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Résumé

Contribution a I’étude de ’activité antifongique des métabolites secondaires produits
par quelques bactéries du genre Streptomyces isolées des sols forestiers de la région de
Saida.

Les Actinobactéries sont un groupe de bactéries qui synthétise des métabolites secondaires.
L’objectif de cette étude a été d’évalué I’activité antifongique de quelques souches
d’Actinobactéries isolées des sols forestiers de la région de Saida contre cinq moisissures
réputées toxinogénes. Le pourcentage d’inhibition antifongique a été mesuré par la méthode
de puis sur milieu PDA aprés extraction des métabolites secondaires des streptomycetes
isolées, et cultivées dans le milieu 5294. On a isolées 14 souches qui ont été ensuite
identifiées génétiqguement par sequencage d’ ADNr 16S. Les résultats de 1’identification ont
montré que les quatorze isolats appartiennent au genre Streptomyces. Les extraits résultant
des souches Toos et Voo3 ont enregistré une trés bonne activité antifongique par contre, une
activité nulle a été noté pour les deux extraits provenant des souches Voo2 et Toos, Cette
activité est di essentiellement aux composés bioactifs présent dans les extraits et doués
d’activité antifongique. A la lumiére des ces résultats obtenus, cette étude doit étre complété
par une HPLC-MS afin d’identifier les substances bioactives responsables de cette activité

antifongique.

Mots clés : Actinobactéries, Streptomyces, activité antifongique, métabolites secondaires.



Abstract

Contribution to the study of the antifungal activity of secondary metabolites produced
by some bacteria of the genus Streptomyces isolated from the forest soils of Saida region.

Actinobacteria is a group of bacteria that synthesizes secondary metabolites. The objective
of this study was to evaluate the antifungal activity of a few strains of Actinobacteria isolated
from the forest soils of the Saida region against five molds known as toxinogenes. The
percentage of antifungal inhibition was measured by the PDA method after extraction of the
secondary metabolites of the isolated streptomycetes and cultured in medium 5294. 14
strains were isolated which were then genetically identified by 16S rDNA sequencing. The
results of the identification showed that the fourteen isolates belong to the genus
Streptomyces. The extracts resulting from the strains Toos and voos recorded a very good
antifungal activity, on the other hand, no activity was noted for the two extracts originating
from the strains Voo2 and Toos, This activity is due essentially to the bioactive compounds
present in the extracts and endowed with antifungal activity. In the light of these results, this
study should be supplemented by HPLC-MS in order to identify the bioactive substances

responsible for this antifungal activity.

Key words : Actinobacteria, Streptomyces, Antifungal activity, Secondary metabolites
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Introduction

Les Actinobactéries sont considérées comme des sources potentielles de composés
bioactifs, ces microbes sont des sources de plusieurs métabolites secondaires. Ils occupent
une place prépondérante comme objectifs dans les programmes de dépistage en raison de
leur diversité et de leur capacité prouvée a produire de nouveaux metabolites et d'autres

molécules d'importance pharmaceutique (Ellaiah et al., 2004).

Depuis la découverte de I'Actinomycine (Lechevalier, 1982), on a constaté que les
Actinobactéries produisaient de nombreux composes antimicrobiens et agents anti-tumoraux
bioactifs, en plus, des enzymes d'intérét industriel (Tanaka et Omura, 1990). Environ deux
tiers des milliers d'antibiotiques naturels ont été isolés de ces organismes (Takizawa et al.,
1993). Parmi eux, beaucoup ont été obtenus aupres de Streptomyces (Goodfellow et
O'Donnell, 1994), et ces produits naturels sont une source extraordinaire pour le
développement de nouveaux medicaments (Sivakumar et al., 2007).

Les Actinobactéries représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre
les mycetes et les bactéries pathogeénes. Ils sont surtout réputés pour leur grande capacité a
produire naturellement des antibiotiques : environ 70% des molécules actives d'origine
microbienne (Okami et Hotta, 1988), avec des possibilités génétiquement intéressantes

pour la production de 10 a 20 métabolites pour chaque souche (Islam et al., 2009).

Dans cette étude, nous évaluons I’activité antifongique des métabolites secondaires
extraites des souches d’Actinobactéries isolées de la région de Saida (foret de la ville et la
foret de Tifrit). Pour se faire, une synthese bibliographique représentant la premiére partie,
dans laguelle, nous évaluons I'état actuel de la recherche sur la biologie et biotechnologie
des Actinobactéries, les titres abordés comprennent I'abondance, la diversité, la distribution
biogéographique des Actinobactéries, leurs importances et 1’aspect de quelques nouvelles
souches isolées des sols algérien.

Dans la deuxiéme partie expérimentale, la méthodologie est représentée par les
techniques utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultats et

interprétations et leurs discussions.

L’¢étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.
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I. Généralité sur les Actinobactéries

1.1. Définition des Actinobactéries

Les Actinobactéries sont un groupe de bactéries Gram-positives de haut coefficient de
Chargaff (G+C%) : généralement compris entre 60 et 75 %. (Stackebrandt, 1997; Ventura
et al., 2007 ; Zhi, 2009). La famille des Actinobacteries comprend un groupe de micro-
organismes unicellulaires, leur croissance est lente avec un temps de génération de 2 a 3
heures, ils croissent en 1’espace de quelques jours a quelques semaines. Ils sont
abondamment distribuées dans la nature. 1l représente I'une des unites taxonomiques les plus
importantes parmi les 18 lignées principales actuellement reconnues dans le domaine des
bactéries (Ventura et al., 2007).

Les Actinomycetes sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies circulaires
(Eunice et Prosser, 1983) constituées d’hyphes c’est-a-dire des filaments qui irradient par
croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973 ;
Lechevalier et Lechevalier, 1981 ; Eunice et Prosser, 1983). Cela explique leur
dénomination « Actinomycetes » qui provient de deux substantifs grecs «aktino» et

«mycetes» et signifie « champignons a rayons» ou « champignons rayonnant.

Les actinomycetes ont été considérés comme un groupe intermédiaire entre bactérie et
champignons (Andriambololona, 2010). Il existe des formes de transition, mycéliennes
typiques et unicellulaires, présentant une aptitude peu marquée a former un mycélium
ramifié. Le diamétre des filaments des formes mycéliennes est toutefois environ deux fois
plus faible (0,5 a 1,2 um) que celui des mycélia de champignons. Maintenant, ils sont

reconnus comme des organismes procaryotes (Souhila, 2012).
1.2. Caractéres généraux

Les Actinomycetes se caractérisent par la formation de fils ou de tiges normalement ramifiés.
Les hyphes sont généralement non septé : dans certaines conditions spéciales, les septa
peuvent étre observés sous certaines formes. Le mycélium sporulant peut étre ramifié ou non
ramifié, en forme de spirale ou en ligne droite. Les spores sont sphériques, cylindriques ou
ovales. (Chaudhary et al.. 2013).

Les Actinomycetes produisent des micro-colonies initiales composées de filaments de
systéme ramifiant qui apres 24 a 48 heures, se fragmentent en diphtéroides, en chaine courte

et en formes coccobacillaires (Waksman, 1940).
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La paroi cellulaire de les Actinomycétes est une structure rigide qui maintient la forme de
I'anneau cellulaire en empéchant I'éclatement de la cellule en raison de la forte pression
osmotique (Manuselis et Mahon, 2007 ; Goodfellow et al., 1998 ).

La composition chimique de leur paroi cellulaire est similaire a celle des bactéries Gram-
positives, mais en raison de leurs caractéristiques morphologiques (hyphes) bien
développées et leurs caractéristiques culturelles, les Actinomycetes ont été considérés
comme un groupe, bien séparés des autres bactéries communes (Das et al., 2008 ; Cummins
et Harris, 1956). La morphologie des Actinomycetes ressemble fortement a celle des
mycetes (Prescott et al., 1995). Toutefois, le diamétre des hyphes, habituellement de 0,5 a
1 um (Eunice, 1983), et deux a dix fois plus petit que celui des champignons (de 2 a5 um)
(Gottlieb, 1973). Le mycélium des Actinomycetes présente une grande diversité de

morphologies. Les mycéliums fragmentaires et permanents sont illustrés sur la figure 1.

(A) Streptomyces (B) Nocardia |

Figure 1. Observation au microscope électronique a balayage illustrant les types

fragmentaire et permanent du mycélium des Actinomycétes (Belyagoubi, 2014).

(A) Bactéries du genre Streptomyces en sporulation, (B) Bactéries du genre Nocardia qui se fragmentent.

L'aspect morphologique des Actinobactéries (Figure 2) est compact, souvent coriace,
donnant un aspect conique avec une surface seche sur les milieux de culture et souvent

recouvert de mycélium aérien (Anandan et al., 2016).
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Figure 2. Aspect des Actinobactéries isolée sur la plaque de gélose de caséine amidon
(Anandan et al., 2016).

Les Actinomycetes sont répandus dans l'environnement et la plupart des especes sont
chimio-organotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de fagon optimale dans la gamme
de pH 5,0 & 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et Wellington, 1983
; Goodfellow et Williams, 1983).

La majorité des Actinomycetes cultivés sur milieu solide forment un mycélium de substrat
et un mycélium aérien. Néanmoins, il existe des groupes qui ne forment qu’un mycélium de
substrat poussant & la surface et dans le milieu de culture ou un mycélium aérien dont les
hyphes sont attachés au milieu par des crampons (Aouar, 2006). Ils sont hétérotrophes, leur
croissance est plus lente (7 a 28 jours) que celle des autres bactéries (24 heures)
(Andriambololona, 2010), saprophytes, largement distribuées dans le sol, I'eau et les
plantes montrant une diversité chimique et morphologique marquée, mais forment une ligne

distincte de I'évolution des organismes (Goodfellow et O'Donnell, 1989).
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1.3. Ecologie et distribution des Actinobactéries dans la nature

Les Actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre sur tous
les substrats naturels courants (Tableau 1), et en particulier le sol (Lacey, 1973; Williams
etal., 1984). Dans le sol, de nombreuses Actinobactéries sont saprophytes et participent
a la dégradation de la matiere organique et a la formation de I’humus. Les Actinobactéries
du sol sont surtout présents en surface, mais on peut les retrouver aussi a plus de 2 m de
profondeur (Sabaou et al., 1988). Elles produisent des substances spécifiques telles que
la géosmine et le MIB (2-méthylisobornéol) qui sont responsable de 1’odeur
caractéristique des sols (Zaitlin et al., 2003 ; Zaitlin et Watson, 2006),

Tableau 1. Habitats de certains Actinomycétes (Grigorova et Norris, 1990).

Actinomycetes Habitats
Actinoplanes L'eau douce, la litiere végetale, le sol
Frankia Les nodules racinaires des non légumineux
Micromonospora L'eau douce, les sédiments, les sols humides
Nocardia amarae Les boues activées.
Rhodococcus coprophilus Les déjections animales, I'eau, le sol.
Saccharopolyspora o ]

Moisi du foin.
rectivirgula
Streptomyces Le sol, la litiere végétale, I'eau

La majorité des Actinobactéries préférent un pH neutre ou peu alcalin et sont mésophiles et
non halophiles. Une proportion relativement faible peut étre thermophile, psychrophile,
halophile, acidophile ou alcalophile. Toutefois, différentes Actinobactéries ont été
isolées a partir d’écosystémes présentant des conditions de température, de pression, de
teneur en sel et/ou de pH hostiles: sols polaires gelés, sols désertiques chauds et secs, pétrole
brut, sols hautement contaminés par des métaux lourds, lacs extrémement alcalins et
lacs salés (Goodfellow et Williams, 1983 ; Meklat et al., 2011).

Les Actinomycetes ont été isolés a partir de nombreux environnements aquatiques : eau de
mer et de sédiments marins (Jensen et al., 1991; Ghanem et al., 2000), eau douce (Kitouni

et al., 2005), eau issue de marécages salés (Al-Zarban et al., 2002 ; Boughachiche et al.,

8
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2005). Leur présence dans des environnements extrémes spécialement dans la région
cryophile (Raja et al., 2010), par exemple le sol prélevé dans I'Antarctique (Moncheva et

al., 2002) et méme du sol déserte a été signalé (Diraviyam et al., 2011).

Il a été demontré dans une enquéte comparative que la population d'Actinomycetes est la
plus grande dans les sols de la couche superficielle et diminue progressivement avec
I'augmentation de la profondeur ; Des souches individuelles d'Actinomycetes sont présentes

dans toutes les couches du sol (Takahashi et Omura, 2003).

Enfin, certaines Actinobactéries sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-
Gourgaud, 1985). Ainsi, dans la rhizosphére, les Actinobactéries appartenant au genre
Frankia sont importantes pour de nombreux types de plantes. Cette bactérie est capable de

fixer ’azote en formant des nodules au niveau des racines.
1.4. Taxonomie

La taxonomie des Actinobactéries (tableau 2) est basée sur un ensemble de caractéres
morphologiques, physiologiques, chimiotaxonomiques et génomiques. L’ensemble des
caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le Manuel de Bergey, un
ouvrage de référence pour la taxonomie des bactéries, dont le plus récent comprend un

volume en deux parties dedié aux Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012).

Tableau 2. Classes, ordres et familles du phylum des Actinobactéries (Goodfellow et al.,
2012)

Classes Ordres Familles

Actinomycetales Actinomycetaceae

Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae

Catenulisporales Catenulisporaceae, Actinospicaceae

Corynebacteriaceae, Dietziaceae,
Corynebacteriales  Mycobacteriaceae, Nocardiaceae,

Actinobacteria Segniliparaceae, Tsukamerullaceae

Frankiaceae, Acidothermaceae,
Frankiales Cryptosporangiaceae, Geodermatophilaceae,

Nokamurellaceae

Glycomycetales Glycomycetaceae

Jiangellales Jiangellaceae




Generalité sur fos Hctinobactéries

Kineosporales

Kineosporaceae

Micrococcales

Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,
Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae,
Dermacoccaceae, Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Micobacteriaceae, Promicomonosporaceae,

Rarobacteriaceae, Ruaniaceae

Micromonosporales

Micromonosporaceae

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae

Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Streptomycetales

Streptomycetaceae

Streptosporangiales

Streptosporangiaceae, Nocardiopcaceae,

Thermomonosporaceae

Acidimicrobiia

Acidimicrobiales

Actinomicrobiaceae

Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae

Nitriliruptoria

Euzebyales

Euzebyaceae

Rubrobacteria

Rubrobacterales

Rubrobacteraceae

Thermophilales

Thermophilaceae

Thermophilia

Solirubrobacterales

Solirubrobacteraces, Conexibacteraceae,

Patulibacteracea

1.5. Cycle de développement des Actinobactéries

Le cycle de vie de nombreux Actinobactéries commence par la germination des spores
(Figure 3), processus qui nécessite la présence des ions de calcium. Cette germination donne

naissance a un mycélium primaire ramifié (O'Gara et al, 2008).

Un mycélium aérien vient de se dresser au-dessus du mycélium de substrat. En effet ce
dernier s’autolyse et les produits de la lyse sont utilisés par le mycélium aérien, c’est a ce
moment-la que les composes médicalement utiles sont synthétisés, et on les appelle
métabolites secondaires (Smaoui, 2010). A I’extrémité du mycelium aérien se forme des

spores asexuées a paroi fine appelées conidies ou conidiospores, ces spores naissent par
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séptation du mycélium primaire, Habituellement en réponse a un stresse d’environnement
(manque de nutriment). Si les spores sont localisées dans des sporanges, on les appelle des
sporongiospores. Généralement ces spores ne sont pas résistantes a la chaleur, mais résistent
bien a la dessiccation et ont de ce fait une importante valeur adaptative, les Actinomycétes
sont immobiles, excepte pour les spores de certains genres (Actinoplan, Spirillospora....etc.)
(Prescott et al, 2010).

o

Froe Spere \ Substrato mycolium

Ay Ry
18 hours
T \
ﬁwjﬁf@

X HAGATN TR
PR PR

: 30 hours
\ Asrial mycelum
\

Spore development 2 days

Nature Reviews | Microbiology

Figure 3. Cycle de développement des Actinomycétes sur milieu solide (Breton et al,.
1989).

1.6. Importance des Actinobactéries

La principale raison derriére I’engouement pour les Actinomycetes vient du fait qu’ils
posseédent des réles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes (Conn,
2005), mais également pour la synthése de nombreux métabolites d'intérét biotechnologique.
Il a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont produits par les

actinomycetes dont 6550 (40%) par des espéces de Streptomyces (Choulet, 2006).

En plus de la production d’antibiotiques, les Actinomycetes produisent un grand nombre

d’autres métabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités, tels que des
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inhibiteurs d’enzymes, immunosuppresseurs, totoxines et pesticides (Dairi, 2005 ; Pizzul,
2006).

1.6.1. Dans les domaines médical, vétérinaire et industriel

Les Actinomycetes ont fourni un nombre considérable de composés bioactifs de haute valeur
commerciale, et sont recherchés de fagon routiniére dans le but de découvrir de nouvelles

substances bioactives (Vijayakumar et al., 2007).

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élevages industriels d’animaux.
Ils sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des plantes, mais
aussi dans 1’alimentation pour augmenter les rendements zootechniques (Khachatourians,

1998).
1.6.2. Dans le domaine agronomique

En plus de la production d’un grand nombre de métabolites d’importance commerciale, les
Actinomycétes possédent d’autres potentiels intéressants tels que leur implication dans le
processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage des nutriments et comptent
parmi un nombre réduit d’organismes utilisés en bio-remédiation, capable de dégrader des
composés organiques complexes tels que la chitine (Zaitlin et Watson, 2006) et grace a un

potentiel enzymatique riche ainsi que des spores résistantes a la dessiccation (Pizzul, 2006).

Ils ont la possibilit¢é de s’adhérer aux interfaces non miscibles a 1’eau en raison de
I’hydrophobicit¢ de leur paroi cellulaire. Ils sont aussi capables de dégrader des
hydrocarbures chlorés ainsi que des composés organiques complexes (El-Shatoury et al.,
2004). Le genre Frankia est également tres important pour un bon nombre de plantes,
provoquant des nodulations aux racines permettant ainsi la fixation de 1’azote par la plante

hote (Zaitlin et Watson, 2006).
1.7. Rble des Actinobactéries dans I’environnement

Leur réle dans le sol est important en raison de leur aptitude a dégrader les substances
organiques non biodégradables par les champignons et les bactéries (Crawford, 1993), et
a produire des substances probiotiques et antibiotiques (Kieser et al ., 2000).

Les Actinomyceétes ont un réle important dans le milieu marin en dehors de la production
d'antibiotiques (Haefner, 2003), la dégradation et le renouvellement de divers matériaux est
un processus connu par lI'action d'une variété de microorganismes (Heald et al., 2001; Bruns
et al., 2003).
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Les Actinomyceétes contribuent également a la répartition et au recyclage des composés
organiques (Goodfellow et Haynes 1984). En outre, ils jouent un role important dans la
minéralisation de la matiére organique, I'immobilisation des nutriments minéraux, la fixation
de l'azote, I'amélioration des parameétres physiques et la protection de I'environnement (Das
et al., 2006).

1.8. Production des métabolites secondaires

Les Actinobactéries possedent une capacité inégalée a produire divers métabolites
secondaires (Das et al., 2008a). La synthése des métabolites secondaires commence lorsque
la croissance ralentit ou s'arréte (Sanchez et Demain, 2002). De sorte que la production de
métabolites secondaires peut étre réprimée par une source de carbone facilement disponible,
un azote abondant ou des taux élevés de phosphore ; qui contribuent tous en maintenant les

Actinobactéries en croissance active (lwai et Omura, 1982).

La production de métabolites secondaires chez les Actinobactéries est fortement influencée
par divers parameétres de fermentation tels que les nutriments disponibles, pH, température,
pression partielle d'oxygéne, agitation, sels minéraux, les ions métalliques, les précurseurs,
les inducteurs et les inhibiteurs qui varient souvent d'un organisme a l'autre (Iwai et Omura,
1982)

Les Actinobactéries qui produisent des métabolites secondaires ont souvent le potentiel de
produire divers composés chez la méme souche (Schiewe et Zeeck 1999). Environ 23 000
antibiotiques ont été découverts a partir de microorganismes. On a estimé qu'environ 10 000

antibiotiques étaient isolés a partir des actinomycétes.

1.9. Applications biotechnologiques des Actinobactéries
1.9.1. Antibiotiques

A I'heure actuelle, plus de 1000 produits microbiens sont utilisés comme antibiotiques,
agents anti-tumoraux et produits agrochimiques (Berdy, 1980, 2005). Parmi les métabolites
microbiens actuellement connus, 55% (~10000 composés) ont été isolés de divers
Actinobactéries (tableau 3). Parmi ces composés Actinobactéries 75% proviennent de

Streptomyces et 25% proviennent d'actinomycetes rares (Berdy, 2005).
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Tableau 3. Les principaux antibiotiques produits par les Actinobactéries (Berdy, 2005).

Antibiotique

Effet d’antibiotique

Bactérie
productrice

Référence

- le premier antibiotique
contre tuberculose.
- inhibiteurs synthese de

(Singh et Mitchison,
1954)

(Pestka, 1974)
(Nickel et al., 1985)

. i rotéines tobramycine Streptomyces
Aminoglycosides P e, _y . promy (Kehrenberg et
- utilisé pour traiter griseus
el Schwarz, 2007)
différents types .
d'infections bactériennes (Davidson etal,
2009)
. . . Streptomyces
Chloramphénicol traitement de la typhoide promy (Falgas et al., 2008)
venezuelae

Tétracycline

utilisation contre de
nombreuses infections
bactériennes

Streptomyces sp

(Jukes, 1985)

Macrolides sont des inhibiteurs de Streptomyces (Fujiwara et al.,
synthese de protéines ambofaciens 1985)
. utilisés dans la Streptomyces (Fujiwara et al.,
Anth I o .
nhracyclines chimiothérapie du cancer  peucetius 1985)

utilisé dans la
prophylaxie et le

actinobacterium

Glycopeptides  traitement de I'infection ~ Amycolatopsis  (Griffith, 1981)

causée par des bactéries  orientalis

Gram-positives

est un médicament certaines

. antifongique comme A (Holz et Finkelstein,
Polyenes . . . especes de
moisissures et infections 1970)
Streptomyces

a levures

Actinomycines

médicaments de
chimiothérapie

bactéries du sol
du genre
Streptomyces

(Hollstein, 1974)

montré une cytotoxicité
in vitro contre de

Peptides multiples de cellules Streptomyces sp  (Miller et al., 2007)
tumorales
Il a montré une activité bactérie marine
Polyketides contre le Staphylococcus  liée au genre (Cho et al., 2006)
aureus Streptomyces
mo_n tr_e une_ activite (Schumacher et al.,
Polyesters antimicrobienne contre Streptomyces sp

les bactéries

2003)
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1.9.2. Nouveaux métabolites

Bien que plus de 30 000 maladies aient été cliniqguement décrites, moins d'un tiers de celles-
Ci peuvent étre traitées de maniére symptomatique et moins peuvent étre guéries. De
nouveaux agents thérapeutiques sont nécessaires pour répondre aux besoins médicaux qui
ne sont actuellement pas satisfaits. Les produits naturels ont joué un réle majeur dans la
découverte de medicaments. Bien que I'exploitation des Actinomycétes comme source de
découverte de nouveaux métabolites secondaires soit a un stade précoce, de nombreux
métabolites nouveaux ont été isolés au cours des derniéres années (Alharbi, 2016), (Tableau
4).

Tableau 4. Nouveau métabolites secondaires isolés des actinomycetes

Nouveaux composés Activités Organismes Références
Le salinosporamide A traitement du cancer chez Salinispora tropica (Jensen et
P I'hnomme P P al., 2007)
une activité contre la lignée
. s . (Maloney
La lodopyridone cellulaire d'adenocarcinome  Saccharomonospora sp.
. et al., 2009)
du colon humain
une activité antibactérienne
efficace contre le
s . - . (Asolkar et
L'arénimycine Staphylococcus aureus Salinispora arenicola al., 2010)

résistant a la rifampicine et
a la méthicilline

1.9.3. Mélanines

Les Actinobactéries synthétisent des pigments noirs de la mélanine ou des mélanoides,
considérés comme un critére utile pour les études taxonomiques (Zenova, 1965 ; Arai et
Mikami, 1972). Les composés de mélanine sont des polymeéres irréguliers, brun foncé, qui
sont produits par oxydation fermentative et possedent les propriétés radioprotectives et
antioxydantes qui peuvent protéger efficacement les organismes vivants contre les

rayonnements ultraviolets.
1.9.4. Enzymes

Les Actinobactéries ont une gamme variée d'activites enzymatiques (Tableau 5) et sont

capables de catalyser diverses réactions biochimiques (Das et al., 2006).
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Tableau 5. Les principaux enzymes produites par les Actinobatéries

Enzyme

Caracteres géneraux

Mécanisme

L’utilisation

Les organismes

producteurs
Hydrolysent les molécules
- Ceci a été suivi de plusieurs d'amidon pour donner .
\ . . . . Grande importance dans la
rapports d'amylases digestives  divers produits, y compris . . Le genre Streptomyces est
) . biotechnologie actuelle avec des o
et d'amylases de malt sous les dextrines et des L considéré Comme source
N applications allant de . i
Amylases  forme de -aet B-amylases. polymeres Falimentation. de potentielle d'enzymes
- Les amylases peuvent étre progressivement plus . amylolytiques
L . . s la fermentation, (Pandey et al.,
divisées en deux catégories petits composés d'unités de 2005) (Stamford et al., 2001)
endoamylases et exoamylases  glucose (Windish et
Mhatre, 1965)
- Endoglucanase hydrolyse
-Se compose d'unités de la cellulose de maniere -Utilisées dans les extractions de
glucose liées par des liaisons B aléatoire, produisant des couleur des jus
-1,4 glycosidiques dans un oligosacaccharides, de la  -Prétraitement de la biomasse Cellulases ont été
mode linéaire cellobiose et du glucose qui contient de la cellulose principalement trouvés dans
Cellulases - Enzymes necessaires a - les exoglucanases -Prétraitement de Déchets les genres Streptomyces et
I'nydrolyse de la cellulose : hydrolysent les liaisons - industriels (Buchert et al., Thermoactinomyces
endoglucanases exoglucanases 1,4 glucosidases dans la 1997; Niehaus et al., 1999; (Techapun et al., 2003)
B-glucosidases (Matsui et al.,  cellulose Bhat 2000; Nakamura et al.,
2000) libérant de la cellulose de  2001; Van Wyk et al., 2001)
I’extrémité non réductrice
T Les chitinases hydrolysent  Impliquée dans le processus de  Sont produites par de
Un polymere linéaire insoluble .. yoroly P11 . P P p_
. les liaisons B-1,4 dans la production de mono- et nombreux organismes, tels
Chitinase en B-1,4 de

nacetylglucosamine (GIcNAC)

chitine, ce qui donne
principalement la N-N 'La

d'oligosaccharides a partir de la
chitine.

que des virus, des bactéries,
des actinobactéries, des
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est le second polymere le plus
abondant de la nature

- Ce polysaccharide se trouve
dans les parois cellulaires des
champignons et de
I'exosquelette des insectes et
des coquilles des crustaces

-diacétylchitobiose, qui est
en outre dégradée par les
N-acétylglucosaminidases
au monomere GICNAc
(Tsujibo et al., 2003)

-Est un agent antifongique
potentiel grace a son activité de
dégradation de la chitine (Kunz

Et al. 1992 ; Mathivanan et al.,

1998)

plantes et des animaux plus
élevés

- La kératinase est une protéase
specifique, hydrolysant la
kératine qui est une protéine

L'hydrolyse des déchets
contenant de la kératine

-L'amélioration enzymatique de
la farine de plumes et la
production d'acides aminés ou
de peptides

- Traitement des eaux usées, du

Streptomyces sp on a

kératinase trouvée dans les plumes, la par des microorganismes . o capacité de produire la
. . - textile, de la médecine, de la e
laine et les cheveux possédant une activité o . kératinase
o . L. i cosmeétique, du cuir, de
- Les kératines protéines kératinolytique . . .
insolubles I'alimentation et de la volaille
(Mukhopadhyay et Chandra,
1993)
- Facilite I'élimination de la
Xylan est un composant . el
. . lignine dans les différents stades
dominant dans hémicelluloses, . :
, Le traitement par la du blanchiment "
est I'une des substances . i e s Streptomyces sp. Ont été
. xylanase a des - Doivent manquer d'activité . . .
organiques les plus abondantes . e . o signalés pour produire des
Xylanases températures élevées cellulaire pour éviter I'nydrolyse

sur terre Elle a une excellente
application dans I'industrie des
pates et papiers (Chen et al.,
1997)

perturbe la structure de la
paroi cellulaire

des fibres de cellulose

- Faciliter leur diffusion dans les
fibres de la pate (Niehaus et al.,

1999)

xylanases (Bode et Huber
2005)
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1.9.5. Vitamines

La vitamine B12, telle qu'elle existe dans la nature, peut étre produite par des bactéries ou des
Actinobactéries. L'isolement de la vitamine B12 provenant des fermentations d'Actinobactéries
(Rickes et al., 1948; Lichtman et al., 1949). L'addition de sels de cobalt aux milieux
apparemment agit comme un précurseur pour toutes les Actinobactéries pour produire de la
vitamine. Les fermentations produisant I’antibiotique streptomycine, l'auréomycine, la griseine
et la néomycine produiront aussi de la vitamine B12 si le milieu est complété par du cobalt sans
affecter de maniére apparente les rendements des substances antibiotiques. Plusieurs autres
études ont suggéré que certaines Actinobactéries qui ne produisent pas d'antibiotiques,
produisent plus de cette vitamine que celles qui produisent des antibiotiques. On a montré que
les Actinobactéries produisaient d'autres vitamines solubles dans l'eau, avec des études
spéciales sur la production de thiamine et le dérivé d'acide pteroylglutamique qui favorise la
croissance de certaines souches de Leuconostoc citrovorum et de la coenzyme A (Anandan et
al., 2016)..

1.9.6. Inhibiteurs enzymatiques

Les Actinobactéries sont une source potentielle de production d'inhibiteurs enzymatiques,
Imada (2005) a signalé différents types d'inhibiteurs d'enzymes, a savoir. B-glucosides, N-
acétyl-p-D-glucosaminidase,  pyroglutamyl peptidase, inhibiteurs de o-amylase

d'actinobactéries marines.

La pyrizinostatine est un inhibiteur de la pyroglutamyl peptidase, isolée de la culture de
Streptomyces sp. SA-2289 (Aoyagi et al., 1992). La pyrostatine A et B sont des inhibiteurs de
la N-acétyl B-glucosaminidase, produits par Streptomyces sp. SA-3501 (Imada, 2004 ; Imada,
2005).

1.9.7. Bioherbicides

Une autre application intéressante de I'Actinobactéries est l'utilisation de leurs métabolites
secondaires comme herbicides contre les herbes indésirables et les mauvaises herbes.
Streptomyces saganonensis produit des herbicidines et des herbimycines qui contrdlent les
mauvaises herbes monocotylédones et dicotylédones. L'anisomycine, produite par

Streptomyces sp, est un type d'inhibiteur de croissance pour les mauvaises herbes herbeuses.

S. hygroscopicus produit la coformycine carbocyclique et I'hydantocidine, ce qui peut réduire
la synthetase de I'aclenylosuccinate en augmentant la teneur en ATP et en retenant la synthése
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(Pillmoor, 1998). De plus, la phthoxazoline, I'hydantocidine et I'homoalanosine de
Streptomyces sp. peut controler plusieurs mauvaises herbes (Yan, 1993).

1.9.8. Probiotiques

Les probiotiques sont I'adjuvant microbien en direct qui a un effet bénéfique sur I'héte par divers
moyens, tels que la modification de la communauté microbienne associée a I'n6te ou a

I'environnement, les Actinobactéries ont été attirées par leur utilisation comme probiotiques.

Dans leur étude préliminaire ont rapporté que l'utilisation de Streptomyces sp sur la croissance
des crevettes tigrées noires. Un produit antibiotique extrait d'Actinobactéries marines a été
incorporé dans I'alimentation pour observer I'effet in vivo sur le virus du syndrome de la tache
blanche chez les crevettes tigrées noires. Encore une fois, (You et al., 2007) ont rapporté
I'activité de I'actinomycete marin en tant qu'organisme potentiel contre les biofilms produits par
Vibrio spp. Et a recommandé l'utilisation d'Actinobactéries pour prévenir la maladie causée par
Vibrio spp (Anandan et al., 2016).

1.9.9. Biosurfactants

Les Biosurfactants sont les composes dérivés de microbien qui partagent des fragments
hydrophiles et hydrophobes qui sont actifs en surface. Par rapport aux surfactants chimiquement
dérives, les Biosurfactants sont indépendants de I'huile minérale comme matiere premiére ; Ils
sont facilement biodégradables et peuvent étre produits a basse température. Les Biosurfactants
peuvent étre appliqués dans diverses en tant qu'industrie nutritive, cosmétique, textile, vernis,
pharmaceutique, miniére et pétrole (Henkel et al., 2012; Marchant et Banat, 2012).
L'antibiotique lipopépcid daptomycine est un bio-surfactants Actinobactérie qui a est deja entré
sur le marché et est utilisé dans le traitement des maladies causées par des agents pathogenes
Gram-positifs et a été commercialisé sous le nom Cubicin par Cubist Pharmaceuticals. Divers
types de biosurfactants ou bioémulsifiants ont été décrits pour étre produits dans la classe
Actinobacteria. Parmi les bio-tensioactifs les mieux décrits figurent les glycolipides a base de
glucose, dont la plupart ont un squelette hydrophile consistant en des unités de glucose liées a
la glycosidie formant un fragment tréhalose (Anandan et al., 2016).

1.9.10. Bioremédiation

Les Actinobactéries possedent de nombreuses propriétés qui en font de bons candidats pour une
application dans la bioremédiation de sols contaminés par des polluants organiques. Dans
certains sites contaminés, les Actinobactéries représentent le groupe dominant parmi les

dégradants. Ils jouent un rdle important dans le recyclage du carbone organique et peuvent
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dégrader les polyméres complexes. A rapporté que la plus grande utilisation des hydrocarbures
pétroliers largement utilisés dans notre vie quotidienne, en tant que composés chimiques et
combustibles, est devenu I'un des contaminants les plus courants des grandes surfaces du sol et
est finalement considéré comme un probleme environnemental majeur. Certains rapports
suggérent que la flore de Streptomyces pourrait jouer un réle tres important dans la dégradation
des hydrocarbures (Radwan et al., 1998; Barabas et al., 2001). Les espéces d'Actinobactéries
ont la capacité de vivre dans un environnement huileux et peuvent donc étre utilisées en

bioremédiation pour réduire les polluants pétroliféres.
1.10. Effets nuisibles des Actinobactéries
1.10.1. Maladies humaines et animales causées par les Actinobactéries

Les Actinobactéries se sont révélées étre les agents causaux de nombreuses infections humaines
et animales (tableau 6), qui incluent un certain nombre de maladies fréquentes et intensivement
étudiées, telles que la diphtérie, la tuberculose et la lépre. Il existe également un large éventail
d'infections moins connues, comme I'actinomycose et la nocardiose, qui se révélent plus
cliniguement significatives que ce qu'on pensait auparavant. En outre, il devient de plus en plus
évident que Actinomyces joue un role dans I'étiologie des caries et des maladies parodontales.
(Anandan et al., 2016).

Tableau 6. Maladies humaines et animales causées par les Actinobactéries (Anandan et al.,
2016).

Maladie Actinobactéries Site d'infection
Actinomycétome A. madurae, pellerieri, Pieds, jambes, extrémités
Nocardia asteroides, supérieures et autres sites

Nippostrongylus
brasiliensis, N.
otitidiscaviarum,
Streptomyces somaliensis

Actinomycose Actinomyces bovis, Régions cervico-faciale,
Actinomyces israelii, thoracique, abdominale et
Arachnia propionica utérine

Maladie rénale Renibacterium Le rein, le foie, la rate et

bactérienne salmoninarium d'autres organes internes

Dermatophilosis et Dermatophilus congolensis  Peau

streptothricose
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Diphtérie Corynebacterium Gorge, parfois blessures
diphtheriae

Lepre Mycobacterium leprae Peau

Nocardiose pulmonaire Nocardia asteroides, Poumon

rarement Nocardia
brasiliensis, éventuellement
Nocardiopsis dassonvillei

Nocardiose systémique

Nocardia asteroides,
rarement N. brasiliensis

Poumon, systéme nerveux
central, rein, muscle et
autres tissus

Nocardiose superficielle

Nocardia asteroides, N.
brasiliensis, éventuellement
Nocardiopsis dassonvillei

Toute partie de la surface du
corps, en particulier les
extrémités

Infections purulentes, y
compris les abces

Actinomyces,
(Corynebacterium)
pyogenes, Corynebacterium
pseudotuberculosis

Formation d'abcés dans
divers organes (cerveau,
moelle épiniére et
articulations)

Mycobacterioses

Plusieurs espéces de
Mycobacterium

Poumons, ganglions
lymphatiques et peau

Pneumopathie
d'hypersensibilité

Micropolyspora jaeni,
Saccharomonospora viridis,
Thermoactinomyces vulgaris

Poumon

Bovine farcy

Mycobacterium
farcinogenes,
Mycobacterium senegalense

Systéeme lymphatique

1.10.2 Maladies des plantes causées par les Actinobactéries

Un certain nombre de maladies importantes des plantes sont causées par les Actinobactéries.
Les Actinobactéries actuellement affectées au genre Corynebacterium provoquent une variété
de maladies (tableau 7). La plupart des Corynebactéries phytopathogénes sont considérées
comme produisant leurs effets antagonistes par la production d’hormones, de polysaccharides
et de toxines, alors que le potentiel de certaines souches pour I'ancien des bio-tensioactifs peut

aider a se fixer a I'hdte (Anandan et al., 2016).
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Tableau 7. Maladies des plantes causées par les Actinobactéries (Anandan et al., 2016).

Actinobactéries Maladie

Corynebacterium betae Se flétrir et tache foliaire de la betterave
rouge (Beta vulgaris)

Corynebacterium flaccumfaciens Se flétrir de haricot (Phaseolus vulgaris)

Corynebacterium insidiosum Se flétrir et dégradation de la luzerne
(Medicago sativum)

Corynebacterium nebraskense Se flétrir et brdlure du mais

Corynebacterium oortii Place de tulipe feuilles et bulbe

Corynebacterium sepedonicum La pourriture de la pomme de terre

(Solanum tuberosum)

Corynebacterium Poinselliae Choc de la tige et point de la feuille du
poinsettia (Euphorbia pulcherrima)

Nocardia vaccinii Galls and bud proliferation in blueberry
plants (Vaccinium)

Rhodococcus fascians Feuille de gels dans de nombreuses plantes,
fastification de pois sucrés

S. aureofaciens S. flaveolus. S. griseus la gale commune de pomme de terre

S. ipomoeae la gale pomme de terre douce

I1. Le genre Streptomyces

11.1. Définition et caractéristiques principales

Les Streptomyces sont donc des organismes procaryotes qui possedent une structure
filamenteuse. Cela explique leur dénomination : Du Grec Streptomyces : Streptos : tordu ou
courbé et myces : champignons (Willliams et al., 1989). Les Streptomyces sont des organismes
aérobies, a coloration de Gram positive, chimioorganotrophes, catalase positive qui
appartiennent a 1’ordre Actinomycetales de la classe Actinobacteria (Stackebrandt et al.,
1997). lls possédent un métabolisme oxydatif et un taux G+C% compris entre 69 et 78% (Korn-
Wendisch et Kutzner, 1992 ; Hodgson, 2000 ; Stackebrandt et Schumann, 2006).

La présence de 1’acide LL-diaminopimélique et de glycine et I’absence de sucres
caractéristiques est typique pour ce type de paroi cellulaire (Uchida et Seino, 1997 ;
Stackebrandt et Schumann, 2006).
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11.2. Cycle de développement

Sur milieu solide (Figure 4), la cellule bactérienne initiale, appelée « spore libre » croit a la
surface du milieu de support non seulement en s'allongeant, comme toute bactérie, mais aussi
en se ramifiant et, méme, en pénétrant en profondeur dans le milieu, sans se diviser, sans
gu'aucune septation n'apparaisse (= mycélium). Aprés quelques jours, le mycélium produit des
structures aériennes qui s'étendent en hauteur (= hyphes aériens). Ces structures vont
développer des torsades, tel un tire-bouchon. Leur partie terminale, apres une série de
réplications et de migrations du chromosome bactérien, montre l'apparition d'un nombre
important d'événements de septation, qui sont a la base de la formation d'autant de jeunes
cellules bactériennes qui vont, apres maturation et libération, donner naissance a de nouvelles

formes libres, pour que le cycle vital recommence (Zouaghi, 2007).

En milieu liquide, les cellules se développent uniquement sous forme de mycélium primaire,
méme si de trés rares Streptomyces peuvent sporuler dans cet environnement. En milieu solide,
une différentiation morphologique est donc observée (formation du mycélium aérien) tandis

qu’en milieu liquide, la différentiation est généralement physiologique (Smaoui, 2010).

18 hours ”mt\
———
g — von i,
Free

pl , ! % '{..,.& )

Figure 4. Cycle de développement des Actinomycétes (Streptomyces spp.) (Zouaghi, 2007)

I1.3. Production de biomolécules d’intérét thérapeutique et biotechnologique :

Streptomyces a révélé un potentiel biotechnologique intéressant pour la production d’enzymes
(par exemple la xylose isomérase issue d’un Streptomycéte thermophyle (Hodgson, 2000) ou
la biodégradation de biopolymeres (par exemple le chitosane (Fukamizo et Brzezinski, 1997)

ou de polluants organiques (par exemple I’acide phénylacétique (Niraula et al., 2010). De plus,
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Streptomyces est la source la plus importante de métabolites secondaires présentant une activité
biologique d’intérét pour la sant¢ humaine et animale : antibactérienne (streptomycine,
tétracycline, chloramphénicol), antifongique (nystatine), antivirale (tunicamycine),
antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive (rapamycine), antitumorale (actinomycine,
mitomycine C, anthracyclines), inhibiteur d’enzyme (acide clavulanique) (Demain, 2000). En
particulier, ce genre est remarquable pour le nombre et la diversité chimique des antibiotiques
qu’il produit (Watve et al., 2001).

I11. Diversité des Actinobactéries dans le sol du Sahara algérien

Les Actinobactéries (bactéries mycéliales) sont un groupe de microorganismes trés répandu et
peut occuper plusieurs écosystemes extrémes, dans les stratégies modernes de dépistage des
produits naturels, I'isolement des Actinobactéries rare et moins étudiée est nécessaire pour
améliorer un certain nombre de nouveaux produits naturels criblés (Lazzarini et al., 2001;
Berdy, 2005).

Les déserts sont caractérisés par un manque d'humidité (pluie annuelle inférieure a 260 mm),
ce qui fait que les activités biologiques sont régulées par la disponibilité éphémeére de I'eau
(Bhatnagar et Bhatnaga, 2005).

De nombreuses études effectuées dans des régions arides, comme les sols sahariens, ont montré
la richesse de cet écosystéeme par les Actinobactéries, ce qui a conduit a la détection de
nombreux composes bioactifs (Boubetra et al., 2013; Meklat et al., 2012).

I11.1. Caractéres généraux de quelques nouvelles souches d’Actinobactérie isolées des sols

algériens

La biodiversité Actinomycétale et la recherche de nouvelles espéces d'Actinobactéries ont été
étudiées dans les échantillons de sols provenant de différentes régions du Sahara algérien. La
taxonomie et la diversité de la population des actinomycétes ont été évaluées en utilisant une
approche polyphasique basée sur des études morphologiques, chimiotaxonomiques,
physiologiques et moléculaire (séquencage de I’ARNr 16S avec une étude phylogénétique
approfondie et hybridation ADN-ADN) (Bouras et al., 2015).

111.1.1. Actinopolyspora mzabensis sp. nov. :

Actinopolyspora mzabensis (m.za.ben'sis N.L. fem. Adj. Mzabensis appartenant au Mzab,
source du sol dont la souche type a été isolée). Est un Actinomycéte filamenteux, aérobie, Gram

positive, strictement halophile. Le mycélium aérien est blanc jaunatre sur le milieu ISP 2, et
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irrégulierement ramifié et forme des chaines droites a flexions de 10 a 30 spores en forme de

batonnets (0,5-0,6 x 1,1-1,8 mm) par chaine sur les milieux gélose nutritive CM.

La croissance se produit a 25, 30, 35 et 40 ° C (mais pas a 20 ou 45 ° C), avec 30 ° C comme
température optimale, et aux pH 5, 6, 7 et 8 (mais pas a pH 9) avec pH 7 comme pH optimum.

Il peptonise et coagule le lait.

Il est nitrate réductase positive, ne produit pas de H»S. La croissance optimale se produit en
présence de NaCl a 10 - 28% (p/v). Cette espece pousse en presence de kanamycine (5 pg ml°
1, de streptomycine (10 pg ml™?) et de pénicilline (25 pug ml™?), ainsi qu'en présence de 0,005%
de lysozyme, mais pas en présence d'érythromycine (10 pg ml™) ou Chloramphénicol (25 ug
mlt) (Meklat et al., 2013).

111.1.2. Actinoalloteichus hoggarensis sp. nov.:

Actinoalloteichus hoggarensis (hog.gar.en'sis N.L. masc. Adj. Hoggarensis appartenant au

Hoggar, source du sol dont la souche type a été isolée).

Est un Actinomycéte filamenteux, Gram positive, aérobie. Le mycélium aérien est du bleu
verdatre au bleu grisatre et jaunatre pale sur les milieux de gélose TSA et CM, respectivement.
La croissance se produit a 20-37 °C. La température optimale pour la croissance est de 30 °C,

et le optimum est de pH 6, 7.

La croissance se produit sur gélose nutritive et CM en présence de NaCl a des concentrations
allant de 3 a 7% (p/v), une croissance optimale se produit a 5% de NaCl. Cette espéce ne pousse
pas en présence de chloramphénicol ou d'érythromycine et également en présence de 0,005%
de lysozyme, et pousse en présence de kanamycine de novobiocine, de streptomycine et de
vancomycine (Boudjelal et al., 2015).

111.1.3. Saccharopolyspora ghardaiensis sp. nov :

S. ghardaiensis (ghar.da.i.en'sis N.L. fem. Adj. Ghardaiensis, appartenant a Ghardaia, la source

du sol dont la souche type a été isolée).

Est un Actinomycéte filamenteux halophile, le mycélium aérien est de couleur blanche sur
milieu ISP 2. La couleur du mycélium du substrat est orange rouge foncé sur le milieu ISP 2 et
gélose nutritive, et est jaune clair sur milieu CM, ils est bien développé et fragmenté en cocci
non mobile. Les mycéliums aériens forment de longues chaines de spores non mobiles, a surface

lisse et ovales (ou sphériques) sur la gélose nutritive et le milieu CM.
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La croissance se produit & 25, 28, 30, 35, 40 et 45 °C, avec 35 ° C comme température optimale.
etaux pH 5, 6, 7 et 8, avec pH 6-7 comme pH optimum.

La croissance se produit sur un milieu de gélose nutritive en présence de NaCl a 7, 10, 15, 20,

25, 28, 30 et 32% (p/v), avec 15-25% de NaCl (p/v) comme concentration optimale.

Cette espéce pousse en présence de kanamycine (5 pg ml™?), d'érythromycine (10 pg mil?), de
streptomycine (10 pg mi?) et de pénicilline (25 pug ml™?), ainsi qu'en présence de 0,005% de
lysozyme, mais ne pousse pas en présence de chloramphénicol (25 ug mit) (Meklat et al.,
2014).

111.1.4. Actinopolyspora saharensis sp. nov.:

Actinopolyspora saharensis (sa.ha.ren'sis, N.L. fem. Adj. Saharensis appartenant au Sahara, ou

la souche type a été isolée).

Est un Actinomycete filamenteux halophile qui forme un mycélium de substrat bien fragmenté.
Le mycélium aérien est bien développé de couleur jaune blanc sur milieu ISP2, et
irregulierement ramifié et forme des chaines droites a flexueuses de 10 a 30 spores en forme de

batonnets sur le milieu CM. Un pigment soluble Iégérement jaunatre est produit sur milieu CM.

Les intervalles de température et de pH pour la croissance sont 20-35 ° C et 5,0-8,0
respectivement et avec des optimum de 28-32 °C et de aux 6,0-7,0. La plage de concentrations
en NaCl pour la croissance est de 10 a 30% (p/v), avec 15-20% comme concentrations optimale.
Les ménaquinones prédominantes sont MK-10 (H4) et MK-9 (Ha). Les principaux acides gras

sont I'anteiso-Ci7: 0, iS0-Cis : 0, iS0-C1s : 0, 1S0-C17: 0 €t anteiso-Cis: o (Meklat et al., 2013).
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Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de « Mycologie » Département de Biologie-
Faculté des Sciences-Université Ammar Tlidji-Laghouat.

I. Matériels et méthodes

1.1. Prélévement du sol

Les echantillons de sol ont été prélevés selon la technique de Pochon et Tardieux (1962), a
partir du sol de la foret de la ville et la foret de Tifrit (Commune de Saida) a 1’aide d’une
grande spatule stérile, les cing premiers centimetres de la couche superficielle du sol sont
écartés, on préleve alors avec une petite spatule stérile dans la couche sous-jacente (entre 5
et 15 centimetres de profondeur), 100 a 150 grammes de terre qui sont déposés sur une feuille
d’aluminium stérile. Les gros débris sont écartés (pierres, racines, etc.) et environ 50
grammes sont placés dans un flacon stérile et transportés le plus rapidement possible au

laboratoire (figure 5).

Station de .«
prélevement -
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Figure 5. Station de prélevements des échantillons du sol (Encarta, 1998).

1.1.2. Traitement des échantillons

Un gramme de chaque sol séché a I’air est mélangé avec 0,1 gramme de CaCO3 puis incubé

a 28°C pendant 7 jours dans une atmosphere saturé d’humidité (Cavalla et Eberlin, 1994).
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1.1.3. Isolement, purification et conservation des actinomycetes

Cent microlitres des dilutions 107, 102t 10%en eau physiologique des échantillons de sols
sont étalés a la surface de trois milieux de culture : GYM, Bennett et CSA. Les boites de
Pétri sont alors incubées a 30°C. Les boites sont observées aprés un a 5 jours d’incubation
(figure 6).

A T’aide d’une loupe, les colonies d’Actinomycétes sont repérées d’aprés leur aspect
macroscopique caractéristique. Elles sont purifiées sur le milieu GYM et CSA, par la suite,
conservées d’une part a 4°C en gélose inclinée, et d’autre part a — 20°C en suspension en

présence de glycérol a 50 %.
1.1.4. Identification moléculaire des souches d’Actinomycetes isolées :

Les 14 souches purifiées ont été envoyées au centre du DSMZ en Allemagne afin d’étre

identifié génétiqguement par ARNr 16s.
1.1.5. Préparation et extraction des métabolites secondaire :

a. Production de métabolites secondaires :

A partir des cultures liquides dans les milieux GYM, 10 ml de chaque culture est transféré
dans des flacons contenant 100 ml de milieu 5294 a I’aide des pipetes XD. L’incubation se
fait a 30°C sous agitation continue (160-180 rpm) durant 5 a 10 jours. La vérification de la

pureté des cultures se fait sous le microscope afin d’éviter toute contamination.
b. Extraction des métabolites secondaires

Une fois cette étape est terminée, 1’extraction des métabolites secondaire est réalisée suivant

le protocole décrit comme suit :

20 ml de chaque culture est porté dans des tube en plastique gradué a I’aide de pipetes
XD sur laquelle 20 ml d’acétate d’éthyle est ajouté, chaque mélange est bien mix¢é puis porté
dans un agitateur a rotation pendant 10 a 12 minutes. Les tubes sont ensuite centrifugés a
9000 rpm pendant 10 minutes. Les surnageant sont enfin récupérés dans des boule en verre
puis évaporé a 1’aide du rotavapor a 40°C sous 82 mbar et 123 rpm jusqu'a I’évaporation a
sec. L’extrait est ensuite récupéré dans des tubes contenant 1ml de méthanol-acétone-acétate

d’éthyle est garde a -20°C jusqu'a leur utilisation.
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Echantillon de sols

9 ml de I’eau

iml 1ml
physiologique stérile +
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N
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Incubation a 30 C°

Figure 6. Techniques d’isolement souche des Actinomycetes.
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1.2. Souches fongiques
1.2.1. Choix des souches fongiques

Les souches fongiques utilisées pour tester I’activité antifongique des extraits sont
des champignons microscopiques réputés toxinogenes. Elles sont a 1’origine d’importantes

maladies. Ces souches sont regroupées dans le tableau 8.

Tableau 8. Souches fongiques utilisées pour tester I’activité biologique des extraits

Souches fongiques Origine

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus Laboratoire de phytoprotection-

Département d’ Agronomie.
Faculté des sciences —Université
de Laghouat

Fusarium graminearum

Aspergillus ochraceus

Penicillium expansum
_______________________________________________________________________________________________|

Les cing souches fongiques ont été choisies soigneusement pour :

e Les différentes altérations alimentaires provoquées.

e Les problemes potentiels qu’ils posent en clinique.
1.2.2. Vérification de la pureté des souches

a. ldentification des genres par la technique de scotch

La technique de scotch consiste a adhérer a 1’aide d’un bout de scotch une fraction
mycélienne a partir d’'une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques
gouttes de lactophénol (photo 1) (Chabasse, 2002). Les observations microscopiques sont

effectuées aux grossissements (x10, x40 et x100) a I’aide d’un microscope.
b. Identification des genres par la technique de micro-culture

Décrite par Haris (1989), la technique de micro-culture consiste a inoculer les spores
des moisissures sur une lame menée de petits carrés, de milieu PDA acidifié et les recouvrir
par une lamelle. Les spores sont ensemenceées sur les limites périphériques du milieu pour
leur fournir un potentiel d’oxygene élevé afin qu’elles puissent germer. L’ensemble est
conditionne dans une chambre stéerile et humide puis incubé a 25 + 2°C pendant 3 a 5 jours

Aprés incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le mycélium sont transférées sur
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d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol. Les observations
microscopiques sont effectuees aux grossissements (x10, x40 et x100) (figure 7).

Photo 1. Méthode d’identification microscopique des moisissures par la méthode de scotch

(Chabasse, 2002).

Observation
microscopique

Figure 7. Méthode d’identification microscopique des moisissures par micro-culture (Haris,
1989).
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1.3. Evaluation du pouvoir antifongique des extraits par la méthode des puits
a. Préparation de la suspension fongique

Pour chaque moisissure, I’inoculum doit étre préparé a partir d'une culture de 7 jours
enmilieu PDA a 25°C. Récupérer les spores en imbibant un écouvillon stérile avec du Tween
80 et de le transférer dans 3 ml de solution saline stérile 9%. Pour empécher I'agglutination
des spores, mélanger vigoureusement a I’aide d’un vortex la suspension de spores pendant
15-20 secondes, puis transférer le surnageant dans un tube stérile et ajuster la densité optique
(DO) a l'aide d'un spectrophotométre & 530 nm pour obtenir une suspension de stock de 108
spores/ml. Les suspensions fongiques sont ensuite ensemencées pour chaque souche sur les

milieux PDA solidifié sur les boites.
b. Préparation de la gamme de concentration et inoculation des boites de pétrie

La fourchette de concentrations d’extrait finales ainsi obtenue correspond a 10, 15,
20, et 30ul. Un volume chaque a été déposé dans chaque puits préparé préalablement par
perforation des milieux PDA coulés, solidifiés et ensemences. Ces boites sont enfin incubées
a 25+ 2°C pendant une durée de 5 a 7 jours (figure 8).

L’activité antifongique est mesuré par le rapport entre la surface de I’inhibition crée
par I’extrait et la surface de la boites entiére multipliée par 100. Le résultat obtenu est évalué

comme suit :

e 0.1-3% : Faible activité antifongique
e 3-8% : Activité antifongique moyenne

e Supérieur a 8% : Bonne activité antifongique.
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Coller la gélose PDA Apreés solidifier, Percer a pipette
dans la boite de Pétri Pasteur trou dans le centre de

% Boite de Pétri

e e—— e

Ajustement de spore a ’aide de
spectrophotométre UV-visible a
longueur DO 530 nm.

Ajouter I'extrait dans le
puits de différente
concentration a I’aide de
micropipete

' 4

10 ul

;-., \

30l i Puis, Ensemencement suspension fongique
a I’aidé d’écouvillon dans la boit pétri

—— S

Incubation a 25+ 2 C°
Figure 8. Evaluation de I’activité antifongique par la méthode des puits. (Magusson et al.,
2003).
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I1. Résultats et discussion
11.1. Isolement, purification et identification des Actinobactéries

Les colonies d’Actinobactéries apparaissent aprés 3 a 5 jours d’incubation a 30°C, sur les
milieux d’isolements utilisés (Bennett et CSA) alors que sur milieu GYM aucune colonie
n’est suspectée. Ces colonies sont reconnues par leurs aspects macroscopiques (colonies
dures incrustées dans la gélose). Les résultats de I’isolement des colonies d’actinomyceétes

a partir des deux échantillons du sol sont présentés dans les photos 2.

Photo 2. Les souches des Actinomycetes isolé a partir du sol (Photo originale, 2017).

Un totale de 14 colonies d’Actinobactéries sont isolées a partir des sols de la région de Saida
(cing isolats du sol de la foret de la ville et neuf isolats du sol de la foret de Tifrit). Le choix
des colonies est basé sur la couleur et I’aspect de ces dernieres aprés leur purification.
L’aspect macroscopique des isolats est différent. La forme des colonies est différente aussi
(photo 3) : colonies bombées, aplatie, ...etc. sont tous incrustées dans la gélose, possédant
un mycélium végétatif surmonté d’un mycélium aérien de couleurs différentes (jaune,

blanche, marron...etc.), parfois le mycélium aérien est absent.
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Photo 3. Aspect des colonies d’Actinobactéries aprés purification sur milieu GYM (Photo

originale, 2017).
11.2. Diversité des souches d’Actinobactéries isolée

L’identification moléculaire (par ARNr 16S) des souches purifiées était réalisée au sein du
centre DSMZ (Allemagne) par I’utilisation de trois amorces universelles a savoir : F27, R518
et R1525. Les résultats recus ont été traités par Geneious V10 et Mega 7 software. (Le

tableau 9) regroupe le nom des espéces apres leurs identifications génétiques.

Tableau 9. Nom de souches bactériennes apres identification moléculaire.

Code de la souche Espéce bactérienne aprés identification par ARN 16S

T ooz Streptomyces capoamus JCM 4734

T o002 Streptomyces galilaeus JCM 4757

T o003 Streptomyces canus CSSP527

T o004 Streptomyces kasugaensis M338-M1

T oos Streptomyces violaceus NBRC 13103

T oos Saccharothrix texasensis NRRL B-16134
T o007 Streptomyces fulvissimus DSM 40593

T oos Streptomyces tendae ATCC 19812

T o009 Streptomyces peucetius JCM 9920

V oo1 Streptomyces aureoverticillatus CSSP526
V 002 Streptomyces longissimus JCM 4489

V 003 Streptomyces fulvissimus NBRC 13482
V 004 Streptomyces ederensis NBRC 15410

V o005 Streptomyces cyslabdanicus K04-0144
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11.3. Vérification de la pureté des moisissures par la méthode de micro-culture

L’aspect macroscopique trés proche des souches fongiques sélectionnées pour cette étude
nous a orientés vers la vérification de la pureté de ces moisissures par la méthode de micro-

cultures et de scotch.
a. Résultats obtenus par la méthode de micro-culture

Sur la base de I’observation microscopique de la souche fongique A mettant en
évidence les tétes conidiennes, unisériées ou bisériées, d’abord radiées, puis reparties en
plusieurs colonnes de spores individualisées, jaunatres au début, puis vert-jaune fonce. Les
conidiophores sont verrugueux. Les vésicules sont sub-globuleuses. Les phialides sont
insérées directement sur la vésicule ou portées par des métules. Les conidies sont
globuleuses a sub-globuleuses, de couleur verte pale, verruqueuses. Les sclérotes, fréquents
dans les isolats récents, sont globuleux a sub-globuleux, d’abord blanc puis virant au brun-

rouge foncé et au noir. Nous confirmons qu’il s’agit d’Aspergillus flavus (Photo 4).

Sur la base de 1’observation microscopique de la souche fongique B mettant en
évidence les conidiophores sont portés par des hyphes de surface, ils sont isolés ou regroupés
en corémies, ils ont une paroi lisse. L'appareil sporifere est terverticillé, parfois biverticillé
(sous-groupe des Penicillium). Les phialides sont ampouliformes a cylindriques avec un col
court. Les conidies sont ellipsoides, vert terne, parfois brun orangé a canelle. Nous

confirmons qu’il s’agit de Penicillium expansum (Photos 4).

L’observation microscopique de la souche fongique C permet de distinguer les
tétes conidiennes bisériées, d’abord globuleuses puis se séparent en 2 ou 3 colonnes
divergentes, bien individualisées, de couleur jaune, ocre-jaune ou chamois. Les
conidiophores sont rugueux, jaunes a brun pale et longs. Les vésicules sont globuleuses,
hyalines. Les phialides sont portées par des métules, de dimensions variables. Les conidies
sont sub-globuleuses a globuleuses. Elles sont finement échinulées ou lisses. Les sclérotes,
souvent présents, de couleur lavande a pourpre, sont globuleux, ovales ou cylindriques.

Nous déduisons qu’il s’agit d’Aspergillus ochraceus (Photo 4).

Souche fongique D : cette espéce se caractérise par un thalle vert jaune sombre,
floconneux et des colonies granuleuses. Le conidiophore de couleur marron pale a paroi
échinulée. Les tétes unisériées par des vésicules spheriques recouvertes au trois quart,

donnant des phialides verdatres portant des conidies sphéeriques a disposition radiaire. Les
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sclérotes occasionnellement sphériques sont souvent blanches au début et deviennent noires

avec le temps, c’est Aspergillus parasiticus (Photo 4).

Sur la base de I’observation microscopique de la souche fongique E mettant en
évidence les phialides peuvent s’agréger en sporodochies. Les microconidies sont
fusiformes, courbées. La cellule terminale est longue et pointue. Les chlamydospores,
intercalaires, formées par le mycélium rarement dans les conidies, sont globuleuses,

hyalines a brun péle. Nous pouvons déduire qu’il s’agit Fusarium graminearum (photo 4).

Photo 4. Aspect microscopique des souches fongiques (Photo originale).

A : Aspergillus.flavus ; B : Penicillium.expansum ; C : Aspergillus.ochraceus ; D : Aspergillus.parasiticus,
E : Fusarium.graminearum ; (1) : Conodiophore ; (2) : Vésicule ; (3) : Métule ; (4) : conidies ; (5) : Phialide ;
(6) : microconidia
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I1.4. Résultats de I’activité antifongique des extraits bactériens
11.4.1. Extraits des souches isolées de la foret de Tifrit

11.4.1.1. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Too1
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II
- N T

A. flavus A. parasiticus A. ochraceus F. graminearum P. expansum

B [0ul ® 15ul W 20ul W 30ul
Volume d'extrait utilisé contre les souches fongiques séléctionnées.

Figure 9. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Too1.

Selon les résultats affiches sur la figure 9 et le tableau 10, I’extrait Too1 a démontré une
activité antifongique moyenne a la concentration 30l contre A. ochraceus, F. graminearum,
A. flavus ,P. expansum avec des pourcentages d’inhibition de 4.71%,4.48%,4.03%,4.00%
respectivement. Cette activité baisse avec la diminution de la concentration de 1’extrait dans
le milieu PDA jusqu’a I’absence de toute activité antifongique a la concentration 15ul et
10ul avec présence d’exception concernant F. graminearum, qui continue d’étre empéchée
jusqu’a la concentration la plus faible de la gamme. A. parasiticus est apparue moins sensible
avec un pourcentage d’inhibition de 2.34% a la concentration 30ul (figure 9) ce qui reflete
une faible activité antifongique (tableau 10).

Photo 5. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Tooz.
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11.4.1.2. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Too2
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A. flavus A. parasiticus A. ochraceus F. graminearum P. expansum

B [Oul w [5ul wm20ul = 30ul
Volume d'extrait utilisé contre les souches fongiques séléctionnées.

Figure 10. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Tooo.

Suivant les résultats affichés sur la figure 10 et la photo 6, I’extrait Too2 & enregistré une
moyenne activité antifongique contre F. graminearum, A. ochraceus avec un pourcentage
d’inhibition de 3.57%,3.34% a 30ul, cette activité diminue avec la diminution de la
concentration de I’extrait dans le milieu jusqu’a I’absence de toute activité a la concentration
10 pl. A 30 pl toujours, P. expansum est apparu moins sensible avec un pourcentage
d’inhibition 2.67%, qui refléte une faible activité antifongique (tableau 10). Les deux
souches fongiques a savoir : A. flavus , A. parasiticus sont apparues trés résistantes a cet

extrait avec un pourcentage d’inhibition nul (figure 10).

Photo 6. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Tooo.
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11.4.1.3. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Toos

NN N
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Pourcentage d'inhibition (%6)
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A. flavus A. parasiticus A. ochraceus F. graminearum P. expansum

B J0ul w [5u] w20ul = 30ul
Volume d'extrait utilisé contre les souches fongiques séléctionnées.

Figure 11. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Toos.

Selon les résultats affichés sur la figure 13 et le tableau 10, I’extrait Toos a démontré une
activité antifongique moyenne a la concentration 30pl contre F. graminearum et P.
expansum avec un pourcentage d’inhibition de 5.80%, 3.30 % Cette activité diminue avec
la diminution de la concentration de I’extrait dans le milieu PDA jusqu’a son absence
totale, avec présence d’exception concernant F. graminearum, qui continue d’étre
empéchée jusqu’a la concentration la plus faible de la gamme. A 30ul toujours, A.
ochraceus ont dévoilé une faible sensibilité avec un pourcentage d’inhibition de 2.92%, qui
reflete une faible activité antifongique (tableau 10). Un pourcentage d’inhibition nul est

enregistré pour les deux moisissures A. flavus et A. parasiticus.

Photo 7. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Toos.
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11.4.1.4. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Toos
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Volume d'extrait utilisé contre les souches fongiques séléctionnées.

Figure 12. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Tooe.

Selon les résultats affichés sur la figure 14 et le tableau 10, 1’extrait Toos & enregistré une
bonne activité antifongique contre P. expansum avec un pourcentage d’inhibition de 8.90%
a 30ul, ce qui refléete selon le tableau 10 une trés bonne activité antifongique, cette activité
diminue avec la diminution de la concentration de I’extrait jusqu’a 1’absence de toute activité
ala concentration 15pl et 10pl. F. graminearum a démontré une sensibilité vis-a-vis I’extrait
Toos et selon le tableau 10, cette activité est désormais moyenne. Les trois souches fongiques
a savoir : A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus sont apparus trés résistantes a 1’extrait Toos

avec un pourcentage d’inhibition nul (figure 14).

Photo 8. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Toos.
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11.4.1.5. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Toor

N NN
S N A

Pourcentage d'inhibition (%)
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A. flavus A. parasiticus A. ochraceus F. graminearum P. expansum

B [0ul w [5ul wm20ul = 30ul
Volume d'extrait utilisé contre les souches fongiques séléctionnées.

Figure 13. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Toor.

Selon les résultats affichés sur la figure 15 et le tableau 10, a 30ul, I’extrait Too7 Ont dévoilé
une sensibilité contre A. ochraceus, P. expansum, F. graminearum avec un pourcentage
d’inhibition de 7.55%, 3.68 % ,3.57% respectivement, qui reflete une activité moyenne
tableau 10 cette activité diminue avec la diminution de la concentration de I’extrait dans le
milieu PDA jusqu’a I’absence de toute activité antifongique. Avec présence d’exception
concernant F. graminearum, qui continue d’étre empéchée jusqu’a I’absence 1’activité
antifongique a la concentration 10ul.Les deux souches fongiques a savoir A.flavus,

A.parasiticus, sont apparues trés résistantes a 1’extrait Too7 avec un pourcentage d’inhibition
nul (photo 11).

Photo 9. Résultat de ’activité antifongique de 1’extrait Too7.
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11.4.1.6. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Toos
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Figure 14. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Toos.

Suivant les résultats présentes sur le figure 16, les trois souches fongiques a savoir : A. flavus,
A. parasiticus et A. ochraceus sont apparus trés résistantes a 1’extrait Topg avec un
pourcentage d’inhibition nul. A la concentration 30ul d’extrait Toog P.expansum et
F.graminearum sont apparus sensible avec un pourcentage d’inhibition de 4.19%, 2.37%
respectivement, qui refléte une activité moyenne tableau 10, cette activité diminue avec la
diminution de la concentration de 1’extrait dans le milieu PDA. Avec présence d’exception

concernant P.expansum, qui continue d’étre empéchée jusqu’a la concentration la plus faible
de la gamme.

Photo 10. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Toos.
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11.4.2. Extraits des souches isolées de la forét de ville

11.4.2.1. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Voo:
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Figure 15. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Voor.

La figure 18 démontre que toutes les souches fongiques ont dévoilé une sensibilité changeante
vis-a-vis 30ul de I’extrait testé, cette sensibilité dépend toujours de la moisissure elle-méme et
de la concentration de I’extrait. L’extrait Voo1 @ enregistré une moyenne activité antifongique
contre A. ochraceus, A.flavus, P.expansum avec un pourcentage d’inhibition de 6.84%, 4.01%,
3.04% respectivement a la concentration 30pl, cette activité diminue avec la diminution de la
concentration de I’extrait dans le milieu PDA. A la concentration 30ul toujours, F.
graminearum ont devoilé sensibilité faible avec des pourcentages d’inhibitions de 2.72
%(figure 18), ce qui reflete une activité faible (tableau 11). A. parasiticus qui apparue trés

résistante a cet extrait avec absence de toute trace d’activités antifongique.

Photo 11. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Voo1.
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11.4.2.2. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Vooz
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Figure 16. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Vooo.

Les résultats affichés sur la figure 19 dévoile que les quatre souches fongiques a savoir : A,
flavus, A. parasiticus, F. graminearum, P. expansum sont trés résistantes a 1’extrait Voo2 avec
un pourcentage d’inhibition nul. A. ochraceus a démontré une sensibilité vis-a-vis I’extrait Voo2
et selon le tableau 11, cette activité est désormais faible avec un pourcentage d’inhibition de
2.09% a la concentration 30pl.

Photo 12. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Voo2.
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11.4.2.3. Résultat de ’activité antifongique de I’extrait Voos
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Figure 17. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Voos.

Les résultats affichés sur la figure démontrent qu’a 30ul d’extrait Voos, F. graminearum, A.
ochraceus et P. expansum sont apparu sensible avec des pourcentages d’inhibitions de 5.30%,
4.23% et 3.61% respectivement (figure 22), ce qui reflete une activité moyenne (tableau 11).
L’extrait Voos poursuis 1’inhibition contre F. graminearum malgré son affaiblissement dans le
milieu PDA, Les deux souches fongiques A. flavus et A. parasiticus sont apparues tres

résistantes a 1’extrait Voos avec un pourcentage d’inhibition nul (figure 22).

Photo 13. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Voos.
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11.5 Discussion

De nombreuses especes d’actinomycetes, en particulier celles appartenant au genre
Streptomyces, sont bien connus comme agents de lutte biologique inhibant plusieurs
champignons pathogénes (Errakhi et al., 2007; Khamna et al., 2009). L'analyse des séquences
du gene de I'ARNr 16S a montré que toute les souches isolées possédent une similarité complete
(100% de similitude) avec la base de donné NCBI, ce qui signifie que toutes les souches isolée

dans les deux forets ont été déja identifiee.

Nos résultats indiquent que parmi les 14 souches d’actinomycetes isolées des sols forestiéres
(Commune de Saida), certaines ont montré une nette performance a produire des molécules
douées d’une activité antifongique. Nous constatons que les deux souches Streptomyces
fulvissimus et Streptomyces kasugaensis ont montré une bonne activité contre la totalité des
souches fongiques testées. Par contre, les deux souches Streptomyces longissimus et
Streptomyces tendae, ne présente aucune activité antifongique contre les souches fongique

sélectionnées.

Certaines études publiées ont déja démontré I’activité antifongique des deux souches a savoir :
Streptomyces fulvissimus et Streptomyces kasugaensis contre d’autre champignons pathogeénes.
Kanini et al., (2013) ont démontré qu’un total de 605 isolats Streptomyces provenant de 12
habitats grecs divers ont été criblés pour une activité antifongique contre Rhizoctonia solani
DSM843. Les données obtenues ont démontré que les isolats Streptomyces pseudovenezuelae
et Streptomyces fulvissimus ont présenté la plus grande activité antagoniste. Streptomyces
kasugaensis est un microorganisme antagoniste isolé des sols et présente une forte activité
antifongique contre les agents pathogenes fongiques tels que Fusarium oxyporum,
Cladosporium cucumerium ou Botrytis cineria (Jae et al., 2001). L’activité antifongique du
streptomyces kasugaensis a été étudiée, les résultats ont montré que les substances bioactive
(Kasugamycine), générée par S. kasugaensis inhibent les croissances de champignon
pathogénes (Shinji, 2004).

Le degré de l'activité antifongique dépend de la composition de I’extrait. Plusieurs chercheurs
ont déja signalé que 1’activité antimicrobienne est variable chez les actinomycétes. Prapagdee
et al. (2008) a trouvé que sur 146 souches d'actinomycétes indigenes isolées des sols, seulement
10 souches présentaient une activité antifongique. Khamna et al. (2009) ont isolé 396 souches

du genre Streptomyces et seulement 27 souches ont montré une activité antifongique. Bharti et
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al. (2010) ont obtenu 316 souches d'actinomycétes de différents Echantillons de sols, dont 31%

ont présenté une activiteé antifongique.

L'activité antagoniste de Streptomyces contre les champignons et les agents pathogenes est
généralement liés a la production de composés antifongiques (Fguira et al., 2005; Atta, 2009),
et / ou des enzymes hydrolyses extracellulaires (Mukherjee et Sen, 2006; Prapagdee et al.,
2008). La production de métabolites secondaire dépend des sources nutritionnelles comme le
carbone, l'azote et les facteurs environnementaux tels que la période d'incubation, le pH et la
température (Himabindu et Jetty, 2006).
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Conclusion et perspectives

Les actinomycétes sont les procaryotes les plus économiguement et bio-technologiquement
précieux, responsables de la production d'environ la moitié des métabolites secondaires
bioactifs découverts, y compris les anti-tumoraux, les agents immunosuppresseurs et les
antibiotiques. Les actinomycétes sont largement distribués dans les sols et autres milieux
terrestres et marins, ou ils ont joué un role écologique important dans le renouvellement des

éléments nutritifs du sol.

L'objectif de cette étude est d’évaluer I'activité antifongique des métabolismes secondaires
produits par des actinomycetes isolés des sols forestiers de la région de Saida cotre des

moisissures toxinogénes.

Selon les résultats dévoilés précédemment, nous concluons que I’extrait résultant des
souches Toos et Vooz possédent une importante activité contre les souches fongiques
sélectionnées du a la présence de substance bioactive. L’extrait provenant des souches Toos
et Voo2 ne possédent aucune activité antifongique du a la résistance des souches fongiques

ou I’absence de substances bioactives contre ces moisissures

La comparaison de ces résultats avec d’autre travaux permis de dire que ces résultats sont
d’une grande importance, ils peuvent contribuer a renforcer et a enrichir le pauvre arsenal
antifongique existant a ce jour d’une part, et d’autre part, de contrecarrer le développement
de la résistance des champignons pathogenes et & la recrudescence d’agents fongiques

redoutables.
Comme perspectives, cette étude doit étre complétée par les points manquants suivants

e Etude de ’activité antibactérienne des extraits sur des bactéries pathogenes.
e Identification des substances bioactive des extraits par HPLC-MS,

e FEtude de la toxicité in vitro et in vivo des substances bioactives.
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Composition des milieux de culture

Starch Casein Agar (S.C.A) :
Amidon
KNO3
K2HPO4

NaCl

Caséine
MgSOs4 .7H.0
CaCo3
FeSO4.7H20
Agar - agar
Eau distillée

Gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA) :
Pomme de terre

Dextrose

Agar - agar

Eau distillée

Bennett :

Glucose

Peptone pancréatique de caséine
Extrait de Levure

Extrait de Viande

Agar

Eau distillée

PH

GYM Streptomyces Agar (DSMZ Medium 65)
Agar

Extrait de malt

Extrait de levure

CaCO3

Glucose

Eau distillée

PH

1009
209
209
2049
0,39
0,05¢g
0,02 g
0,01g
18.0¢g

1 000 ml

200 g
15.0¢
20.0¢
1 000 ml

10.09
2049
1049
10¢g
1509

1 000 ml
7,2

12.0g
10.0g
4.0g
2.0g
4.0g

1 000 ml
7.2
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Photo 20. Résultat de 1’activité antifongique de I’extrait Too2 contre les souches fongiques sélectionnées
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Photo 22. Résultat de I’activité antifongique de I’extrait Toos cONtre les souches fongiques sélectionnées.
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Photo 26. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait Toog contre les souches fongiques sélectionnees.



Photo 28. Résultat de 1’activité antifongique de I’extrait Voo2 contre les souches fongiques sélectionnées
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Photo 30. Résultat de 1’activité antifongique de 1’extrait Voos contre les souches fongiques sélectionnées.





