mallol (2011) et, Visakh et Thomas (2010)). Les chaines de cellulose
s’associent entre elles et sont stabilisées par des liaisons hydrogenes intra- et intermoléculaires
dont la densité détermine les régions amorphes ou cristallines de la microfibrille.

I1.2.2. LES HEMICELLULOSES

Les hémicelluloses représentent le second polymeére le plus abondant chez les plantes
supérieures. Elles participent au renforcement de la paroi des cellules végétales en
interagissant avec la cellulose et parfois la lignine et ont un role structural dans la flexibilité et
la plasticité des parois cellulaires. Les hémicelluloses constituent un groupe hétérogéne de
polysaccharides qui ont pour dénominateur commun un squelette de glucose, mannose ou
xylose liés en B-1,4 avec une méme configuration équatoriale en C1 et C4 (Scheller et
Ulvskov, 2010). Selon leur structure primaire, les hémicelluloses sont classées en quatre
types, les xylanes, le xyloglucane, les mannanes, et les B-glucanes, dont la proportion et la
diversité varient en fonction de I’espece végétale et du tissu considérés (Ebringerova, 2005 ;

Scheller et Ulvskov, 2010).

11.2.2.1. Les xylanes

Les xylanes regroupent les polysaccharides dont le squelette est uniquement composé de
résidus xylose, souvent acétylés, liés en B-1,4. Ce squelette peut étre ramifi¢ a différents

degrés par des chaines latérales de monosaccharides ou de disaccharides.
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Sur la base de la nature de ces substituants, 5 sous-types de xylanes sont définis (Figure 10) :
- les glucuronoxylanes substitués par des acides glucuroniques et/ou leur dérivé 4-O-
méthyl,
- les arabinoxylanes substitués par des a-L-arabinofuranoses,
- les glucuronoarabinoxylanes ou les arabinoglucuronoxylanes nommeés selon la
prédominance de I’un des deux substituants précédents,
- les hétéroxylanes qui présentent une combinaison complexe d’arabinose, xylose,

galactose et acide glucuronique.
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Figure 10 - Exemples de structure des différents types de xylanes.

Les résidus arabinosyl branchés sur les chaines de xylane peuvent eux-mémes étre substitués
par des acides phénoliques (acides férulique et p-coumarique). Sous forme libre, ils
permettent de connecter deux polymeres d’hémicelluloses. Sous forme de diméres, ces acides

peuvent créer des liaisons covalentes éthers avec des molécules de lignine (figure 11).
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Figure 11 - Implication des acides féruliques dans la formation de liaisons entre deux
molécules de xylanes et entre xylane et lignine (d’aprés de O Buanafina, 2009). Le squelette
de xyloses du xylane est représenté par les lignes en pointillés et les résidus arabinosyl sont
encerclés.

I1.2.2.2. Les autres hémicelluloses

Le xyloglucane est constitué par un squelette de résidus glucose liés en -1,4 portant des D-
xyloses branchés en position 6 (Figure 12). La xylosylation des résidus glucose varie en
fonction de ’espece végétale, allant de 30% a 75%. Deux sous-types sont définis selon
I’enchainement des glucoses xylosés (X) ou non (G) : XXXG et XXGG. Les résidus xylose
peuvent également étre substitués par des f-galactose ou des a-L-arabinofuranose.

Les mannanes comprennent 2 groupes d’hémicelluloses classés en rapport avec la structure
de leur squelette : les galactomannanes et les glucomannanes. Les galactomannanes sont
constitués par une chaine principale de résidus mannose liés en P-1,4 présentant des
branchements plus ou moins abondants de résidus de D-galactose en position 6. Les
glucomannanes sont constitués par une chaine principale de résidus mannose et glucose liés
en B-1,4 eux aussi branchés par des D-galactose (Figure 12).

Les pB-glucanes sont constitués d’une unique chaine de D-glucoses li€¢s par des liaisons mixtes

B-1,3 et B-1,4 (Figure 12).
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Figure 12 - Exemples de structure du xyloglucane, des mannanes et des p-glucanes
(Scheller et Ulvskov, 2010).

I1.2.3. LES PECTINES

De par leur capacit¢ a un former un gel, les pectines jouent un rdle important dans
I’hydratation et le maintien de I’intégrité de la paroi en favorisant I’adhésion des cellules entre
elles. Elles facilitent également la mise en place des différents constituants pariétaux et la
diffusion des ions et molécules de petite taille (Harholt ez al., 2010 ; Mohnen, 2008 ; Hosmer
et al., 2009). Les pectines sont des polysaccharides riches en acides galacturoniques liés en -
1,4. Selon leur composition, plusieurs types de pectines sont définis (figure 13) :

- ’homogalacturonane (HG), le plus abondant, est constitué par une chaine linéaire
d’acides galacturoniques pouvant étre méthylestérifiés ou O-acétylés,

- les galacturonanes substitués présentent une chaine principale similaire aux HG mais
celle-ci est ramifiée par divers substituants: D-apiofuranose et xylose chez
I’apiogalacturonane et le xylogalacturonane (XGA) respectivement, et jusqu’a 12 sucres
différents pouvant étre liés par 20 liaisons différentes dans le cas du rhamnogalacturonane
I (RG-II),

- le rhamnogalacturonane I (RG-I) dont le squelette est constitu¢ par une répétition du
disaccharide [a-D-galacturonane-1,2-a-L-rhamnose-1-4-]. Le type et le nombre de sucres,
oligosaccharides, et d’oligosaccharides branchés au squelette varie considérablement selon le

type de cellule et le stade de développement.
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Figure 13 - Structure schématique de 4 types de pectines, le thamnogalacturonane I (RG-I),
le xylogalacturonane (XGA), I’homogalacturonane (HG) et le rhamnogalacturonane II (RG-II)
(Mohnen, 2008).

Au sein de la paroi, ces différentes formes sont associées entre elles de maniére covalente

(Hosmer et al., 2009) et forment la matrice pectique.

I1.2.4. LA LIGNINE

La lignine, caractéristique des parois secondaires, rend les parois hydrophobes et augmente
leur rigidité. Le terme lignine désigne un large groupe de polymeéres aromatiques composés en
majorité¢ de 3 alcools hydroxycinnamoyl (monolignols) qui sont des dérivés de I’acide aminé
phénylalanine: 1’alcool conyférylique, 1’alcool sinapylique et 1’alcool p-coumarylique.
L’abondance de chaque monomeére varie en fonction de I’espece végétale et du type de cellule
considérés (Vanholme et al., 2010 ; Ralph et al., 2004). Les monomeéres sont associés par
différentes liaisons non ordonnées ce qui en fait un polymere amorphe (Hatfield et Vermerris,

2001) (figure 14).
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Figure 14 - Principaux composants de la lignine et leur association en polymére.
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La lignine constitue un puissant rempart contre ’attaque des microorganismes du fait de sa

dégradation difficile (Bhuiyan et Selvaraj, 2009 ; Denness et al., 2011).

I1.2.5. AUTRES CONSTITUANTS DES PAROIS VEGETALES

La paroi végétale contient une variété de glycoprotéines riches en glycine (GRP) ou en
hydroxyproline (HRGP) comprenant les arabinogalactane-protéines et les extensines. Elles
interviennent a divers niveaux dans la croissance et le développement de la plante, incluant le
contrdle de la différenciation et de la morphogénese, et les interactions cellule-cellule (Jose-
Estanyol et Puigdoménech, 2000 ; Seifert et Roberts, 2007). Les extensines sont également
capables de former un réseau par auto-assemblage qui consolide et stabilise la paroi (Lamport
et al., 2011). De nombreuses protéines enzymatiques (oxydatives et hydrolytiques) et non-
enzymatiques (expansines) sont ¢galement retrouvées dans les parois. Elles interviennent dans
le métabolisme et le remodelage de celles-ci (Fry, 2004 ; Cosgrove, 2005). Des composants
lipidiques (subérine, cutine et cires) peuvent aussi étre retrouvés a la surface de la paroi
secondaire. Ils forment une couche protectrice qui limite les pertes d’eau et les attaques de

pathogenes (Pollard et al., 2008).

I1.2.6. COMPOSITION ET DIVERSITE DES PAROIS VEGETALES

Bien que toutes les parois végétales présentent des caractéristiques structurales communes,
leur composition en polymeéres glucidiques et non glucidiques varie considérablement entre
especes végétales et en fonction de I’age et de la nature des tissus considérés (tableau 2) (Fry,
2004 ; Saulnier et Guillon, 2012 ; Popper et al., 2011). Cependant, la cellulose et les
hémicelluloses restent les polysaccharides les plus abondants toutes plantes confondues. La
cellulose est le polysaccharide majoritaire des parois, pouvant atteindre 50% des constituants
de la paroi secondaire. Les parois végétales se distinguent avant tout par leur contenu en
hémicelluloses dont les proportions et la diversité varient d’une espece a ’autre et au cours du
développement de la plante. Dans les parois primaires des dicotylédones et des
monocotylédones non graminées, le xyloglucane est 1’hémicellulose la plus abondante
(environ 20%) tandis que les xylanes sont majoritaires chez les graminées (30% en moyenne).
Dans les parois secondaires, les xylanes sont les principales hémicelluloses et constituent ainsi

20 a 30% des parois des dicotylédones et jusqu’a 50% de la paroi des graminées et des
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céréales. Les pectines, essentiellement retrouvées sous forme d’homogalacturonane, sont
abondantes uniquement dans la paroi primaire des plantes dicotylédones. Enfin, les lignines,

caractéristiques des parois secondaires, sont particulierement abondantes chez les graminées.

Tableau 2 - Composition approximative de la paroi végétale des graminées (plantes
monocotylédones) et des plantes dicotylédones, en % de la matiére séche (Vogel, 2008).

Paroi primaire Paroi secondaire
Graminées Dicotylédones Graminées Dicotylédones

Polymeres glucidiques

Cellulose 20-30 15-30 35-45 45-50
Hémicelluloses
Xylanes 20-40 5 40-50 20-30
B-glucanes mixtes 10-30 absent mineur absent
Xyloglucanes 1-5 20-25 mineur mineur
(Gluco) mannanes mineur 5-10 mineur 3-5
Pectines 5 20-35 0,1 0,1
Autres
Protéines 1 10 mineur mineur
Lignines mineur mineur 20 7-10

I1.3. LES FIBRES VEGETALES DANS L’ALIMENTATION DES BOVINS
D'ELEVAGE

En ¢levage, la ration des animaux est déterminée de manicre a assurer au mieux la couverture
de leur besoin d’entretien et de production, qui vont dépendre de facteurs liés a I’animal (type
génétique, age, sexe, poids, gain de poids, stade physiologique...) et a son type de production
(lait, viande, élevage). La ration, souvent composée de plusieurs aliments offrant des apports
complémentaires, est donc formulée en fonction de chaque condition d’¢levage. Elle prend
¢galement en compte la valeur nutritive et la digestibilité de chaque aliment, essentiellement
liées a sa teneur en parois végétales (Demarquilly et Andrieu, 1988 ; Noblet et al., 1989 ;
Perez, 1990). La composition chimique des aliments entrant en nutrition animale est donc
fréquemment déterminée pour ajuster au mieux les apports. Concernant la teneur en parois
végétales, les criteres de Van Soest (Van Soest, 1967) sont les plus largement utilisés,
notamment la fraction NDF (Neutral Detergent Fiber) qui comprend les polysaccharides

insolubles (cellulose et hémicellulose) et la lignine de la paroi des végétaux.
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I1.3.1. LES FOURRAGES, PRINCIPALE SOURCE DE FIBRES DES BOVINS

La ration moyenne des bovins frangais est constituée a pres de 80% par les fourrages paturés
ou conservés (ensilage et foin). Dépendant de la qualité nutritionnelle de ceux-ci, des
protéines et de I’énergie complémentaires sont apportées par des aliments « concentrés » sous
forme simple (céréales, protéagineux et tourteaux) ou d’assemblage de matiéres premiéres
(concentrés composés) (Figure 15). Les aliments concentrés sont avant tout utilisés pour leur
teneur ¢élevée en énergie utilisable par I’animal et leur richesse en maticres azotées et grasses.
Ils contiennent cependant une teneur non négligeable en NDF. Dans les céréales, les NDF
représentent 12 a 37% de la matiére séche (MS) pour le mais et I’avoine respectivement avec
une forte proportion en hémicelluloses peu digestibles. Les graines oléoprotéagineuses sont
constituées de 14 a 31% de NDF. Les tourteaux qui sont les résidus d’extraction de I’huile a
partir de graines oléoprotéagineuses contiennent 10 a 50% de NDF dans la MS. La teneur en
lignine est par ailleurs particulierement élevée dans les tourteaux de colza et de tournesol (de
I’ordre de 10%). Les fourrages, riches en parois végétales, représentent la principale source de
fibres végétales et d’énergie pour les bovins. Ils sont constitués par 1’appareil végétatif de
végétaux qui appartiennent a des familles botaniques diverses, comprenant essentiellement

des monocotylédones (graminées) et secondairement des dicotylédones (Iégumineuses et

brassicacées).
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Figure 15- Parts moyennes des fourrages et des aliments concentrés consommées en
France par les bovins des élevages producteurs de lait et viande (A) et producteurs de
viande (B) (Rapport du Ministére de l'Agriculture, de 1'Agroalimentaire et des Foréts -

syntheéses n°2013/208).

Leur teneur en parois peut varier de 40% a 80% de la mati¢re seche selon la plante fourragere,

son mode de conservation ou encore le stade de développement au moment ou elle est
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consommeée (Baumont et al., 2008, 2009). Outre leur valeur nutritive, les parois végétales des
fourrages ont un role trés important dans le fonctionnement du rumen en augmentant le temps
de rétention du bol alimentaire dans ce compartiment et en favorisant ’activité de rumination.
Une quantité minimale de 35% de NDF dans la ration a ainsi été recommandée par Sauvant,
les 3/4 provenant des fourrages (Sauvant ef al., 1999). Une vache laiticre de 700 kg qui ingere

21 kg de matiere seche par jour doit ainsi consommer au moins 7,4 kg de NDF.

I1.3.2. DIGESTIBILITE DES COMPOSANTS DE LA RATION

D’une manicre générale, la digestibilité des glucides cytoplasmiques (sucres, amidon), des
lipides et des protides intracellulaires des fourrages et des aliments concentrés est tres élevée
chez les bovins. Celle des parois varie en fonction du temps de rétention des digesta dans le
rumen et du taux de lignification des parois. La digestibilit¢ des glucides pariétaux de
constituants non lignifiés est ainsi comprise entre 80 et 90%. Les pectines sont presque
totalement digérées tandis que la digestibilité des hémicelluloses et de la cellulose varie, celle
des hémicelluloses étant en général meilleure que celle de la cellulose (Jarrige et al., 1995).
La digestibilité¢ de la cellulose et des xylanes est ainsi estimée de 43 a 73% et de 36 a 79%
respectivement chez le bovin (Van Soest, 1982). La digestibilit¢ de la cellulose et des
hémicelluloses est inversement corrélée a la teneur en lignine pariétale, ce qui signifie que
plus la paroi est lignifiée moins elle est digestible. Les fourrages, plus riches en lignine, sont

donc moins digestibles que les concentrés.
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Partie I11

LES MICROORGANISMES FIBROLYTIQUES DU RUMEN
ET LEUR EQUIPEMENT ENZYMATIQUE

I11.1. LES MICROORGANISMES FIBROLYTIQUES RUMINAUX

Le rumen est le premier écosystéme digestif pour lequel la dégradation des fibres a été
¢tudiée. Ainsi, la plupart des connaissances sur la fibrolyse dans les écosystémes digestifs
découlent des travaux réalisés sur le ruminant. Dans le rumen, les fibres végétales sont
dégradées par une communauté de bactéries, champignons et protozoaires (Figure 16 et
Tableau 3), avec une contribution de 1’ordre de 80% pour les bactéries et les champignons, et

de 20% pour les protozoaires (Dijkstra et Tamminga, 1995).

Figure 16 - Microorganismes fibrolytiques du rumen observés en microscopie
électronique a balayage.

A. Bactéries colonisant une particule végétale ((B. Gaillard-Martinie, INRA UR 454)

B. Protozoaire ingérant une particule végétale (Bohatier ef al., 1990)

C. Champignons colonisant une particule végétale (B. Gaillard-Martinie, INRA UR 454)
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Tableau 3 - Microorganismes ruminaux fibrolytiques et leur activité enzymatique (adapté
d’aprés Wang et McAllister, 2002 et Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007).

Activités
Cellulolytique Hémicellulolytique

Microorganismes

Bactéries

Butyrivibrio fibrisolvens
Cellulosilyticum ruminicola
Clostridium longisporum
Clostridium polysaccharum
Eubacterium cellulosolvens
Eubacterium limosum
Eubacterium ruminantium
Eubacterium xylanophilum
Fibrobacter succinogenes +
Lachnospira multiparus

Megasphaera elsdenii

Prevotella bryantii

Prevotella ruminantium

Prevotella ruminicola

Ruminobacter amylophilus
Ruminococcus albus +
Ruminococcus flavefaciens +
Selenomonas lactilytica

Selenomonas ruminantium +
Streptococcus bovis +
Succinimonas amylolytica

Succinivibrio dextrinosolvens

-+
+

+ + + + +

T T T 2 T T S S S S S S S

Protozoaires
Eudiplodinium maggii
Ostracodinium dilobum
Epidinium caudatum
Metadinium affine
Eudiplodinium bovis
Orphryoscolex caudatus
Polyplastron multivesiculatum
Diplodinium pentacanthum
Endoploplastron triloricatum
Orphyroscolex tricoronatus
Ostracodinium gracile
Entodinium caudatum
Isotricha intestinalis
Isotricha prostoma

+ o+ + + + + o+

+ 4+ + + + A+ +
+

+

Champignons
Neocallimastix frontalis
Neocallimastix patriciarum
Neocallimastix joyonii
Caecomyces communis
Piromyces communis
Orpinomyces bovis
Ruminomyces elegans

+ o+ + + + + o+
+ o+ + + + + o+




IT1.1.1. LES BACTERIES FIBROLYTIQUES

L’ensemble des bactéries fibrolytiques ne représente que 1 a 5 % de la population bactérienne
totale (Weimer et al., 1999 ; Michalet-Doreau et al., 2002) et pourtant elles ont un réle majeur
dans le fonctionnement du rumen. Trois espéces cultivables sont considérées comme
prépondérantes ; il s’agit de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus et R. flavefaciens
qui ont fait I’objet de nombreuses études. F. succinogenes, retrouvée en moyenne a 10°
cellules/g de MS, est la plus abondante (Michalet-Doreau et al., 2001 ; Kobayashi et al.,
2008). Elle est tres active sur la cellulose cristalline et les xylanes mais est uniquement
capable d’utiliser les produits d’hydrolyse de la cellulose. Les ruminocoques R. albus et R.
flavefaciens sont généralement retrouvés a 107-10% cellules/g de MS et sont également
capables de dégrader la cellulose et les xylanes. D’autres espeéces comme Prevotella
ruminicola, P. bryantii et Butyrivibrio fibrisolvens présentent également des activités
similaires (Dodd et al., 2011) mais sont souvent considérées comme secondaires du fait leur
incapacité a dégrader la cellulose cristalline (Tableau 3). Des études récentes suggerent que
d’autres espéces bactériennes, encore peu ou pas étudiées, participent a la dégradation des
fibres végétales (Cai ef al., 2010).

Prés de 75% des bactéries fibrolytiques sont associées aux particules végétales (Koike et al.,
2003a), ce qui témoigne de la nécessité d’une étroite interaction entre les bactéries et leur
substrat. Leur adhésion aux fibres végétales est réalisée en quatre étapes : 1) transport des
bactéries libres au substrat par chimiotactisme, 2) adhésion initiale non spécifique, 3)
adhésion spécifique au substrat, 4) prolifération et colonisation des tissus végétaux. Les
bactéries pourraient utiliser plusieurs mécanismes d’adhésion spécifique du substrat,
comprenant des cellulosomes, des pili ou fimbriae, des épitopes des carbohydrates présents
sur le glycocalyx et des domaines de liaisons au substrat (Miron et al., 2001). Les espéces
glycolytiques qui dépendent de 1’activité des especes fibrolytiques sont également retrouvées

associées aux fibres végétales et forment un consortium autour des particules végétales.

I11.1.2. LES CHAMPIGNONS FIBROLYTIQUES

Toutes les espeéces fongiques ruminales connues présentent une activité fibrolytique et plus
particulicrement, cellulolytiques et xylanolytiques (Tableau 3). Sous forme végétative, les
Neocallismatigomycota sont capables de se fixer aux tissus végétaux, y compris les plus

récalcitrants, et de pénétrer a I’intérieur de ceux-ci grace a leur réseau de rhizoides, facilitant
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ainsi 1’accés de leurs enzymes fibrolytiques et également des bactéries fibrolytiques aux
différents composants parié¢taux. Ils ont donc un réle primordial dans la déstructuration des
parois végétales. Ils ont montré par ailleurs in vitro la plus forte activité cellulolytique
comparée aux bactéries et aux protozoaires (Lee et al., 2000). Toutefois, leur contribution au

processus de fibrolyse in vivo n’est pas connue.

I11.1.3. LES PROTOZOAIRES FIBROLYTIQUES

Seuls les protozoaires Entodiniomorphes tels qu’Entodinium sp., Eudiplodium sp. et
Polyplastron sp. sont considérés comme fibrolytiques (Tableau 3). Ils sont capables d’ingérer
les particules végétales par phagocytose. Leur digestion est réalisée dans les vacuoles issues
de ce processus dans lesquelles se déversent les enzymes fibrolytiques. Des expériences de
défaunation du rumen, c’est-a-dire de suppression des protozoaires, montrent que 1’absence de
protozoaires conduit a une baisse de la fibrolyse (Eugéne et al., 2004), suggérant un role
significatif dans la dégradation des fibres qui peut étre direct par la production active
d’enzymes fibrolytiques ou indirect par la création de conditions favorables pour les bactéries

fibrolytiques (Jouany, 2006).

Notons que chez le ruminant le rumen n'est pas le seul compartiment digestif a héberger des
microorganismes fibrolytiques puisque l'on en retrouve également dans le colon. Des
bactéries fibrolytiques sont aussi retrouvées dans le colon de monogastriques comme le porc
et 'nomme dans des abondances proches de celles du rumen. Leur diversité varie en fonction

de l'espece animale mais leurs rdles écologique et fonctionnel restent tout aussi importants.

II1.2. LES ENZYMES NECESSAIRES A LA DEGRADATION DE LA
CELLULOSE ET DES XYLANES

Les polysaccharides des parois végétales présentent une structure et une composition
chimique a la fois complexes et variables selon le tissu et I’espéce végétale considérés.
L’efficacité des microorganismes a dégrader ces polysaccharides résident donc dans leur
capacité a produire un répertoire vari¢ d’enzymes leur permettant de s’adapter a la diversité
des polysaccharides et de leurs liaisons. La dégradation des sucres complexes de la paroi

végétale nécessite ainsi 1’intervention de nombreuses activités enzymatiques capables d’agir
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en synergie. Le tableau 4 résume les principales activités enzymatiques impliquées dans

I’hydrolyse de la cellulose, des hémicelluloses et des pectines.
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Bien que des microorganismes aérobies soient capables de produire des peroxydases et
laccases impliquées dans sa dégradation (Chen et al., 2012), la lignine est considérée comme
non dégradée dans les conditions anaérobies rencontrées au sein du tube digestif (McSweeney

etal., 1994).

Nous nous intéresserons par la suite exclusivement aux enzymes impliquées dans la
dégradation de la cellulose et des xylanes et a 1’équipement enzymatique des

microorganismes ruminaux impliqués dans ces processus.

I11.2.1. ORGANISATION MODULAIRE DES ENZYMES CELLULOLYTIQUES ET
XYLANOLYTIQUES

Les enzymes dégradant la cellulose et les xylanes présentent souvent une structure modulaire
comprenant parfois plusieurs domaines catalytiques responsables de 1’hydrolyse des

polysaccharides et des modules annexes permettant de faciliter 1’activité hydrolytique (figure
17).

A(‘idothermu_s S‘_’”}_‘_'Eft!!'f}i? (AESI_(S? 390)
CICBMET GH48 ‘o ZEN3T 0 [CBMZ]
Acidothermus cellulolyticus (ABK52388) )

i CH6 e [CBNEN o [ENEI CH12 o [CEMZI
Caldicellulosiruptor bescii (ACM60948)

g CH74 = [CBME = [CBMET = GH48

Clc_»?!__r_iffl_'yll_: {l_lp_r_r_n_(_)_c_p_“gun (AAA23225.1)
i_GH26 b _GHS s[CEMITIIDOCT]

Caldicellulosiruptor saccharolyticus (ABP66297)

o[ GHS  [CBMIZE][ SCH 1 SLH [ SCH )
Amycolatopsis mediterranei (AD}49127)

o[ CE3 | GH5 ]

Figure 17 - Exemples de modularité de cellulases. Les modules catalytiques sont représentés
en rose (GH, Glycoside Hydrolase) et en beige (CE, Carbohydrate estérase). Les modules non
catalytiques sont les CBM (Carbohydrate-Binding Modules), des domaines SLH (Surface Layer
Homology), dockérine (DOC1) et fibronectine de type III (FN3). Le numéro d’accession des
protéines est indiqué entre parenthéses. (modifi¢, d’aprés Mba Medie et al., 2012)

I11.2.1.1. Les modules catalytiques

La base de données CAZy (pour Carbohydrate Active enZymes, www.cazy.org ; Levasseur et

al., 2013) fournit un répertoire réguliérement actualisé des modules catalytiques d’enzymes
qui dégradent, modifient ou créent des liaisons glycosidiques. Selon la réaction qu’ils

catalysent, les modules d’enzymes qui dégradent les liaisons glycosidiques sont répartis en 4
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classes : les Glycosides Hydrolases (GH), les Polysaccharides Lyases (PL), les Carbohydrates
Estérases (CE) et les Lytic Polysaccharide Mono-Oxygenases (LPMO) (tableau 5). Chaque
classe d’enzymes est divisée en familles numérotées (e.i. GHS, CE4), sur la base de la
séquence en acides aminés des protéines, reflétant ainsi une structure tridimensionnelle
commune. Il a ét¢ montré que pour la majorité¢ des familles le domaine catalytique et le
mécanisme moléculaire étaient conservés (Henrissat et Davies, 1997), ce qui représente donc
un grand intérét de prédiction de la fonction des protéines étant donné que beaucoup
d’enzymes ne sont pas caractérisées biochimiquement. Cependant, cette classification ne
refléte pas 1’activité enzymatique telle qu’elle est définie selon la nomenclature EC,

(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) car une famille peut présenter plusieurs

activités (famille polyspécifique) et inversement une activité enzymatique peut étre retrouvée

dans plusieurs familles (Aspeborg et al., 2012).

Tableau 5 - Classes d’enzymes impliquées dans la dégradation des polysaccharides pariétaux
selon la base de données CAZy : réaction catalysée, activité associée selon la nomenclature EC,
nombre de familles et modules recensés au 10/10/13.

Classe d'enzymes Réaction catalysée Nomenclature Nombre de Nombre de
CAzZy y EC associée familles modules présents
Glycoside hydrolase Hydrolyse/réarrangement de 2.4.1-, 3.2.1.-, 3.5.2-, 132 157349
(GH) liaisons glycosidiques 4.2.2.-,5.4.99-
Polysaccharide lyase Clivage non-hydrolytique de )
(PL) liaisons glycosidiques 422 22 3920
Carbohydrate estérase Desesthérification des
(CE) saccharides substitués 311 351, 16 15905
Lytic Polysaccharide . . .
) Clivage oxydatif 2 (familles AA9
Mono-Oxygenases de Ia cellulose EC1...- et AA10) 1040

(LPMO)

Dans la suite de cette synthése bibliographique, nous nous intéresserons en particulier aux
glycoside hydrolases et carbohydrate estérases, familles dans lesquelles les enzymes

cellulolytiques et xylanolytiques sont retrouvées.

111.2.1.1.1. Les glycosides hydrolases

De toutes les CAZymes, les glycosides hydrolases sont les plus représentées et leur
classification en de nombreuses familles démontre qu’elles présentent une grande diversité de

séquences protéiques impliquant une grande diversité de structures (figure 18).
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Syntheése bibliographique
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Figure 18 - Diversité de structures des glycoside hydrolases. Les feuillets f sont
représentés en bleu, les hélices a en rouge (Davies et Henrissat, 1995).

Leurs activités sont également trés variées puisque prés de 170 codes EC sont associés aux

différentes familles de GH (http://www.cazy.org/Gly