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Les chitinases (EC 3.2.1.14) font partie des enzymes chitinolytiques capables

d'hydrolyser la chitine, le deuxième biopolymère le plus abondant sur cette terre et, avec une

certaine affinité, ses dérivés (Dutta et al., 2021). Ce substrat allomorphe est le composant

structurel de divers organismes vivants eucaryotes y compris ceux qui sont pathogènes (Beier

& Bertilsson, 2013).

Les chitinases ont une variété de sources, de caractéristiques et de mécanismes

d’action (Oyeleye & Normi, 2018) et sont efficaces dans une large gamme d'applications

respectueuses de l'environnement, notamment la gestion des déchets et la production de

chitooligosaccharides. Elles portent également le potentiel en tant qu'agents de lutte

biologique (Poria et al., 2021). Commercialement, les chitinases microbiennes (en particulier

bactériennes) sont plus économiques et stables pour la production industrielle que celles des

plantes et des animaux (Dutta et al., 2021).

Néanmoins, la caractérisation des chitinases bactériennes fait défaut notamment

contrairement à celles des eucaryotes. De plus, selon la base de données PDB (Protein Data

Bank, https://www.rcsb.org/), sur les 890 structures protéiques résolues de chitinase,

seulement 307 sont d'origine bactérienne dont deux du genre Pseudomonas. (Consultée le 10

mai 2023).

Pseudomonas guariconensis est une espèce bactérienne rhizosphérique ayant une

aptitude en tant que PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) de favoriser la croissance

des plantes (Patel et al., 2015). Ce groupe fonctionnellement diversifié affecte le

développement des plantes par des voies directes et indirectes telles que la production de

régulateurs de croissance et l'élimination des phytopathogènes respectivement (Jeyanthi &

Kanimozhi, 2018) et reçoit souvent de la nourriture et de l'énergie en retour (Folders et al.,

2001).

En raison de l'efficacité possible des chitinases de P. guariconensis, une

caractérisation in silico à l'aide d'outils bioinformatiques a été réalisée comme alternative aux

méthodes expérimentales coûteuses, chronophages et parfois incompatibles (Bakli et al.,

2020). Notre étude bioinformatique vise à mieux comprendre les propriétés physico-

chimiques des chitinases sélectionnées et avoir un aperçu sur leur structure protéique primaire,

de la localisation subcellulaire et de la solubilité prévue. Nous nous efforçons également

d'analyser leurs structures secondaires et tertiaires prédites ainsi que les analyses

fonctionnelles des enzymes modélisées, y compris les domaines conservés, les motifs et la

recherche de sites actifs.

https://www.rcsb.org/
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1. Chitine

1.1. Histoire et définition de la chitine

L'histoire de la chitine remonte à environ 400 ans. J.-C., lorsque Aristote a décrit

vaguement la structure coulée entourant un insecte (Moussian, 2019). Après presque 18

siècles, Henri Braconnot a extrait une substance d'une paroi cellulaire fongique et l'a nommée

« fungine » (Braconnot, 1811). Une décennie plus tard, Auguste Odier, sans le savoir, a

extrait la même substance, mais d'un scarabée et l'a appelée « chitine » (Odier, 1823). En

1859, Georg Städler a suggéré que la chitine était un glucide après l'avoir extraite des crabes

(Städeler, 1859). Près de deux décennies plus tard, Georg Ledderhose a hydrolysé

l'arthropode chitine et découvert son premier dérivé, la glucosamine (Ledderhose, 1876). À la

fin des années 1800, Felix Hoppe-Seyler a découvert que la chitine arthropode (insectes,

crabes, araignées et scorpions) et la Pilzcellulose (le polysaccharide fongique) nommés par

Winterstein étaient de la même composition ; un polysaccharide contenant de l'acide acétique

et de l'azote (Hoppe‐Seyler, 1894).

Il a ensuite été découvert au début du 20e siècle, que le monomère de chitine était la

N-acétyl-glucosamine (Fränkel & Kelly, 1901). Et pourtant, pendant un certain temps, cela a

été débattu par des scientifiques tels que Morgulis (1916), jusqu'à ce que Gonell (1926)

propose une structure qui a ensuite été confirmée par Meyer et Pankow en 1935, après avoir

utilisé la diffraction aux rayons X (cristallographie) pour identifier l'α-chitine, la rendant ainsi

largement acceptable (Moussian, 2019). Cela a été suivi par la découverte de la ß-chitine en

utilisant la même méthode (Lotmar & Picken, 1950), puis de la γ-chitine dans le calmar

(Rudall, 1963). Au fil des ans, ces structures de chitine ont été trouvées dans différents

organismes à travers différents phylums (Moussian, 2019).

Par conséquent, la chitine est considérée comme l'un des biopolymères les plus

anciens (Shaala et al., 2019) et les plus importants en raison de son abondance dans la nature

et de sa capacité de renouvellement ; juste derrière la cellulose (Khoushab & Yamabhai, 2010;

Song et al., 2012).

1.2. Structure de la chitine et de ses dérivés

La structure de la chitine ressemble beaucoup à celle de la cellulose (Figure 1).

Alors que la cellulose est un polysaccharide constituée de monomères de glucose (Figure 1.b),

la chitine diffère par sa possession d'un groupement acétamide (CH3CONH2) en position C2

où se trouve généralement le groupement hydroxyle (OH). Ces sucres aminés ou résidus de

N-acétyl-D-glucosamine forment des chaînes linéaires homopolymèriques par l'intermédiaire
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de liaisons glycosidiques β-(1→4), formant ce que l'on appelle des polysaccharide de GlcNAc

ou β-(1→4) N-acétyl-D-glucosamine (Figure 1.a) (Iber et al., 2022; Veliz et al., 2017). Ces

unités sont tournées de 180◦ alternativement, chaque paire formant un disaccharide N, N’-

diacétylchitobiose [(GlcNAc)2] comme sous-unité structurelle (Beier & Bertilsson, 2013).

Figure 1: Comparaison entre les structures chimiques de la chitine et la cellulose. (a) Structure chimique de
la chitine (Berezina, 2016). (b) Structure chimique de la cellulose (Nishiyama et al., 2002).

L’analyse de diffraction aux rayons X a suggéré que la chitine est un produit

chimique polymorphe (Rudall & Kenchington, 1973). La structure de chitine fibrillaire se

retrouve en trois formes cristallographiques ou allomorphes connues sous le nom de : α, β,

and γ chitine (Iber et al., 2022) (Figure 2). Ils possèdent chacun des arrangements de chaînes

polymères et des propriétés mécaniques différents (Jang et al., 2004).

Figure 2: Les différents allomorphes de la chitine (Berezina, 2016).

Les chaînes de α-chitine sont organisées en alignements antiparallèles caractérisés

par de fortes liaisons hydrogène (Sikorski et al., 2009). La β-chitine, au contraire, est

organisée en chaînes parallèles et possède à la fois des liaisons intermoléculaires et

intramoléculaires, ce qui permet la formation de cristaux monocycliques (Ni’mah et al., 2019).

La γ-chitine est structurellement proche de l'α-chitine (Kaya et al., 2017) et contient à la fois
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des chaînes antiparallèles et parallèles en alternation (Iber et al., 2022). Elle possède (ainsi

que l’ α-chitine) deux types de liaisons hydrogènes : entre un groupe carbonyle et la chaîne

latérale CH2OH (inter-feuillet) et entre deux amides de deux monomères mais dans le même

feuillet de fibre de chitine (intra-feuillet) (Jang et al., 2004).

La chitine peut être trouvée à divers degrés de désacétylation (Beier & Bertilsson,

2013). La désacétylation totale ou partielle de la chitine est connue sous le nom de chitosane

(Ravi Kumar, 2000). Mais le seuil exact de N-désacétylation pour séparer entre la chitine et le

chitosane n'a pas été défini (Ravi Kumar, 2000).

1.3. Propriétés de la chitine et de ses dérivés

Les propriétés physiques de la chitine sont définies par sa structure. Dans sa forme

naturelle, elle est forte, souple et translucide (Iber et al., 2022). Les chaînes antiparallèles de

l'α-chitine sont responsables de sa structure stable et rigide (Iber et al., 2022) avec l'indice de

cristallinité de ses fibres atteignant 80 % (João et al., 2015). L'écart entre les chaînes de la β-

chitine réduit l'indice de cristallinité de 10% (par rapport à l'α-chitine) ce qui la rend plus

sensible à la dissolution (João et al., 2015).

L'immiscibilité de la chitine dans l'eau et d'autres solvants organiques à pH neutre

contribue à sa résistance et à sa rigidité et est due à ses liaisons hydrogènes inter- et

intramoléculaires, à son degré de polymérisation élevé et à son acétylation pratiquement

complète (Iber et al., 2022; Song et al., 2012).

Le degré de désacétylation (hydrolyse du groupe acétamide) affecte non seulement

les propriétés biologiques (biodégradabilité, biodisponibilité, biocompatibilité,

antioxydant…etc.), mais également les propriétés physico-chimiques, telles que la flexibilité,

la porosité, la viscosité, la solubilité et la résistance à la traction (Fan et al., 2012; Park & Kim,

2010).

La chitine est très souvent modifiée. Ses différentes chaînes se lient à d'autres

polymères structuraux tels que les β-glucanes, des protéines comme la sclérotine et des

composés chimiques comme le carbonate de calcium, modifiant ainsi ses caractéristiques

(Iber et al., 2022; Rathore & Gupta, 2015). La cristallinité, la pureté et la composition des

chaînes polymères de chitine isolées à partir de diverses sources diffèrent selon l’origine et la

proportion de chitine qui y est inhérente (Abidin et al., 2020).

1.4. Sources de la chitine dans la nature

L'abondance de la chitine s'incarne dans sa présence en tant qu'élément structurel

dans 70% des organismes vivants, y compris les arthropodes, les nématodes, les champignons,

les mollusques et les protistes. L'α-chitine est de loin la plus abondante, souvent présente dans



Revue bibliographique

6

les organismes à carapace dure, suivie de la β- et γ-chitine, les allomorphes les plus flexibles

de la chitine (Kaya et al., 2017).

1.4.1. Arthropodes

L'alignement antiparallèle des chaînes α-chitine est ce qui donne aux arthropodes,

tels que les insectes et les crustacés, leurs exosquelettes ou coquilles dures (Muzzarelli, 2011).

1.4.1.1. Insectes

A partir de 1,3 million, les insectes représentent 900 000 espèces dans le monde et

peuvent contenir jusqu'à 60 % de chitine. Leur exosquelette chitineux est généralement couplé

à de la sclérotine dans des proportions diverses. Cela peut être vu en comparant la paroi

corporelle d'une chenille, qui est souple car elle est constituée principalement de chitine, et

l'élytre d'un coléoptère, qui est rigide en raison de la forte proportion de sclérotine (Azuma et

al., 2014; Jayakumar et al., 2010; Shah et al., 2007; Wan & Tai, 2013).

1.4.1.2. Crustacés

Les principales sources commerciales de chitine sont les carapaces de crabe,

d'écrevisses et de crevettes (Abidin et al., 2020; Younes & Rinaudo, 2015), un sous-produit

de la transformation des aliments marins (Arbia et al., 2013). Ils peuvent contenir plus de

30 % de chitine (Vijayendra & Shamala, 2014) (Tableau 1) et sont souvent combinés avec du

carbonate de calcium (CaCO3) pour en faire un forme composite plus forte et moins cassante

de la chitine (Azuma et al., 2014; Jayakumar et al., 2010; Shah et al., 2007; Wan & Tai,

2013).
Tableau 1: Sources d'insectes et rendement potentiel de la chitine.

Nom Rendement de la chitine (%) Référence

Astacus fluviatilis 36% (Tolaimate et al., 2003)

Litopenaeus vannameil 35% (Mohammed et al., 2013)

Potamon algeriense NA (Yeo et al., 2008)

NA (Not Available) : Pas disponible.

De nombreuses sources sont découvertes à ce jour pour une évaluation commerciale

potentielle telle que Potamon algeriense, un crabe d'eau douce répandu existant en Algérie, au

Maroc et en Tunisie (Cumberlidge & Daniels, 2008; Yeo et al., 2008).

1.4.2. Champignons

Après les crustacés, les champignons sont la deuxième source de chitine la plus

populaire (Iber et al., 2022) avec un rendement pouvant atteindre 20 % (Tombs & Harding,

1998). L'α- et la γ-chitine ont été extraites du mycélium et des parois cellulaires de la levure

(Campana-Filho et al., 2007; Younes & Rinaudo, 2015) (Figure 3) et même de leurs spores.

La chitine se trouve dans plusieurs phylums tels que les deutéromycètes, les ascomycètes, les
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basidiomycètes et les zygomycètes, à l'exception des oomycètes qui ont été exclus car leur

paroi cellulaire était constituée de cellulose.

Figure 3: Structure générale de la paroi cellulaire fongique (levure) (Steinfeld et al., 2019).

1.4.3. Nématodes

Les coquilles d'œufs de nématodes parasites des plantes et des animaux tels que

Meloidogyne artiellia (Fanelli et al., 2005) et Caenorhabditis elegans (Johnston et al., 2010)

sont également connues pour être composées de chitine et sont nécessaires au développement

embryonnaire. C'est aussi un composant du pharynx de certaines espèces (Y. Zhang et al.,

2005).

1.4.4. Mollusques

Les recherches de ces dernières années ont montré que les mollusques tels que les

aplacophores et les céphalopodes sont riches en β-chitine (Lavall et al., 2007). Il a été extrait

de l'encornet de l'espèce Loligo pealei (Campana-Filho et al., 2007)

et elle peut même être trouvée dans leur bec (Ioelovich, 2014). Les genres Solenogastres et

Caudofoveata appartenant à l'ancien taxon paraphylétique (Aplacophora) ont des cuticules à

chitine (Peters, 1972).

1.4.5. Protistes

Alors que les informations disponibles sur la chitine se sont développées en ce qui

concerne les insectes et les champignons, les recherches sur la biologie de la chitine produite

par les protistes sont relativement rares et intermittentes (Steinfeld et al., 2019) (Tableau 2).
Tableau 2: Les sources de chitine découvertes dans les protistes au cours des années.

Espèce Référence

Chaos illinoisensis (Sachs, 1956)

Phacodinium metschnikoffi (Bussers, 1976)

Giardia lamblia (Ortega-Barria et al., 1990)

Rhinosporidium seeberi (Mendoza et al., 2003)

Plasmodiophora brassicae (Schwelm et al., 2015)
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1.5. Méthode d’extraction de la chitine et de ses dérivés

Le processus d'extraction précis de la chitine ou de ses produits dépend principalement

de la source initiale utilisée, des propriétés de la partie du corps extraite et de l'utilisation

prévue. Aucune méthode exacte et standardisée n'a été édictée, malgré plusieurs propositions,

pour cette raison. Généralement, le processus consiste en un prétraitement, une

déprotéinisation, une déminéralisation et une décoloration pour avoir de la chitine plus ou

moins pure. L'ordre exact de ces étapes diffère également selon le traitement privilégié,

chimique ou biologique (enzymatique ou par fermentation) (Younes & Rinaudo, 2015)

(Figure 4).

Figure 4: Le procédé de traitement et d'extraction de la chitine : prétraitement (lavage-broyage-séchage),
déminéralisation, déprotéinisation, décoloration pour obtenir de la chitine pure suivie d'une désacétylation pour
obtenir du chitosane et autres post-traitements (purification, fonctionnalisation, etc.) selon l'utilisation envisagée
ou dérivé recherché (Pakizeh et al., 2021).

1.6. Applications de la chitine et de ses dérivés

Les applications de la chitine ainsi que celles de ses dérivés, trouvées sous forme de

gels, membranes, nano- et microfibres, ainsi que de nanoparticules (Ravi Kumar, 2000), sont

souvent spécifiques à une source (Joseph et al., 2021) et sont assez étendues couvrant de

nombreux domaines et industries, notamment celui de la biomédecine et de la biotechnologie

ainsi que le traitement des eaux usées, les industries cosmétique, le papier et les textiles et

bien d'autres encore (Al-Rooqi et al., 2022) (Figure 5).
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Figure 5: Une représentation graphique illustrant les différents domaines d'utilisation de la chitine et
leurs sources correspondantes (Joseph et al., 2021).

En raison de la demande croissante de pratiques agricoles respectueuses de

l'environnement, la chitine peut être considérée comme une alternative biologique aux

procédures chimiques. Ses utilisations comme engrais, pesticide et régulateur de croissance

des plantes lui confèrent un potentiel pour le marché futur (Shamshina et al., 2019).

Les chitooligosaccharides (COS), qui se présentent à divers degrés de

polymérisation, sont connus pour leur grande solubilité et leur faible viscosité (Cui et al.,

2021; Lodhi et al., 2014). Cela leur permet d'être utilisés pour réduire la pression artérielle et

le cholestérol, contrôler les infections et l'arthrite, améliorer la qualité des aliments et la

nutrition, entre autres (Lodhi et al., 2014). Ils ne sont pas seulement appliqués en biomédecine

et en alimentation, mais aussi pour l'agriculture durable, car ils peuvent être considérés

comme des agents de lutte biologique et des éliciteurs de l'immunité innée des plantes (Cui et

al., 2021; Das et al., 2015; Xia et al., 2023). L'application de chitine avec des enzymes

chitinolytiques qui utilisent ce substrat comme source d'énergie augmente l'efficacité des

sécréteurs enzymatiques, garantissant un établissement à long terme pour ces derniers et un

profit pour la culture ciblée. Le COS résultant induit une résistance des plantes aux agents

pathogènes tels que Magnaporthe oryzae et Phytophthora sojae car ils sont capables de se lier

aux constituants cellulaires chargés négativement, induisant ainsi la lyse cellulaire (Das et al.,

2015; Xia et al., 2023).

2. Chitinases

2.1. Les chitinases et leur classification

Un processus chitinoclastique est celui qui entraîne la dégradation globale de la

chitine. Si la liaison glycosidique β-(1→4) est hydrolysée, le processus est chitinolytique
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(Figure 6) et les chitinases extracellulaires relèvent du spectre des enzymes chitinolytiques

(Beier & Bertilsson, 2013; Padder et al., 2022). Elles sont définies comme des glycosyl

hydrolases (GH), dont la nomenclature est EC 3.2.1.14, et qui catalysent l'hydrolyse des

polymères de chitine (Dutta et al., 2021) en clivant leurs liens glycosidiques de manière non

processive et aléatoire, générant ainsi des COS (GlcNAc)2-6 (National Center for

Biotechnology Information, 2023; Sahai & Manocha, 1993).

Figure 6: Mode d'action des enzymes chitinolytiques (Mathew et al., 2020).

Sur la base de différents critères, les chitinases sont classées selon leur site d'action,

leurs séquences de gènes et d'acides aminés (Poria et al., 2021).

2.1.1. Classification selon le site d’action

En général, les enzymes chitinolytiques sont classées en deux catégories : les

enzymes à action endo et exo. Les chitinases appartiennent à la première catégorie car elles

peuvent cliver les chaînes de chitine en interne (Figure 7) et générer ainsi des oligomères à

faible poids moléculaire de N-acétylglucosamine, (GlcNAc)2-6, y compris le chitobiose, le

chitotriose et le diacétylchitobiose (Poria et al., 2021; Sahai & Manocha, 1993).

Figure 7: Modèle de clivage des enzymes chitinases avec une activité endo (Seidl, 2008).

2.1.2. Classification selon la séquence du gène

Il existe six classes différentes d'enzymes chitinolytiques, classées en fonction de

leurs séquences génétiques (Poria et al., 2021). Ils sont disposés selon les paramètres suivants :

point isoélectrique, peptide signal, localisation, inducteurs et composition de la séquence N-

terminale (Patil et al., 2000).
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Les chitinases de classe I ont un peptide signal riche en leucine ou en valine, sont

localisées dans la vacuole (pour les plantes) et possèdent une extrémité N-terminale riche en

l’acide aminé Cys. Ils sont en outre classés en deux sous-classes, les classes Ia et Ib en

fonction de la nature alcaline de la première et de la nature acide de la seconde. Cette classe

est en grande partie composée de chitinases dérivées de plantes (Patil et al., 2000).

Les chitinases de classe II sont des exo-enzymes (Oyeleye & Normi, 2018). Les

chitinases de la classe III différaient grandement en similarité de séquence par rapport aux

classes précédentes (Patil et al., 2000).

Les chitinases de classe IV partagent des caractéristiques similaires avec celles de

classe I mais sont plus petite en raison de l'absence de certaines des boucles (random coil)

(Oyeleye & Normi, 2018) qui relient deux conformations de structure secondaire (Choi et al.,

2013).

Les études sur les deux dernières classes (V et VI) sont quelque peu manquantes.

Vraisemblablement, la caractéristique N-terminale riche en cystéine de la plupart des

chitinases n'est pas présente dans les enzymes de classe V (Poria et al., 2021).

2.1.3. Classification selon les séquences d’acide aminé

Conformément à la base de données de classification des familles basée sur la

similarité des séquences en acides aminés, Carbohydrate-Active EnZymes (CAZy), les

chitinases appartiennent à quatre familles GH : GH18, GH19, GH23 et GH48 (Lombard et al.,

2014; Nguyen et al., 2018) (Tableau 3).
Tableau 3: Propriétés des enzymes chitinase dans les quatre familles GH : GH18, GH19, GH23
et GH48 (modifiée) (Poria et al., 2021).

2.1.3.1. Famille des glycosides hydrolases 18

GH18 est une famille appartenant au clan GH-K (Henrissat & Davies, 1997;

Lombard et al., 2014), possédant une domaine catalytique de structure 3D (tridimensionnelle)

(β/α)8 (CAZy, http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html).

Ces enzymes effectuent un mécanisme catalytique qui conserve la même configuration

anomérique de son substrat. Ceci est défini comme le mécanisme de rétention (Cohen-Kupiec

& Chet, 1998; Poria et al., 2021).

http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html
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Cette famille partage une homologie structurelle avec les classes III et V et regroupe

les chitinases d'insectes, de champignons, de bactéries et de plantes (Oyeleye & Normi, 2018).

2.1.3.2. Famille des glycosides hydrolases 19

Les informations relatives aux donneurs de protons catalytiques et aux nucléophiles

de GH19 ne sont pas encore connues (Poria et al., 2021). Il est documenté que son mécanisme

de clivage implique une inversion de la configuration anomérique du substrat (Ohnuma et al.,

2014). Ses membres sont largement dominés par un contenu α-hélicoïdal élevé et une feuillet

β à trois brins dans la structure secondaire (H. Li & Greene, 2010; Robertus & Monzingo,

1999). Cette famille comprend des enzymes des classes I, II et IV (Poria et al., 2021), et était

identifié à l'origine dans les plantes, pour s’étendre afin d’englober des sources bactériennes,

virales et, plus récemment, fongiques (Oyeleye & Normi, 2018).

2.1.3.3. Famille des glycosides hydrolases 23

Les chitinases sont également connues pour appartenir à la famille GH23 composée

de membres tels que les lysozymes en raison de la similitude de leurs substrats. Ils présentent

une activité de catalyse contre la chitine et ses dérivés avec le glutamate comme donneur de

proton connu (Arimori et al., 2013; Poria et al., 2021).

2.1.3.4. Famille des glycosides hydrolases 48

Les membres GH48 appartiennent au clan GH-M qui possède un domaine

catalytique caractéristique (α/α)6 et un donneur de proton glutamate. Bien que son activité

catalytique sur les substrats chitineux soit assez faible, on pense qu'il a un rôle critique dans

l'hydrolyse de la paroi cellulaire des plantes (Chu et al., 2019).

2.2. Sources de chitinases

Les chitinases se manifestent dans d'innombrables organismes, qu'elles soient

constituées de chitine comme les champignons et les arthropodes ou qu'elles en soient

dépourvues comme les plantes, les bactéries et les vertèbres (Oyeleye & Normi, 2018).

2.2.1. Organismes contenant de la chitine

2.2.1.1. Chitinases fongiques

Les chitinases fongiques appartiennent presque exclusivement à la famille GH18,

(Rathore & Gupta, 2015), avec des poids moléculaires allant de 35 à 50 kDa (Poria et al.,

2021) et une activité optimale à des températures allant de 40°C à 50°C et un pH de 4 ou 5

(Hamid et al., 2013; Karthik et al., 2014).

Les espèces fongiques sont connues pour produire différentes chitinases (de 10 à 25

en moyenne) pour diverses raisons physiologiques. Ceux-ci comprennent le remodelage de la

paroi cellulaire pendant la croissance des hyphes (autolyse) et l'hydrolyse exogène de la
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chitine pour la subsistance, la défense ou le parasitisme (Oyeleye & Normi, 2018; Seidl,

2008), telles que Trichoderma (Gruber & Seidl-Seiboth, 2012), Verticillium lecanii (Yu et al.,

2015), et Clonostachys rosea (Yang et al., 2010).

2.2.1.2. Chitinases des arthropodes et autres

Des chitinases ont été isolées chez des insectes (Locusta migratoria (D. Li et al.,

2015)), des crustacés (Litopenaeus vannamei (Niu et al., 2018)) des nématodes, des

mollusques et des protozoaires (Poria et al., 2021).

Les chitinases GH18 sont les seules chitinases que possèdent les insectes, avec des

poids moléculaires atteignant jusqu'à 85 kDa (Rathore & Gupta, 2015; J. Zhang et al., 2011).

Ils sont présents dans le liquide de mue qui dégrade l’ancienne cuticule de l’insecte

(Merzendorfer & Zimoch, 2003). Ils ont également été découverts dans les glandes salivaires

et à venin de certains insectes comme moyen de digérer les cuticules de l'hôte (Rathore &

Gupta, 2015). Les crustacés, comme les crabes, les crevettes et les homards, sont également

connus pour s'appuyer sur les chitinases pour la digestion, la défense contre les agents

pathogènes et la mue des téguments (Beygmoradi et al., 2018; Okada et al., 2013; Salma et

al., 2012; Zhou et al., 2018).

2.2.2. Organismes ne contenant pas de la chitine

2.2.2.1. Chitinases des vertébrés

La chitine étant un constituant du régime alimentaire de nombreux vertébrés comme

les porcelets. Leurs chitinases jouent un rôle important non seulement dans la digestion mais

aussi dans l'immunité innée (Kawasaki et al., 2021; Rathore & Gupta, 2015).

2.2.2.2. Chitinases des plantes

Les chitinases végétales ont un poids moléculaire moindre contrairement aux

chitinases d'insectes (Rathore & Gupta, 2015) et sont divisées en sept groupes, tous sauf les

groupes III et V affiliés à la famille GH19 (Ohnuma et al., 2011, 2012). Tout au long des

stades de développement de la croissance des plantes, les chitinases sont produites sous forme

de protéines PR (Pathogenesis-Related) en réponse à des stress biotiques (les agents

pathogènes) et abiotiques (conditions environnementales ; la sécheresse et le froid) (Poria et

al., 2021) (Tableau 4).
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Tableau 4: Exemples de production de chitinase induite par le stress chez des espèces végétales.

Espece Le gène de la
chitinase exprimé Facteurs biotiques Facteurs

abiotiques Reference

Nicotiana tabaccum NtChiV
Infection virale par

le virus de la
mosaïque du tabac

Irradiation
ultraviolette –

blessure
(Umemoto et al.,

2015)
Arabidopsis
thaliana AtChiC Champignons

pathogènes Sel

2.2.2.3. Chitinases bacteriennes

À ce jour, les principaux environnements où les bactéries dégradant la chitine ont

été recherchées seraient la rhizosphère, les plantes, l'eau et les intestins des animaux (Dhole et

al., 2021) (Figure 8).

Figure 8: Principales sources d'enzymes bactériennes dégradant la chitine (Dhole et al., 2021).

La plupart des chitinases bactériennes sont caractérisées comme des chitinases de la

famille GH18 comme le montre le tableau 5. En général, elles peuvent dégrader la chitine

dans des conditions anaérobies ou aérobies (Poria et al., 2021) et contribuer ainsi au cycle

biogéochimique (Beier & Bertilsson, 2013; H. Li & Greene, 2010). Il est utilisé par les

bactéries comme source d'énergie (carbone et azote), comme celles de milieu aquatiques

(Vibrio, Aeromonas et Micrococcus) qui repose sur l'hydrolyse des déchets chitineux, ou la

pathogenèse contre les hôtes contenant de la chitine (Beygmoradi et al., 2018; Oyeleye &

Normi, 2018; Rathore & Gupta, 2015) comme c'est le cas de Serratia marescens, inhibiteur

des spores fongiques de Botrytis cinerea (Someya et al., 2001).

Les actinomycètes, connus pour leurs activités antagonistes contre les pathogènes

(Dhole et al., 2021) et des producteurs prolifiques de chitinases comprenant des genres
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mésophiles, tels que Streptomyces, Saccharothrix et Microbispora, et des genres thermophiles,

comme Thermobifida et Streptosporangium (Mathew et al., 2020).

Les espèces de Pseudomonas ont également montré des caractéristiques favorisant

la croissance des plantes (Bakli & Zenasni, 2019; Veliz et al., 2017). De plus, il a été rapporté

que la nodulation du pois chiche était améliorée grâce à l'activité chitinolytique de

Pseudomonas ainsi qu'à une augmentation de la toxicité insecticide de nucléopolyédrovirus de

Spodoptera litura contre ses larves (Sindhu & Dadarwal, 2001; Zhong et al., 2015).
Tableau 5: Sources de chitinases bactériennes et leurs familles GH correspondantes.
Classement supérieur Espèce Famille d’enzyme Référence

Actinomycètes

Streptomyces
albolongus ATCC

27414
GH18 (Gao et al., 2018)

Streptomyces
alfalfae GH19 (Lv et al., 2021)

Bacillota (synonyme : Firmicutes)

Bacillus subtilis
WB600 GH18 (Pan et al., 2019)

Bacillus
thuringiensis GH18

(Juárez-Hernández et
al., 2019)

β-Proteobacteria Ralstonia sp. A-471 GH23 (Arimori et al., 2013)

γ-Proteobacteria

Serratia marescens GH18
(Rathore & Gupta,

2015)
Vibrio harveyi GH18 (Suginta et al., 2016)
Pseudomonas
fluorescens Pf-5 GH18

(Protein Data Bank,
https://www.rcsb.org/)

2.3. Propriétés enzymatiques des chitinases bactériennes

Les propriétés chimiques des chitinases sont complexes et polyvalentes (Hoell et al.,

2006) et se diversifient par des différences de spécificité de substrat et de mécanisme

catalytique (R. V. Singh et al., 2021). Des études approfondies du système chitinolytique ont

montré que les chitinases non processives se séparent complètement du substrat après

hydrolyse (Horn et al., 2006).

Sur la base de leur poids moléculaire, les chitinases bactériennes sont plus petites que

les chitinases d'insectes, couvrant de poids aussi faible que 20 kDa à 60 kDa. Selon la source

à partir de laquelle ils ont été isolés, ils peuvent être actifs à différents pH, températures et

points isoélectriques (pI ∼4,5–8,5) (Bhattacharya et al., 2007). Le tableau 6 présente

quelques-unes des conditions enzymatiques dans lesquelles l'activité catalytique des

chitinases est optimale.

https://www.rcsb.org/
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Tableau 6: Le poids moléculaire, pH et température optimales des chitinases provenant de
différentes sources bactériennes (modifiée) (Poria et al., 2021).

Bactérie
Poids

moléculaire
(kDa)

pH optimal Température
optimale (°C) Référence

Bacillus subtilisWB600 62 5 60 (Pan et al., 2019)

Microbispora sp. V2 35 3 60
(Kumar et al.,

2018)
Paenibacillus timonensis

LK-DZ15 70 4,5 80
(Yahiaoui et al.,

2019)
Pseudoalteromonas sp.

DC14 65 9 40
(Makhdoumi et al.,

2015)
Pseudoalteromonas sp.

DL-6 113,5 8 20
(X. Wang et al.,

2014)

Pseudomonas - 4,5 35 (Liu et al., 2019)

Serratia marescens 55,6 6 55 (J. Li et al., 2020)

Streptomyces albolongus
ATCC 27414 47 5 55 (Gao et al., 2018)

2.4. Applications des chitinases bactériennes

La nature omniprésente des bactéries, confère à leurs chitinases de nombreuses

utilisations, en particulier dans les secteurs de l'agriculture et de la santé ainsi que dans

l'industrie des produits de la mer (Figure 9).

Figure 9: Les grands domaines d'application des chitinases bactériennes et leurs produits générés (Rathore
& Gupta, 2015).

Il est d'un grand intérêt l'utilisation des chitinases, principalement de Bacillus,

Pseudomonas et Streptomyces, comme agents de lutte biologique (seuls ou en synergie) pour

contrôler et/ou prévenir les phytopathogènes (champignons, insectes et nématodes) pour une

production agricole durable et la promotion de la croissance des plantes (Kumar et al., 2022;
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Subbanna et al., 2018, 2019). Le tableau 7 détaille certains effets des applications de

chitinase à partir de différentes études menées.
Tableau 7: Les effets des chitinases produites par les bactéries chitinolytiques sur la croissance
des plantes et le contrôle des pathogènes.

Souche Effet(s) Référence

Pseudomonas putida P3(4)
Inhibition de la germination des
spores d'Alternaria solani et de
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

(N. A. Singh & Shanmugam, 2012)

Pseudomonas aeruginosa UB11 et
Bacillus cereus UB12

Lutte contre l'anthracnose causée
par Colletotrichum capsici au
poivre de cayenne.

(Karina et al., 2020)

Pseudomonas spp. NS-1 et
Bacillus spp. NS-22.

Amélioration de la germination et
du rendement et réduction des
maladies chez Cajanus cajan en
dirigeant l'attaque vers les hyphes
fongiques.

(Dukare et al., 2020)

Bacillus pumilus RST25
Traitement des semences de blé
contre les infections fongiques
pour une germination optimale.

(Gurav et al., 2017)

Lysobacter capsica YS1215 et
Pseudomonas fuorescens HN1205

Destruction des œufs de nématodes
Meloidogyne spp. responsables du
nœud racinaire, et entrainant une
augmentation de la longueur des
pousses.

(Jung et al., 2014; Lee et al., 2015;
Lee & Kim, 2015)

En ce qui concerne le domaine médical, les chitinases se sont avérées efficaces pour

améliorer la puissance des traitements topiques antifongiques et des études suggèrent même

leur potentiel en tant qu'additifs (Hamid et al., 2013; Kumar et al., 2022). Il a également été

suggéré comme stratégie de lutte contre les maladies infectieuses causées par des agents

pathogènes véhiculés par certains insectes comme les moustiques (Kumar et al., 2022).

Les chitinases jouent également un rôle vital dans la gestion des déchets de chitine,

comme alternative écologique aux procédés chimiques, en réduisant la pollution de l'eau

causée par les industries de l'aquaculture et de la pêche et en valorisant les COS obtenu pour

les industries biotechnologiques (Kumar et al., 2022; Rathore & Gupta, 2015) comme

mentionné précédemment (voir « 1.6. Applications de la chitine et de ses dérivés »).

3. Pseudomonas guariconensis

3.1. Historique d’isolement et échantillonnage

Le genre Pseudomonas, décrit pour la première fois en 1894 (Migula, 1894), fait

partie des genres bactériens les plus divergents et les plus omniprésents sur terre. En fait, ce

genre répartis dans des environnements distincts comprenant des éléments vivants (humains,

animaux, plantes, algues et champignons) et des éléments non vivants (eau et sol) (Peix et al.,

2018).
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Le sol rhizosphérique de Vigna unguiculata (L.) Walp dans l'écosystème de la savane

vénézuélienne dans l'état de Guarico est l'endroit où la bactérie Pseudomonas guariconensis

LMG 27394 (PCAVU11) a été isolée pour la première fois avec d'autres pseudomonades qui

sont connues pour pousser dans des sols acides d'une telle saisonnalité et d'une faible fertilité

et possèdent une capacité de solubilisation du phosphate nécessaire à l'atténuation de la teneur

naturellement faible en phosphore (Toro et al., 2013).

3.1.1. Procédure d’isolement

La procédure d'isolement telle que décrite et réalisée par Toro et al., (2013) consistait

d'abord à créer une suspension bactérienne contenant 10 grammes (g) du sol rhizosphérique

entourant la culture Vigna unguiculata et 90 millilitres (ml) d'eau stérile, et à agiter pendant

30 minutes, suivi d'une inoculation sur milieu YED-P (Yeast-Extract Dextrose Agar Plates) et

incubation pendant une période de 7 jours à une température constante de 28°C.

3.1.2. Caractéristiques phénotypiques

3.1.2.1. Morphologie

La coloration de Gram réalisée selon la méthode de Doetsch (1981) a révélé que les

cellules de P. guariconensis étaient Gram-négatives (de couleur rose), non-sporulante et en

forme de bâtonnet avec une longueur moyenne de 2,5 µm (micromètre) et une largeur de 0,85

µm. Une microscopie à contraste de phase après incubation pendant 48 heures à 22°C en

gélose nutritive ainsi qu'une microscopie électronique après incubation dans les mêmes

conditions en milieu TSA (Trypticase Soy Agar) ont été réalisées pour vérifier respectivement

la motilité et la flagellation. Les résultats ont révélé que P. guariconensis possède deux

flagelles polaires lui conférant la motilité. Le halo pellucide apparaissant autour des colonies

rondes, convexe et translucides de couleur beige indique leur activité de solubilisation de

phosphate (Toro et al., 2013).

3.1.2.2. Analyse des pigments fluorescents

Toro et al., (2013) ont suivi la méthode détaillée par Hildebrand et al. (1994) pour

l'analyse des pigments fluorescents qui implique l'inoculation et l'incubation des cellules dans

la gélose King B pour tester la production de pigments et, en cas de résultat positif, l'étude de

leurs caractéristiques spectrales à l'aide de la spectrophotométrie. Leurs résultats ont confirmé

la production d'un pigment diffusible avec un pic d'absorption de fluorescence de 408 nm

(nanomètre) similaire à beaucoup de son genre comme P. flavescens (Hildebrand et al., 1994)

et P. argentinensis (Peix et al., 2005).
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3.1.2.3. Caractérisation biochimique

La caractérisation biochimique a été réalisée par Toro et al., (2013) conformément à

celle de Peix et al., (2005). Ils ont également effectué des tests sur les microplaques Biolog

GN2, API (indice de profil analytique) 20NE, API 32 GN et API 50CH. Des résultats chimio-

taxonomiques complets et précis sont détaillés par Toro et al., (2013), mais en général il a été

établi que P. guariconensis est une bactérie positive à la catalase et à l'oxydase incapable de

fermenter les sucres dans les milieux peptonés mais négatif sur la réduction des nitrate et la

synthèse de bêta-galactosidase.

3.1.2.4. Milieu et conditions de culture

La souche était capable de croître dans des conditions aérobies à des températures

allant de 5°C à 44°C et des limites de pH allant de 5 à 10, ce qui lui a valu le titre de

neutrophile aérobie et psychrotolérant (Jin & Kirk, 2018; Männistö & Puhakka, 2002; Toro et

al., 2013). Toro et al., (2013) ont également mis en évidence que PCAVU11 était capable de

se développer dans un bouillon nutritif additionné de 0 à 6 % de NaCl.

3.1.3. Caractéristiques génotypiques

3.1.3.1. Séquençage de gènes et analyse comparative

Le séquençage de l'ARNr 16S et du gènes domestiques, précédé d'une extraction et

d'une amplification, a été réalisé par Toro et al., (2013) dans le but d'analyser de manière

comparative la souche alors nouvelle avec d'autres espèces bactériennes. L'ARNr 16S (1524

nt (nucléotide)) de PCAVU11 présentait une similitude de plus de 99 % avec d'autres de son

genre tels que P. taiwanensis, P. entomophila, P. plecoglossicida et P. monteilii. Le

séquençage et la comparaison des gènes domestiques ont prouvé que les gènes domestiques

rpoD (686 nt), rpoB (1049 nt) et gyrB (626 nt) responsables du maintien des fonctions de base

de la cellule dans le genre Pseudomonas (d'où leur conservation élevée et leur évolution lente)

(Joshi et al., 2022), coïncidaient avec l'analyse phylogénétique de l'ARNr 16S révélant que

PCAVU11 est une souche occupant sa propre branche et regroupée avec les espèces

mentionnées ci-dessus.

3.1.3.2. Analyse de la composition en bases azotées et hybridation ADN-

ADN

En utilisant la méthode de dénaturation thermique, les résultats de l'analyse de la

composition de bases azotées de Toro et al. (2013) ont montré que le GC % de l'ADN était

égal à 61,5 %, semblable au GC % d'autres espèces habitant du sol du genre Pseudomonas

comme présenté dans le tableau 8.
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Tableau 8: Composition en bases d’ADN G + C d'espèces Pseudomonas étroitement apparentées
(modifiée) (L. T. Wang et al., 2010).

Espèce Contenu G+C (mol %)

P. taiwanensis 62,7

P. mosselii 63

P. plecoglossicida 62,8

P. monteilii 60

L'hybridation ADN-ADN de la souche PCAVU11 avec celles qui ont montré plus

de 99 % de similitude de séquence lors de l'analyse comparative de l'ARNr 16S a révélé que

les valeurs moyennes d'hybridation étaient inférieures à 56 %, ce qui est inférieur au seuil

recommandé de 70 % (Wayne et al., 1987), menant Toro et al., (2013) pour renforcer leur

conclusion selon laquelle PCAVU11 est une espèce à part entière.

3.1.4. Classification

Ces résultats ont permis Toro et al., (2013) d'identifier la souche isolée PCAVU11

comme Pseudomonas guariconensis, classée selon le tableau 9 présenté ci-dessous en

fonction de ses caractéristiques phénotypiques et génotypiques.
Tableau 9: Classification systématique de P. guariconensis.

Rang taxonomique Nom taxonomique

Domaine Bacteria

Phylum Pseudomonadota

Classe Gammaproteobacteria

Ordre Pseudomonadales

Famille Pseudomonadaceae

Genre Pseudomonas

Espèce Pseudomonas guariconensis

La classe des Gammaprotéobactéries est connue pour regrouper de nombreux genres

de PGPR dont ceux d'Azotobacter pour sa capacité à fixer l'azote et Pseudomonas avec ses

nombreux mécanismes d'action tels que la production d'antibiotique, de chitinase, de β-

glucanase, d'ACC désaminase et de sidérophores (Vejan et al., 2016).

3.2. Applications de Pseudomonas guariconensis

Depuis son identification, P. guariconensis fait l'objet de recherches afin de découvrir

ses applications utiles pour l'environnement et le domaine agro-alimentaire. Elle a montré un

potentiel en tant qu'agent de bioremédiation contre différents polluants aromatiques et

émergents tels que le colorant "Reactive Red 120", grâce à ses capacités de biodégradation et

de biosorption en faisant ainsi un candidat pour la production industrielle et la fabrication de

lipase (Alhefeiti et al., 2021; Reddy & Osborne, 2020).
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De nouvelles souches de P. guariconensis sont continuellement isolées et les

scientifiques découvrent le large éventail de biomolécules actives que cette bactérie est

capable de produire. La souche Pseudomonas guariconensis VDA8 possède un amalgame

d'activités de lutte biologique (contre les espèces de Fusarium) et de nombreux traits

favorisant la croissance des plantes tels que la solubilisation du phosphate, et la production de

l'ammoniac, l'acide indole acétique et de sidérophores. Elle peut également sécréter un phénol

antimicrobien appelé 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), qui à son tour peut agir comme

insecticide post-récolte (Kankariya et al., 2022). La souche « mungfali » isolée de la plante

d'arachide Arachis hypogaea L était capable de se contrarier Aspergillus niger, contrôlant

ainsi la maladie de la pourriture du collet dans la culture susmentionnée. Elle induit également

la production de phytohormones et la solubilisation de minéraux dont le zinc et le potassium

(Patel et al., 2015) (Figure 10). Pseudomonas guariconensis LE3 est également considérée

comme un agent de lutte biologique en raison de sa capacité à produire des chitinases et des

biosurfactants capables d'éliminer la pourriture charbonneuse causée par Macrophomina

phaseolina. Ses activités étaient similaires aux souches précédentes (Khare & Arora, 2021).

Figure 10: Activité antifongique de P. guariconesis (RA1) contre A. niger. (a) Plaque témoin (b) Culture de
RA1 co-inoculée avec A. niger (Patel et al., 2015).

Posséder des propriétés favorisant la croissance des plantes n'est pas nécessairement

suffisant dans des conditions stressantes. Mishra et al., (2017) ont révélé que les souches de P.

guariconensis peuvent être isolées d'environnements extrêmes, comme ce fut le cas de

NBRISH4, découvert près des volcans de boue de l'île de Baratang en Inde. Lorsqu'elle est

appliquée à la culture de maïs sous stress abiotique (salinité et sécheresse), la solubilisation du

phosphate est restée constante.
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Compte tenu de l’efficacité potentielle des chitinases (si présentes) produites par la

bactérie de la rhizosphère P. guariconensis, une caractérisation bioinformatique a été

effectuée comme détaillé dans les sections suivantes.
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1. Récupération et caractérisation des séquences protéiques requêtes

La base de données « Protein » du portail NCBI (National Center for Biotechnology

Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a été utilisée pour extraire le format FASTA

des séquences protéiques primaires de chitinase provenant de l'espèce Pseudomonas

guariconensis après avoir fondé la recherche sur les mots-clés « Pseudomonas guariconensis

chitinase ». Deux des neuf résultats ont été choisis (numéros d'accession

GenBank: SDC64960.1 et SDD76341.1), caractérisées et utilisés comme séquences de

requête pour toutes les analyses bioinformatiques (les six autres ayant déjà été caractérisés).

2. Analyse des propriétés physico-chimiques

Les divers paramètres physicochimiques de chaque séquence requête de l’enzyme

chitinase ont été déterminés grâce a l'outil d’analyse ExPASy-ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam). Les paramètres calculés sont les suivants : le poids

moléculaire (MW), la composition en atome, le point isoélectrique théorique (pI), le nombre

de résidus chargés positivement et négativement (R+/-), le coefficient d’extinction (EC), la

demi-vie, l'indice d'instabilité (II), l’indice aliphatique (AI), et la grande moyenne

d'hydropathie (GRAVY) (Gasteiger et al., 2005).

Le profil d’hydrophobicité a été analysé à l'aide de l'ExPASy Protscale

(https://web.expasy.org/protscale/) (échelle d'hydropathie), qui évalue l'hydrophobicité et

l'hydrophilicité des chaînes latérales d’acide aminés, basé sur l'échelle hydrophobe de Kyte et

Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982).

3. Prédiction du signal peptide

En saisissant les séquences d'acides aminés des chitinases récupérées, SignalP 5.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0) permet de prédire la présence (ou

l'absence) de peptides signal, leur sites de clivage et un aperçu de la localisation de la protéine

(Almagro Armenteros et al., 2019).

4. Localisation subcellulaire

Le serveur LocTree3 (https://rostlab.org/services/loctree3/) est un outil qui a été

utilisé pour prédire la localisation subcellulaire de nos enzymes. La sortie comprend un score

basé sur la justesse des résultats ainsi que sa précision attendue, l'ontologie des gènes et une

homologie proche PSI-BLAST (si disponible) (Goldberg et al., 2014).

5. Prédiction de la solubilité protéique

SOSUI (http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/), un outil en ligne, a été utilisé pour

déterminer si les séquences saisies sont caractérisées comme des protéines solubles ou

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://web.expasy.org/protparam
https://web.expasy.org/protscale/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0
https://rostlab.org/services/loctree3/
http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/
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membranaires en s'appuyant sur des méthodes basées sur les paramètres physicochimiques

des séquences protéiques, notamment la longueur de la séquence, les indices d'hydropathie et

d'amphiphilie et les charges d'acides aminés. Elle continue à prédire ses hélices

transmembranaires (dans ce cas la protéine est membranaire) (Hirokawa et al., 1998).

6. Analyse de la structure secondaire

Pour analyser la structure secondaire de chaque séquence requête, deux outils de

prédiction bioinformatiques ont été utilisés.

La première, SOPMA (Self-Optimized Prediction Method with Alignment)

(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html) prédit les

structures secondaires (y compris la description des quatre états conformationnels : hélice α,

brin β, coude et boucle), en recherchant dans sa base de données composée de chaînes

protéiques non-homologues, et produisent un résultat avec des caractéristiques et une

évolution similaires. Toutes les séquences ont été testées avec les paramètres par défaut

comme indiqué dans le tableau 10 (Geourjon & Deléage, 1995).
Tableau 10: Paramètres par défaut de SOPMA.

Number of conformational states Similarity threshold Window width
4 8 17

Number of conformational states: Nombre d’états conformationnels,
Similarity threshold: Seuil de similarité, Window width: Largeur du
fenêtre.

Le serveur PSIPRED (PSI-BLAST-based secondary structure PREDiction)

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) prédit également les structures des protéines. La méthode

de prédiction de structure secondaire PSIPRED 4.0 (pour les états conformationnels) a été

utilisée pour analyser les données de séquence obtenues à partir de PSI-BLAST (Buchan et al.,

2013).

7. Analyse de la structure tertiaire

7.1. Prédiction de la structure tertiaire

Afin de créer et d'analyser une structure 3D à partir du format FASTA des

séquences requêtes, Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0),

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) était le logiciel de prédiction

en ligne utilisé pour modéliser nos séquences protéiques par rapport à des structures présentes

dans la base de données Protein Data Bank (PDB), ainsi qu'AlphaFold Protein Structure

Database en s'appuyant sur des méthodes de modélisation par homologie (Kelley et al., 2015).

Les modèles structuraux mentionnés auxquels nos séquences sont comparées ont

déjà été vérifiés expérimentalement par RMN (résonance magnétique nucléaire) ou par

https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index
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cristallographie aux rayons X (Pellequer, 1999). Les modèles initiaux prédits ont été

optimisés et visualisés à l'aide de l'interface interactive du logiciel graphique PyMOL version

2.3 (DeLano, 2019).

7.2. Raffinement de la structure tertiaire prédite

ModRefiner (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) est un algorithme

de raffinement de la structure des protéines qui garantit des positions précises des chaînes

latérales et réseaux de liaisons hydrogène et moins de chevauchements atomiques. Il a été

utilisé pour raffiner les modèles des deux chitinases putatives prédites générées par Phyre2

afin d'obtenir une structure à haute résolution avec suffisamment de détails et une topologie

globale (Xu & Zhang, 2011).

Le logiciel de visualisation PyMOL version 2.3, à nouveau, été utilisé pour

optimiser et visualiser les modèles protéiques raffinés de structure 3D (DeLano, 2019).

7.3. Validation des structures tertiaires initiales et raffinées

L'outil PROCHECK, accessible via le serveur SAVES (Structural Analysis and

Verification Server) v6.0 (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/), a été utilisé pour la

génération des diagrammes de Ramachandran pour les modèles 3D des chitinases prédits et

raffinés par Phyre2 et ModRefiner respectivement. L'outil vise à évaluer la qualité

stéréochimique des structures protéiques entrées (initiales et raffinées) et à permettre la

comparaison entre elles en termes de géométrie normale et/ou inhabituelle des résidus et

d'autres propriétés stéréochimiques (Laskowski et al., 2006).

8. Analyse fonctionnelle

8.1. Recherche de domaines conservés

L'identification des domaines conservés présents dans les deux chitinases a été réalisée

grâce au service de recherche NCBI CDD (Conserved Domain Database)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) afin d'annoter les domaines

fonctionnels dans nos séquences d'acides aminés (J. Wang et al., 2023).

8.2. Recherche de motifs protéiques

Le logiciel MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) Suite version 5.5.1.

(https://meme-suite.org/meme/tools/meme) est un logiciel d'analyse basé sur des motifs pour

la découverte de motifs récurrents et sans gaps qui codent des fonctions biologiques à partir

de n'importe quelle collection de séquences de protéines non alignées. Le paramètre anr (Any

Number of Repetitions) a été choisi pour la distribution des sites afin de confirmer la

suspicion que les motifs se répètent (mais ne se chevauchent pas) tout au long d'une seule

séquence avec une meilleure précision par rapport aux autres options (Bailey et al., 2015).

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
https://meme-suite.org/meme/tools/meme
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8.3. Analyse de site actif

Une autre analyse fonctionnelle réalisée a été celle des sites actifs des enzymes en

s'appuyant sur COFACTOR, un serveur web de prédiction de fonction basé sur la structure

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTOR/). Il détaille non seulement les sites de

liaison aux ligands, mais déduit également l'ontologie des gènes et la commission

enzymatique à partir de nombreux modèles documentés (homologues ou analogues) (C.

Zhang et al., 2017).

Après avoir saisi les structures 3D raffinées de nos enzymes chitinases putatives au

format PDB, COFACTOR produira des résultats sur les dix structures PDB homologues les

mieux classées, GO (Gene Ontology), EC (Enzyme Commision), site actif et de liaison au

ligand de la protéine cible avec le ligand- structures complexes de protéines.

L'optimisation et la visualisation des modèles structuraux COFACTOR choisis ont

été réalisées par le logiciel PyMOL mentionné précédemment.

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTOR/
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1. Récupération et caractérisation des séquences protéiques requêtes

Après la récupération des séquences d'acides aminés de la chitinase de Pseudomonas

guariconensis au format FASTA (numéros d'accession GenBank: SDC64960.1 et

SDD76341.1), les caractéristiques des deux séquences requêtes ont été obtenues à partir des

entrées « GenPept » telles que présentées dans le tableau 11.
Tableau 11: Caractérisation des séquences requêtes de chitinase provenant de P. guariconensis.

Nom
Numéro

d’accession
(GI)

Souche Nombre
d’AA

Structure
de l’ADN Protéine Région CDS

putative chitinase (SDC64960.1) 1086853717
LMG
27394 183 linéaire 1-183 1-182

(COG3179) 1-183

putative chitinase (SDD76341.1) 1086851230
LMG
27394 84 linéaire 1-84 - 1-84

Les séquences récupérées choisies ont la même source de souche (LMG 27394), mais

des longueurs de séquence et des locus génomiques différents. Dans le cas de SDC64960.1, la

région nommée COG3179 est prédite comme étant la partie fonctionnelle générale de la

chitinase par opposition à son CDS ou séquence codante qui couvre la totalité de la protéine.

On ne peut pas en dire autant de la 2ème séquence de requête codée SDD76341.1.

2. Analyse des propriétés physicochimiques

Les résultats des caractéristiques physiques et chimiques calculées sont présentés

dans le tableau 12.
Tableau 12: Propriétés physico-chimiques des chitinase P. guariconensis.

Numéro

d’accession

(GI)

MW

(Da)

Nombre

d’atome
pI R- R+ EC

Demi-

vie
II AI GRAVY

1086853717 20218,05 2855 9,01 20 23 21430
10

heures
36.84 90,22 -0,351

1086851230 9657,94 1332 8,68 9 11 23615
10

heures
46.47 76,90 -0,507

MW : poids moléculaire, pI : point isoélectrique théorique, R+ : nombre de résidus chargés positivement,
R- : nombre de résidus chargés négativement, EC : coefficient d’extinction, II: indice d'instabilité, AI :
indice aliphatique, GRAVY : grande moyenne d'hydropathie.

Le poids moléculaire (MW) est déterminé en additionnant les masses isotopiques

moyennes des acides aminés présents dans la protéine et la masse isotopique moyenne d'une

molécule d'eau pour obtenir des valeurs en Daltons (Da) (Gasteiger et al., 2005). Par

conséquent, le poids moléculaire d'une séquence protéique est en corrélation avec le nombre

total d'atomes et, plus spécifiquement, la composition atomique de la séquence.
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Le point isoélectrique (pI) est aussi calculé à partir des séquences d’acides aminés

(Bjellqvist et al., 1993). Pour les chitinases putatives, gi|1086853717 et gi|1086851230, les

résultats ont montré un pI de 9,01 et 8,68 respectivement, ce qui est supérieur à l'intervalle

habituel de 4,5 - 8,5 abordé par Bhattacharya et al., (2007) chez les chitinases bactériennes. A

ces valeurs, les enzymes n'ont pas de charge nette (électriquement neutre) car les charges

positives et négatives sont égales (Godara et al., 2022). La charge nette d'une séquence

d'acides aminés est largement affectée par le nombre de résidus chargés positivement (R+) et

négativement (R-) (« Arg + Lys » et « Asp + Glu » respectivement). Sur cette base, on peut

en déduire que les deux séquences protéiques primaires sont de nature modérément alcaline.

La valeur de pI donne également un aperçu de la charge nette, qu'elle soit positive ou

négative, de chaque séquence dans des conditions physiologiques spécifiques. Cela indique à

son tour (dans une certaine mesure) la solubilité de la protéine à un pH désigné (Mohamad

Sobri et al., 2020). Selon Nolsøe & Undeland (2009) , une protéine est à sa plus faible

solubilité si elle est placée dans un pH de la valeur pI, en raison de l’induction de l'agrégation

des protéines et des interactions hydrophobes causées par la rareté de la répulsion

électrostatique résultant d'une charge nette nulle (Nolsøe & Undeland, 2009). Au contraire,

une répulsion électrostatique forte et mutuelle entrave la précipitation et augmente la

solubilité ou les interactions hydrophiles (Lone et al., 2015).

Le coefficient d’extinction (EC) indique la quantité de lumière qu’une protéine

absorbe à 280 nm, ce qui peut être utile lors de dosage spectrophotométrique. Mais parce que

la cystéine (Cys) n'absorbe pas bien à des longueurs d'onde supérieures à 260 nm,

contrairement aux tyrosine et tryptophane (Gasteiger et al., 2005), nos résultats étaient basés

sur l'hypothèse que toutes les paires de Cys apparaissaient sous forme de cystines.

La prédiction du temps nécessaire pour que la moitié des protéines d’une cellule

disparaissent après leur synthèse dans la cellule est appelée la demi-vie (Gasteiger et al.,

2005). Cela dépend de l'identité du résidu N-terminal (Bachmair et al., 1986), qui est la

méthionine pour les séquences primaires. C'est pourquoi on a extrapolé le résultat d'E. coli (in

vivo) avec une demi-vie estimée à 10 heures.

L’indice d’instabilité (II) donne une estimation de la stabilité de la protéine dans un

tube expérimental. Les protéines soient stables lorsque leur indice d'instabilité est inférieur à

40. Mais lorsque la valeur de l'indice d'instabilité est supérieure à 40, la protéine est

considérée comme instable (Gasteiger et al., 2005). La raison en est l'apparition de certains

dipeptides perturbant la stabilité (Guruprasad et al., 1990). La valeur de l'indice d'instabilité

pour l’enzyme gi|1086853717 était de 36,84, donc < 40, ce qui indique que la protéine est
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stable. En revanche, la valeur de l'indice d'instabilité pour gi|1086851230 était de 46,74, ce

qui est supérieur à 40, indiquant que la protéine est instable.

L’indice aliphatique (AI) d'une protéine est le volume relatif occupé par ces chaînes

latérales aliphatiques, portées par les acides aminés : alanine, valine, isoleucine et leucine

(Ikai, 1980). Plus les valeurs sont élevées, plus la protéine est thermiquement stable et

hydrophobe (Farhan et al., 1948; Panda & Chandra, 2012). Les valeurs élevées de l’indice

aliphatique (90,22 et 76,90) indiquent que les protéines sont thermostables.

En comparant ces résultats à d'autres études réalisées sur différentes espèces

bactériennes (dont Pseudomonas), les chitinases produites par P. guariconensis LMG 27394

sont actives et stables à très hautes températures comme le montre le tableau 13 ci-dessous.
Tableau 13: Valeurs de thermostabilité des chitinases bactériennes par rapport aux chitinases de
P. guariconensis LMG 27394.

Espèce Thermostabilité (°C) Référence

P. guariconensis LMG 27394 90,22 -76,90
Pseudomonas sp. TKU008 ≈ 50 (S.-L. Wang et al., 2010)

Pseudoalteromonas flavipulchra
DSM 14401 40 (Ren et al., 2022)

P. guariconensis LMG 27394 (étant une bactérie mésophile) possédant une chitinase

thermostable sans intervention biotechnologique est également favorable à une application

industrielle (Mathew et al., 2021).

GRAVY (Grande Moyenne de l’Hydropathie) est calculée en tenant compte des

propriétés hydrophobes et hydrophiles (hydropathie) des acides aminés. C’est la somme

d’hydropathie de tous les acides aminés divisée par le nombre de résidus dans la séquence

(Kyte & Doolittle, 1982). En termes simples, un score positif signifie l’hydrophobicité et vice

versa (Chang & Yang, 2013). D'après nos résultats, les chitinases sont hydrophiles. L’outil

ProtScale permet de prédire la position hydrophobe minimale et maximale ainsi que leur

score pour chaque séquence de chitinase (Kyte & Doolittle, 1982) (Tableau 14).
Tableau 14: Score hydrophobe et position des protéines chitinase de P. guariconensis à l'aide de

l'outil ProtScale.

Numéro d’accession (GI)
Position

Min Max

Score

Min Max

1086853717 91,92 45 -2.489 1.689

1086851230 8 36,37 -1.922 0.511
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3. Prédiction du signal peptide

Pour les deux séquences protéiques, gi|1086853717 et gi|1086851230 de P.

guariconensis, le serveur SignalP n'a suggéré aucun des types de peptides signal procaryotes

dans l'extrémité amino-terminale.

4. Localisation subcellulaire

Le serveur de localisation subcellulaire LocTree3 a révélé que les deux chitinases

putatives étaient sécrétées dans des régions extracellulaires, comme détaillé dans le tableau

15.
Tableau 15: Résultats de l’analyse de la localisation subcellulaire des séquences gi|1086853717 et
gi|1086851230 de P. guariconensis.
ID de la protéine Score de fiabilité Précision attendue Classe de

localisation GO

gi|1086853717 46 91% Sécrétée extracellular region
GO:0005576

gi|1086851230 69 94% Sécrétée extracellular region
GO:0005576

Des informations sur la précision attendue et leur fiabilité (score) des deux séquences

sont également mentionnées. Des schémas de la localisation prédite dans la cellule ainsi que

des visualisations des résultats de la prédiction des voies enzymatiques proposées et leurs

scores sont illustrés dans la figure 11.

Figure 11: Résultats de prédiction de la localisation subcellulaire pour les chitinases putatives. (A) Schéma
de la localisation prédite colorées en vert pour la séquence gi|1086853717. (B) Visualisation de la voie
enzymatique prédite avec leur score pour la séquence gi|1086853717. (C) Schéma de la localisation prédite
colorées en vert pour la séquence gi|1086851230. (D) Visualisation de la voie enzymatique prédite avec leur
score pour la séquence gi|1086851230.

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005576
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005576
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005576
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005576
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Les protéines sécrétées sont souvent porteuses de peptides signal, mais l’analyse

précédente des peptides signal a montré le contraire. Cela peut être appelé la méthode de

sécrétion non classique qui a été observée dans plusieurs protéines bactériennes sécrétées sans

peptide signal apparent (Bendtsen et al., 2005).

5. Prédiction de la solubilité protéique

Le serveur SOSUI calcule l'hydrophobicité moyenne et la densité de la charge nette

afin de faire la distinction entre les protéines solubles et transmembranaires avec une

précision de 99%. Les résultats des diagrammes d'hydropathie et de charge pour les deux

séquences requêtes de P. guariconensis, gi|1086853717 et gi|1086851230 (Figure 12), ont

montré qu’ils sont des protéines solubles non transmembranaires, renforçant encore

l’hypothèse prédisant que les chitinases putatives requêtes sont probablement extracellulaire.

La raison en est l'absence d'hélice transmembranaire primaire, souvent hydrophobe, dans sa

région terminale et caractéristique des protéines transmembranaires (Hirokawa et al., 1998).

Figure 12: Diagrammes d’hydropathie et de charge nette pour la prédiction de la solubilité protéique des
chitinases putative de P. guariconensis générée par le serveur SOSUI. (A) Résultats de prédiction de la
solubilité protéique de la séquence gi|1086853717. (B) Résultats de prédiction de la solubilité protéique de la
séquence gi|1086851230.

On peut également remarquer que ces résultats sont fortement corrélés avec ceux de

l'analyse physico-chimique (nombre de R+/- ; score et position hydrophobes de Protscale) à

l'exception de la séquence gi|1086851230 en termes de son hydrophobicité.

6. Analyse de la structure secondaire

La structure secondaire a été prédite à l'aide de deux outils. Le premier, SOPMA, a

démontré la domination des hélices α (α-helices), suivie par des boucles (random coils), puis

des brins β (extended strands) et des coudes (β-turns) avec des valeurs égales pour la protéine

gi|1086853717. Cependant, la protéine gi|1086851230 était dominée par des helices α, puis
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des boucles, suivies de coudes et enfin de brins β prenant la dernière place. Les pourcentages

de chaque état conformationnel dans chaque séquence GI sont indiqués dans le tableau 16.

Tableau 16: Prédiction de la structure secondaire des chitinases de P. guariconensis par SOPMA.
Numéro

d’accession (GI)
α-helix Extended strand β-turn Random coil

1086853717 57,38% 4,92% 4,92% 32,79%

1086851230 57,14% 3,57% 5,95% 33,33%

Les mêmes séquences ont été analysées par PSIPRED pour obtenir la structure

secondaire prédite (Figure 13 et 14). Cet outil a généré à la fois des schémas d'annotation des

séquences et des représentations graphiques. Ils confirment qu'il n'y a pas de peptides signal

ou d'hélices transmembranaires. Les résultats de la représentation graphique PSIPRED ont

montré une grande confiance dans la prédiction.

Figure 13: Prédiction de la structure secondaire de la chitinase de P. guariconensis (gi|1086853717) par le
serveur PSIPRED. (A) Représentation graphique. (B) Diagramme d'annotation de séquence. La légende des
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couleurs montre les différentes conformations de la structure secondaire (jaune représentant les brins β, rose pour
les hélices α et gris pour les boucles).

Figure 14: Prédiction de la structure secondaire de la chitinase de P. guariconensis (gi|1086851230) par le
serveur PSIPRED. (A) Représentation graphique. (B) Diagramme d'annotation de séquence. La légende des
couleurs montre les différentes conformations de la structure secondaire (jaune représentant les brins β, rose pour
les hélices α et gris pour les boucles).

Lors de la comparaison des deux analyses, PSIPRED ne produit pas de coudes dans

ses résultats affichés, tandis que SOPMA donne un aperçu de leur présence, de leur

pourcentage et de leur position. Un autre point de différence détecté entre les résultats des

deux serveurs est le fait que SOPMA a prédit la présence des brins β dans la chitinase putative

gi|1086851230 alors que PSIPRED ne l'a pas fait. Et pourtant, les résultats de prédiction de la

structure secondaire de PSIPRED pour les deux séquences requêtes semblent être en accord

avec ceux de SOPMA, en termes de dominance de certains éléments structurels secondaires

démontrant la haute fiabilité de cette prédiction, mais pas tellement en ce qui concerne les

pourcentages exacts de lesdites structures secondaires.

Cette analyse de structure secondaire nous permet de proposer l'hypothèse que les

deux chitinases putatives appartiennent à la famille GH19, car selon H. Li et Greene (2010),

ses membres chitinase sont connus pour posséder un pourcentage élevé d'hélices α (H. Li &

Greene, 2010). Une caractérisation plus poussée in silico prouvera ou réfutera spéculation

susmentionnée.
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7. Analyse de la structure tertiaire

7.1. Prédiction de la structure tertiaire

Afin de prédire les structures 3D à l’aide d’une approche de modélisation basée sur

l’homologie, le logiciel Phyre2 a été utilisé. Ses résultats analytiques pour les chitinases de P.

guariconensis gi|1086853717 et gi|1086851230 ont proposé le modèle PDB c4ok7A (la

chaine A de la structure de l'endolysine du bactériophage spn1s de Salmonella typhimurium)

comme le modèle le plus homologue (Figure 15).

Figure 15: La structure 3D du modèle le plus homologue, c4ok7A, suggéré par Phyre2 comme prédiction
de la structure tertiaire des séquences gi|1086853717 et gi|1086851230 et visualisée à l’aide de PyMOL.

Le tableau 17 indique que nos structures secondaires sont des hydrolases qui ont été

modélisées avec une confiance de 100 %, un modèle à score élevé et une couverture

suffisante.
Tableau 17: Résultats de prédiction de la structure tertiaire des chitinases putatives de P.
guariconensis par Phyre2.

Numéro
d’accession (GI) Modèle Confiance (%) Couverture (%) Identité (%)

1086853717 c4ok7A 100 % 96 % 40 %
1086851230 c4ok7A 100 % 94 % 48 %

7.2. Raffinement de la structure tertiaire prédite

Le raffinement structurel a été exécuté par le serveur en ligne ModRefiner pour

améliorer la qualité des modèles tridimensionnels prédits par Phyre2 à partir de chitinases de

P. guariconensis. PyMOL a été utilisé pour visualiser de manière interactive les modèles

raffinés et produire des images optimisées et de haute qualité pour chacun, comme présenté

dans les figures 16.

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output/f4a87e28497e8cc4/summary.html
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output/f4a87e28497e8cc4/summary.html
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Figure 16: Structures 3D raffinées des chitinases de P. guariconensis raffinées par ModRefiner et
visualisées par le logiciel PyMOL. (A) Modèle raffiné de la chitinase gi|1086853717. (B) Modèle raffiné de la
chitinase gi|1086851230. Les composants de la structure secondaire sont colorés bleu canard pour les hélices α et
jaune-orange pour les boucles.

7.3. Validation des structures tertiaires initiales et raffinées

Afin de valider nos structures raffinées de chitinases putatives générées par

ModRefiner et d'observer s'il y avait une amélioration dans la qualité stéréochimique par

rapport aux modèles initiaux créés par Phyre2, le programme PROCHECK du serveur

d'analyse et de vérification structurelle SAVES v6.0 a été utilisé pour construire des

diagrammes de Ramachandran pour les deux modèles de gi|1086853717 (Figure 17) et

gi|1086851230 (Figure 18).
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Figure 17: Résultats de la validation des structures de chitinase de P. guariconensis, gi|1086853717, par le
diagramme de Ramachandran généré par PROCHECK (serveur SAVES). (A) Modèle initial. (B) Modèle
raffiné. Les régions les plus favorisées sont désignées par A, B et L (en rouge), tout en étant les régions
autorisées supplémentaires sont désignées par a, b, l et p (en jaune), les régions généreusement autorisées sont
désignées par ~a, ~b, ~l et ~p (en jaune clair), et les régions non autorisées sont colorées en blanc. Les résidus
non glyciniques et non proliniques sont représentés par des carrés remplis de noir, et les glycines non-terminales
sont représentées par des triangles remplis de noir.

Comme nos modèles structuraux sont en grande partie composés d'hélices α, la

validation vérifie que les acides aminés tels que la glycine, dont le groupe R est trop petit, la

proline, en raison de sa géométrie irrégulière, et la tyrosine et le tryptophane, dont les groupes

R sont trop grands, ne incitent à l'encombrement stérique et affectent donc l'intégrité

structurelle de ces hélices (Bajaj et al., 2007; Krieger et al., 2005; Wlodawer, 2018).

Figure 18: Résultats de la validation des structures de chitinase de P. guariconensis, gi|1086851230, par le
diagramme de Ramachandran généré par PROCHECK (serveur SAVES). (A) Modèle initial. (B) Modèle
raffiné. Les régions les plus favorisées sont désignées par A, B et L (en rouge), tout en étant les régions
autorisées supplémentaires sont désignées par a, b, l et p (en jaune), les régions généreusement autorisées sont
désignées par ~a, ~b, ~l et ~p (en jaune clair), et les régions non autorisées sont colorées en blanc. Les résidus
non glyciniques et non proliniques sont représentés par des carrés remplis de noir, et les glycines non-terminales
sont représentées par des triangles remplis de noir.

Les pourcentages des résidus détectés dans les diverses régions des diagrammes de

Ramachandran ont été présentés dans le tableau 18. On remarque qu'il y a une amélioration
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significative de la qualité stéréochimique globale des structures raffinées. Le pourcentage de

résidus dans les régions favorables a augmenté pour dépasser le seuil de 90% attendu des

modèles de bonne qualité. Une diminution des pourcentages de résidus trouvés dans les

régions supplémentaires autorisées, généreusement autorisées et interdites peut également être

discernée.
Tableau 18: Statistiques de la validation des structures tertiaires initiales et raffinées des
chitinases de P. guariconensis par les diagrammes de Ramachandran.

ID de la protéine
(Nombre de

résidus totaux)

Type de
modèle

Régions
favorables

(%)

Régions
autorisées

supplémentaires
(%)

Régions
généreusement
autorisées

(%)

Régions non
autorisées

(%)

gi|1086853717
(182)

Initial 86,3% 10,5% 2,6% 0,7%

Raffiné 92,8% 5,9% 1,3% 0%

gi|1086851230
(83)

Initial 88,9% 11,1% 0% 0%

Raffiné 95,8% 4,2% 0% 0%

Dans le modèle initiale de la protéine gi|1086853717, un seul résidu (LYS 69) a été

trouvé dans la région non autorisée et a ensuite été corrigé après raffinement. Les résidus de

glycine sont autorisés dans les régions blanches non autorisées car ils ne possèdent pas de

chaînes latérales et ne favorisent donc pas l'encombrement stérique entre le groupe Cβ

méthylène de la chaîne latérale et les atomes de la chaîne principale (Imamoto et al., 2008).

8. Analyse fonctionnelle

8.1. Recherche de domaines conservés

Les domaines protéiques sont des unités évolutives récurrentes et conservées de

séquences polypeptidiques responsables de leur structure et donc de leur fonction (Fong &

Marchler-Bauer, 2008). La plupart des protéines possèdent plusieurs domaines (Vogel et al.,

2004) comme le montre la figure 19.A, mais il existe des cas dans les petites protéines où

elles possèdent un seul domaine (Schmidt & Davies, 2007) comme on l'observe dans la figure

19.B où aucun hit spécifique n'a été détecté.
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Figure 19: Résultats complets de l’analyse de domaines protéiques de deux chitinases de P. guariconensis
par le programme CDD. (A) Les hits et superfamilles générés pour la séquence gi|1086853717. (B) Le hit et
superfamille généré pour la séquence gi|1086851230.

Nos deux chitinases appartiennent à la superfamille COG3179 (qui est le seul

membre du cluster : cl43803) car elles possèdent ce domaine décrivant la fonction prédite

générale des chitinases. Mais leurs E-values diffèrent significativement (gi|1086853717 :

1,50e – 57 ; gi|1086851230 : 4,26e – 25), avec celle de gi|1086853717 étant plus faible et

donc plus préférable.

Les résultats pour gi|1086853717 montrent plus de hits de domaine et de

superfamilles. Le hit chitinase_GH19 (accession : cd00325), appartient au cluster de

superfamille cl00222 (superfamille de type Lyz) qui hydrolyse les liaisons β-(1→4) dans les

polysaccharides et comprend non seulement des chitinases mais aussi des lysozymes et des

endolysines (qui était la base de notre modèle 3D prédit généré par Phyre2) entre autres. On

note que le domaine cd00325 a un site de liaison aux sucres qui peut être discerné à partir de

la séquence de requête (Query seq.) sur la figure 19.A qui peut en faire un CBD.

Glyco_hydro_19 (accession : pfam00182) est un domaine conservé importé de la

base de données Pfam (Protein families) et appartient également à la superfamille cl00222. Il

est attribué comme une chitinase de classe I que l'on trouve principalement dans les plantes

(Patil et al., 2000) en tant que mécanisme de défense contre les agents pathogènes fongiques

(Oyeleye & Normi, 2018). Des domaines peuvent cependant être acquis (Basu et al., 2009),

c'est pourquoi des bactéries rhizosphèriques comme P. guariconensis ont évolué pour acquérir

cette fonction par transfert latéral de gènes (Figure 20) (Udaya Prakash et al., 2010).
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Figure 20: Proposition de voie évolutive pour le transfert et l'acquisition de gènes de chitinase de la famille
GH19 provenant de plantes (Udaya Prakash et al., 2010).

On peut maintenant en déduire que la chitinase putative gi|1086853717 est une

chitinase de classe Ia de nature alcaline qui est étayée par une analyse physico-chimique

préalable (notamment R+).

La chitinase putative gi|1086851230 reste toujours non classée en termes de sa

famille GH même après avoir recherché sa présence dans les bases de données CAZy. Et

pourtant, après avoir effectué un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) contre nr

(non-redondant) en utilisant l'algorithme BLASTp (protein-protein BLAST), 100 séquences

ont produit des alignements significatifs, la plupart appartenant à la famille GH19 (Tableau

19).
Tableau 19: Résultats des séquences alignées appartenant à la même espèce avec un pourcentage
d’identité supérieur à 98% générés par BLASTp contre nr.

Description Nom scientifique

Scores

maximal

et total

Recouvrement

(%)
E-value

Pourcentage

d’identité

(%)

Longueur

de la

séquence

Accession

Glycoside
hydrolase
family 19
protein

P. guariconensis 174 100% 3e-53 98,81% 182 WP_196167558.1

Glycoside
hydrolase
family 19
protein

P. guariconensis 174 100% 3e-53 98,81% 182 WP_197853456.1

8.2. Recherche de motifs protéiques

Après avoir entré les deux séquences FASTA de nos enzymes pour rechercher les

motifs dans leur alignement, 10 motifs ainsi que leur consensus et leurs emplacements ont été

obtenus (Figure 21).
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Figure 21: Emplacements des motifs de MEME dans les deux chitinases putatives et la valeur-ρ pour
chacune des séquences gi|1086853717 et gi|1086851230

Lorsque l'on compare les valeurs-ρ individuelles des séquences, celle de

gi|1086851230 a une valeur beaucoup plus faible, ce qui signifie que la probabilité des

différences observées est moins probable que celle de la séquence gi|1086853717 (Pitak-

Arnnop et al., 2010). Néanmoins, sur les 10 motifs produits, gi|1086851230 en soutient 5, qui

sont également partagés avec gi|1086853717 et ceux-ci seraient les motifs 1, 2, 4, 8 et 9. Il

semble également que l'emplacement et l'ordre des motifs conservés soient les mêmes.

Les deux chitinases putatives proviennent de la même souche (LMG 27394) mais avec

des loci différents, ce qui suggère que cette souche de P. guariconensis peut posséder

plusieurs chitinases également causées par un transfert horizontal de gènes. Les causes sous-

jacentes varient selon qu'elles ont été acquises pour remplir des objectifs antagonistes ou

nutritionnels ou pour hydrolyser plus efficacement la chitine grâce à un fonctionnement

synergique ou possèdent des affinités distinctes pour différentes formes de substrat (Beier &

Bertilsson, 2013; Oyeleye & Normi, 2018). L'analyse du site active peut révéler la raison.

8.3. Analyse du site actif

Les résultats de COFACTOR ont dévoilé de nombreuses obscurités concernant les

fonctions de nos chitinases putatives sélectionnées. Tout d'abord, il a confirmé que nos

structures saisies étaient structurellement analogues à celle du modèle PDB c4ok7A avec un

TM-score de 0,94 et 0,93 pour gi|1086853717 et gi|1086851230 respectivement, qui sont des

valeurs relativement élevées pour la similarité structurelle basée sur l’alignement résidus à

résidus (le score parfait étant de 1) (Y. Zhang & Skolnick, 2005).

La prédiction de GO pour la fonction moléculaire suggérée que gi|1086853717

possédait à la fois une activité de liaison à la chitine et une activité catalytique de la chitinase

avec une confiance de CscoreGO comme présenté dans la figure 22.A. Les chitinases de classe

I avec un site de liaison à la chitine sont connues pour augmenter d'environ 5 fois l'inhibition

des pathogènes fongiques comme ce fut dans le cas de Trichoderma reesei, qui a été plus
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efficacement éliminé par une chitinase de nature alcaline (classe Ia) avec un site de liaison à

la chitine (Oyeleye & Normi, 2018).

D'autre part, gi|1086851230 ne possédait pas de fonction moléculaire de liaison à la

chitine spécifiquement, mais a montré une activité de chitinase malgré le fait que le score

n'était pas aussi sûr que gi|1086853717 (Figure 22.B).

Figure 22: Prédiction de GO pour la fonction moléculaire proposée par COFACTOR et codés par couleur
selon leur score de confiance (CscoreGO), les scores les plus élevés signifiant une meilleure confiance. (A)
Hiérarchie d'ontologie génétique pour la fonction moléculaire de gi|1086853717. (B) Hiérarchie d'ontologie
génétique pour la fonction moléculaire de gi|1086851230.

Les deux enzymes ont montré une aptitude au métabolisme des substances

organiques en tant que processus biologique. Notre chitinase gi|1086853717, a montré une

homologie enzymatique avec les hits PDB ayant tous un numéro EC (Enzyme Commission)

d’EC 3.2.1.14. Il en va différemment pour gi|1086851230, car les cinq principales enzymes

PDB homologues appartenaient à différentes classes d'enzymes, mais le hit PDB le plus élevé

(en termes de recouvrement et TM-score) était 1dxjA (chitinase de Canavalia ensiformis

également connue sous le nom de plante "jack bean").

En ce qui concerne la prédiction du site de liaison du ligand de COFACTOR, la

protéine matrice prédite avec le score de confiance le plus élevé (CscoreLB) pour la similarité

du site de liaison de gi|1086853717 était une chitinase de la famille GH19 de l'espèce végétale

Carica papaya (PDB ID : 3cqlA). La mesure de la similarité locale entre le site de liaison de

la matrice et le site de liaison prédit dans notre structure requête gi|1086853717 ou BS-score,

était également relativement élevée (0,92). Par conséquent, nous pouvons affirmer que les

résidus du site actif de notre chitinase gi|1086853717 de P. guariconensis sont : histidine (His)

50, acide glutamique (Glu) 51, tyrosine (Tyr) 57, arginine (Arg) 59, acide glutamique 60,
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glutamine (Gln) 99, glycine (Gly) 167 et arginine 171 pour le ligand NDG (N-acetyl-alpha-D-

glucosamine) qui est exposé au solvant en raison de la topologie en fente ouverte du site actif

(Figure 23).

Figure 23: Site de liaison de ligand de la chitinase gi|1086853717 de P. guariconensis prédit par
COFACTOR et visualisé par le logiciel PyMOL. (A) Vue rapprochée du site de liaison formé par les acides
aminés : His 50, Glu 51, Tyr 57, Arg 59, Glu 60, Gln 99, Gly 167, Arg 171. (B) Vue de surface de l'enzyme avec
le ligand et son site actif prédit. Le ligand (NDG) est coloré en rouge, les sites de liaison en bleu canard et la
structure enzymatique restante en jaune orange.

Notre chitinase putative est approchante à celle de SgChiC (PDB ID : 1WVU) (Figure

24) en termes de topologie de site actif car elles sont toutes deux dominées par des hélices

alpha et des boucles formant des fentes plutôt larges et ouvertes caractéristiques d’une

majorité de chitinases GH19 (Oyeleye & Normi, 2018).

Figure 24: Figure 24: Modèle de surface de 1WVU (structure cristalline de la chitinase C de Streptomyces
griseus HUT6037) illustrant la fente large et ouverte de son site actif (coloré en rouge) (modifiée) (Oyeleye
& Normi, 2018).

Ces résultats peuvent être regroupés avec les motifs conservés découverts à l'aide de

MEME. Sur les 10 motifs générés, trois portaient des acides aminés du site actif (Arg 59 et

Glu 60 ; Gly 167 et Arg 171) quoique pas exactement au même endroit (à l'exception des

résidus Arg 59 et Glu 60 trouvés dans le motif 6), mais ils ont toujours un potentiel car ils
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sont répétés tout au long des séquences, comme on peut le vérifier dans les logos illustrés à la

figure 25.

Figure 25: Logos des motifs conservés trouvés par MEME et qui partagent une similitude avec le site actif
et/ou sont récurrents tout au long de la séquence de la chitinase gi|1086853717. (A) Motif 4. (B)Motif 6. (C)
Motif 10.

Ceci s'applique également au site de liaison au sucre du domaine chitinase_GH19

découvert à l'aide de CDD, Glu 51 étant le résidu catalytique qui interagit avec le ligand pour

réduire l'énergie d'activation et ainsi accélérer la réaction. Ce Glu ainsi que Glu 60, agissant

comme nucléophile et donneur de protons, sont conservés dans toutes les chitinases de la

famille GH19 avec des distances variables dans la séquence, mais ont tendance à être

beaucoup plus proches dans les chitinases bactériennes (Hoell et al., 2006; Oyeleye & Normi,

2018).

Le score BS pour la matrice choisie de gi|1086851230 (1d9ub : lysozyme de

bactériophage lambda complexé avec un chitohexasaccharide) est significativement inférieur

(0,52) à celui de gi|1086853717, mais toujours mieux que les autres modèles. Les résidus

d'acides aminés qui interagissent avec le ligand long composé non seulement de NDG mais

aussi de NAG (N-acétyl-D-glucosamine ; essentiellement le stéréoisomère du NDG) sont :

méthionine (Met) 1, thréonine (Thr) 2, asparagine (Asn) 6, alanine (Ala) 9, cystéine 10,

phénylalanine (Phe) 40, sérine (Ser) 43, histidine 61, isoleucine (Ile) 62 et asparagine 63

formant ensemble une rainure très large et ouverte qui expose le ligand au solvant environnant

(Figure 26). Cela montre que les chitinases ont de nombreuses affinités avec divers substrats
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chitineux (Oyeleye & Normi, 2018). La profondeur et la longueur des sites actifs semblent

également corrélées à la spécificité du substrat (Horn et al., 2009; Ohnuma et al., 2012).

Figure 26: Site de liaison de ligand de la chitinase gi|1086851230 de P. guariconensis prédit par
COFACTOR et visualisé par le logiciel PyMOL. (A) Vue rapprochée du site de liaison formé par les acides
aminés : Met 1, Thr 2, Asn 6, Ala 9, Cys 10, Phe 40, Ser 43, His 61, Ile 62 et Asn 63. (B) Vue de surface de
l'enzyme avec le ligand et son site actif prédit. Le ligand formé de NAG (rose chaud) et NDG (rouge), les sites
de liaison en bleu canard et la structure enzymatique restante en jaune orange.

Les résidus Thr 2, Asn 6, Ala 9 et Cys 10 du site actif occupent des positions exactes

dans le motif 1 ainsi que Ile 62 et Asn 63 dans le motif 2 (Figure 27). Les résultats de

comparaison pour gi|1086851230 étaient plus précis et partageaient une meilleure similitude

entre eux, ce qui signifie un site actif plus conservé que gi|1086853717.

Figure 27: Logos des motifs conservés trouvés par MEME et qui partagent une similitude avec le site actif
de la chitinase gi|1086851230. (A)Motif 1. (B)Motif 2.

Les séquences conservées trouvées dans les motifs élicités et les sites actifs de nos

chitinases putatives de P. guariconensis sont comparables à celles découvertes par (Dutta et
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al., 2021) à partir des soixante-deux séquences collectées (de la base de données PDB) non

seulement de bactéries mais aussi d'archées, de champignons et de plantes aussi.

La chitinase putative gi|1086851230 reste toujours non classée à ce jour, bien que

nos résultats suggèrent la probabilité d'être une chitinase bactérienne appartenant à la famille

GH19. Cela nous amène à mentionner que des recherches supplémentaires sont encore

nécessaires afin de déterminer le mécanisme catalytique précis des chitinases de la famille

GH19, car elles présentent un potentiel dans la lutte contre les phytopathogènes. Selon

Oyeleye & Normi (2018), de nombreuses études ont été réalisées pour découvrir les

propriétés mécanistes et structurelles des chitinases GH19 végétales, mais pas grand-chose sur

ses membres bactériens à l'exception de 3EBV et 1WVU de Streptomyces coelicolor et

Streptomyces griseus respectivement, et elles-mêmes n'ont pas été caractérisées avant des

décennies plus tard. Ce vaste intervalle de temps au cours duquel de nouveaux membres des

chitinases GH19 sont découverts suggère probablement la présence d'une diversité

substantielle de sources ainsi que leur capacité à évoluer pour produire de nouveaux membres

(Oyeleye & Normi, 2018).

En abordant les limites de notre recherche, il a été constaté qu'une plus grande

attention doit être accordée aux interactions enzyme-ligand par l'analyse d'amarrage

moléculaire (docking moléculaire) afin de tester les affinités de nos enzymes envers divers

substrats chitineux.

Voir comment nos ligands prédits possèdent des résidus α-glycosidiques suggère

qu'ils ont déjà subi une hydrolyse par d'autres enzymes chitinolytiques capables d'inverser la

configuration anomérique naturelle des polymères et dérivés de chitine. Les outils

bioinformatiques nécessaires pour étudier les interactions protéine-protéine peuvent être

utilisés pour déterminer comment nos chitinases s'associent en synergie avec d'autres enzymes

pour assurer l'hydrolyse efficace de la chitine à des fins de développement ou de défense.
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L'étude bioinformatique actuelle a mis en lumière les caractéristiques des chitinases

de Pseudomonas guariconensis. Il a été révélé que les chitinases sélectionnées étaient de

nature modérément alcaline et moins susceptibles d'être solubilisées dans des valeurs de pH

respectives à leurs valeurs pI théoriques. Il a également été dévoilé que les deux chitinases

étaient hydrophiles et thermostables et sécrétées de manière extracellulaire, ce qui leur

donnait un potentiel de production industrielle de masse. En raison de son instabilité, la

chitinase gi|1086851230 pourrait ne pas se comporter aussi favorablement que la chitinase

gi|1086853717 dans des conditions expérimentales.

L'analyse structurelle et fonctionnelle a révélé la domination des hélices α dans la

conformation 3D, ainsi que la présence de domaines d'hydrolyse de la chitine dans les deux

chitinases requêtes, qui conduisent à déduire qu'elles appartenaient à la famille GH19, avec

l'une des deux étant caractérisée comme une chitinase de classe Ia avec une activité de liaison

à la chitine, ayant vraisemblablement évolué à partir de plantes, ce qui en fait un candidat

potentiel comme puissant agent de lutte biologique contre les attaques phytopathogènes.

En analysant et en comparant les motifs et les sites actifs, il a été découvert que

l'existence des deux séquences de chitinase dans différents loci de la même souche était

corrélée à leurs différentes affinités de substrat. L'acquisition plausible de ces séquences par

transfert latéral de gènes confirme leur probabilité de fonctionner en synergie à des fins

antagonistes ou nutritionnelles.

La production de multiples chitinases par un même organisme (notamment d'origine

bactérienne) donne un aperçu de sa capacité à évoluer rapidement et à acquérir de séquences

conservées et son aptitude à être manipulé génétiquement, ce qui est sollicitée par diverses

industries biotechnologiques.

Avec l'amélioration constante des outils et des méthodes de calcul bioinformatiques,

les chitinases industrielles très efficaces à base bactérienne pourraient bien remplacer non

seulement les pratiques agricoles et de pêche nuisibles à l'environnement, mais aussi les

sources fongiques habituellement exploitées.
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Résumé: Les chitinases (EC 3.2.1.14) sont des enzymes capables d'hydrolyser la chitine, le
deuxième biopolymère le plus abondant que l'on trouve principalement dans les exosquelettes
des arthropodes et la paroi cellulaire des champignons. Les organismes contenant de la chitine
et même ceux qui n'en contiennent pas (par exemple les bactéries et les plantes) peuvent
produire ces enzymes. Peu de chitinases de la famille GH19 d'origine bactérienne ont été
caractérisées, contrairement à leurs homologues végétaux, malgré leurs applications utiles
dans la gestion des déchets et la lutte biologique, notamment lorsqu'elles sont associées à
d'autres traits favorisant la croissance des plantes, tels que ceux de Pseudomonas
guariconensis.
Cette étude visait à caractériser les chitinases produites par P. guariconensis en utilisant des
outils bioinformatiques. À travers une analyse in silico, différentes propriétés telles que les
caractéristiques physicochimiques, la présence de peptide signal, la localisation subcellulaire,
la solubilité des protéines et la modélisation structurelle ont été examinées. Une analyse
fonctionnelle a également été réalisée pour comprendre les rôles potentiels et les applications
de ces chitinases produites par les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes, les
PGPR. Les résultats de la caractérisation ont révélé la nature alcaline, thermostable et
hydrophile de la chitinase, ainsi que la localisation extracellulaire.

Mots clés: chitinase, chitine, Pseudomonas guariconensis, in silico, PGPR.

Abstract: Chitinases (EC 3.2.1.14) are enzymes capable of hydrolyzing chitin, the second
most abundant biopolymer found primarily in the exoskeletons of arthropods and the cell wall
of fungi. Chitin-containing organisms and non chitin-containing organisms (e.g. bacteria and
plants) can produce these enzymes. Not many GH19 family chitinases of bacterial origin are
characterized as opposed to their plant relatives despite their useful applications in waste
management and biocontrol especially when coupled with other plant growth promoting traits
such as that of Pseudomonas guariconensis.
This study aimed to characterize the chitinases produced by P. guariconensis using
bioinformatic tools. Through in silico analysis, various properties such as physicochemical
features signal peptide presence, subcellular localization, protein solubility, and structural
modeling were examined. Functional analysis was also conducted to understand the potential
roles and applications of these chitinases produced by plant growth promoting rhizobacteria,
PGPR. Characterization results revealed the alkaline, thermostable and hydrophilic nature of
the chitinase, as well as extracellular localization.

Keywords: chitinases, chitin, Pseudomonas guariconensis, in silico, PGPR.

الحيوية البوليمرات أكثر ثاني هي و ، للكيتين المائي التحلل على قادرة إنزيمات (EC.هي 3.2.1.14) الكيتينازات ملخص:
الكيتين على تحتوي التي الحية الكائنات الفطريات. خلية وجدار للمفصليات الخارجية الهياكل في رئيسي بشكل الموجودة
من الكيتينازات من قليل عدد تمييز يتم النزيمات. هذه تنتج أن لها يمكن والنباتات) البكتيريا (مثل تحتوي ل التي تلك وحتى
والتحكم النفايات إدارة في المفيدة تطبيقاتها من الرغم على النباتية أقاربها عكس على البكتيري الصل ذات GH19 عائلة
Pseudomonas في الموجودة تلك مثل النبات نمو لتعزيز أخرى بسمات تقترن عندما خاصةة الحيوي،

.guariconensis
خلل من البيومعلوماتية. أدوات باستخدام P. guariconensis تنتجها التي الكيتينازات توصيف إلى الدراسة هذه هدفت
الخلية وموقع الشارية، الببتيدات ووجود الفيزيكوكيميائية، الخصائص مثل مختلفة خصائص فحص تم الحاسوبي، التحليل
والتطبيقات الدوار لفهم وظيفي تحليل إجراء ا ةً أي تم والثالثي. الثانوي الهيكل ونمذجة البروتين، وذوبانية الفرعية،
طبيعة عن التوصيف نتائج كشفت الجذور. في النباتات لنمو المعززة البكتيريا ينتجها التي الكيتينازات لهذه المحتملة

الخلوي. خارج التوطين إلى بالضافة للماء, المحبة للحرارة, المقاومة القاعدية, الكيتيناز

التي الجذرية البكتيريا الحاسوبي, ,التحليل Pseudomonas guariconensis ، الكيتين ، الكيتيناز : المفتاحية الكلمات
النبات. نمو تعزز
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