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Résumé

La nanotechnologie est l'une des technologies les plus importantes du 2le siécle et
représente un domaine de recherche actif pour les tailles de particules allant de 1 a 100 nm.
Depuis I'Antiquité, I'argent est populaire pour ses propriétés antimicrobiennes et cicatrisantes. En
raison des nombreuses applications de l'argent, il s'agit de I'un des types de nanomatériaux les
plus étudiés.Ces dernicres années, il a été découvert que certaines espéces d’actinobactéries sont
capables de produire des nanoparticules d’argent grace a un processus appelé biosynthése .

Dans cette étude, nous discuterons de la biosynthése des nanoparticules d'argent a l'aide
d'actinobactéries. De plus, Les nanoparticules d’argent (AgNPs) ont été étudi€ées pour leur
utilisation potentielle comme agents antifongiques et insecticides.

Pour évaluer l'activité antifongique des nanoparticules d'argent sur les graines de blé
contaminées. la méthode consiste a exposer les graines de blé contaminées a différentes
concentrations de nanoparticules dargent et a évaluer leur capacité a inhiber la croissance
fongique . Pour ce faire , des tests de microbiologie effectués pour quantifier la réduction de la
croissance fongique sur les graines de blé traitées avec des nanoparticules d'argent par rapport
aux graines de blé non traitées . Les résultats de ces tests donner une indication de I'efficacité des
nanoparticules d'argent en tant qu'agent antifongique pour la protection des cultures de blé . En
tant qu’agent antifongique, il a été¢ démontré que les AgNPs inhibent la croissance d’un large
éventail d’especes fongiques, notamment Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Fusarium
avenaceum et penicillium expansum . On pense que le mécanisme de ’activité antifongique des
AgNPs implique la perturbation de I’intégrité de la membrane cellulaire fongique, conduisant a la
mort cellulaire.

Dans les tests de mortalité insecticide, les AGNPs peuvent étre appliquées directement sur
les pucerons vertes ( Myzus persicae ). Les insectes sont exposes a différentes concentrations
d'AgNPs. En tant qu’insecticide, il a ét¢ démontré que les AgNPs ont une activité contre Myzus
persicae . On pense que le mécanisme de D’activité insecticide des AgNPs implique la
perturbation de I’intégrité de la membrane cellulaire des insectes, conduisant a la mort cellulaire.

Cependant, il est important de noter que [’utilisation des AgNPs comme agents
antifongiques et insecticides en est encore aux premiers stades de la recherche et du
développement, et d’autres études sont nécessaires pour bien comprendre leurs avantages et
risques potentiels. De plus, I’impact environnemental des AgNPs doit étre soigneusement évalug,
car ils peuvent avoir des effets néfastes sur les organismes et les écosystéemes non ciblés.

Mots clés : nanoparticules d’argent (AgNPs) , Actinobactérie , biosynthése , Antifongiques ,
insecticides .



Abstract

Nanotechnology is one of the most important technologies of the 21st century and
represents an active field of research for particle sizes ranging from 1 to 100 nm. Since ancient
times, silver has been popular for its antimicrobial and healing properties. Due to silver's many
applications, it is one of the most studied types of nanomaterials.In recent years, it has been
discovered that certain species of actinobacteria are able to produce silver nanoparticles through a
process called biosynthesis .

In this study, we will discuss the biosynthesis of silver nanoparticles using actinobacteria.
In addition, silver nanoparticles (AgNPs) have been studied for their potential use as antifungal
and insecticidal agents.

To assess the antifungal activity of silver nanoparticles on contaminated wheat seeds, the
method involves exposing contaminated wheat seeds to different concentrations of silver
nanoparticles and evaluating their ability to inhibit fungal growth. To do this, microbiology tests
were carried out to quantify the reduction in fungal growth on wheat seeds treated with silver
nanoparticles compared with untreated wheat seeds. The results of these tests give an indication
of the efficacy of silver nanoparticles as an antifungal agent for the protection of wheat crops. As
an antifungal agent, AgNPs have been shown to inhibit the growth of a wide range of fungal
species, including Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Fusarium avenaceum and
penicillium expansum . The mechanism of AgNPs' antifungal activity is thought to involve
disruption of fungal cell membrane integrity, leading to cell death.

In insecticidal mortality tests, AgNPs can be applied directly to green aphids ( Myzus
persicae ). The insects are exposed to different concentrations of AgNPs. As insecticides, AQNPs
have been shown to have activity against Myzus persicae . The mechanism of AgNPs'
insecticidal activity is thought to involve disruption of insect cell membrane integrity, leading to
cell death.

However, it is important to note that the use of AgNPs as antifungal and insecticidal
agents is still in the early stages of research and development, and further studies are needed to
fully understand their potential benefits and risks. In addition, the environmental impact of
AgNPs needs to be carefully assessed, as they can have adverse effects on non-target organisms
and ecosystems.

Keywords: silver nanoparticles (AgNPs) , Actinobacteria , biosynthesis , Antifungals ,
insecticides .
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Introduction

La recherche en nanotechnologie est l'un des principaux domaines scientifiques
émergents, ces applications occupent une place importante en science et en technologie dont le
but est de fabriquer de nouveaux matériaux qui renferment les avantages recherchés. Le préfixe
nano est dérivé du mot grec « nanos » qui signifie "nain" et désigne les objets d'une taille d'un
milliardiéme (10 m). Le terme "nanotechnologie™ a été inventé par le professeur Norio Taniguchi
de l'université des sciences de Tokyo en 1974 pour décrire la précision des biomatériaux
industrialisés a I'échelle nanométrique(Panchanathan et al., 2014) .

La nanotechnologie a rapporté une nouvelle vision pour le développement de nouveaux
processus et produits. Elle peut étre appliquées dans de multiple fins, telles que I'amélioration de
la santé humaine et animale, et l'augmentation de la productivité agricole et industrielle.
Autrement, les nanostructure sont utilisées dans 1’agriculture comme moyen de livraison de
pesticide et d'engrais, dans le développement d’agent antimicrobiens surtout contre les souches
résistante, et enfin comme capteurs environnementaux pour la lutte et la surveillance de la
pollution (Tércio et al., 2021 ).

Il existe plusieurs types de nanoparticules, en particulier, les nanoparticules métalliques
telles que le cuivre, le titane, le zinc, l'or, le magnésium et l'argent quisont les plus étudiées.
Toutefois, les nanoparticules d'argent (AgNPs) sont les plus efficaces suit a leurs propriétés. Les
propriétés antimicrobiennes de Il'argent sont connues depuis l'an 1000 avant Jésus-Christ. Les
AgNPs peuvent étre synthétisées par des meéthodes chimiques et physiques. Cependant, la
synthese chimique renferme des substances toxiques qui ont un impact négatif sur
I'environnement. De plus, La méthode physique produit un faible rendement, il est également
difficile a contréler la taille des particules durant la synthése par cette méthode(A'liyatur et al.,
2022).

Suite aux inconvénient imposés par les techniques chimique et physique, il est impératif
de développer une approche "verte" propre, non toxique, biocompatible et respectueuse de
I'environnement pour synthétiser des nanomatériaux d'importance technologique(Panchanathan
et al., 2014).



Introduction

Ce travail vise a générer des AgNPs biogéniques a I’aide d'actinobactéries et d’évaluer
leurs activités biologiques.Pour se faire, une synthése bibliographique représentant la premiere
partie de notre étude est réalisée afin de regrouper les informations essentielles sur les
nanoparticules, leur synthése, leur utilisation, et leur intérét suivi d'une rétrospective sur les

actinobactéries, notamment leur écologie, leur taxonomie, et leur importance.

Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est représentée par les techniques

utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultats et leurs discussions.

L’¢étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.



Premiere partie :

Ftude bibliographiques.
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I.  Généralités sur les nanoparticules d’argent
I.1. Nanoparticules d’Argent (AgNPs)

La synthése des nanoparticules a l'aide d'un systeme biologique est une méthode rapide,
efficace, économique, non toxique et respectueuse de I'environnement. De nombreux chercheurs
ont étudié la production de nanoparticules souhaitées a I'aide des bactéries, des microalgues, des
levures, des moisissures, et des plantes. Les micro-organismes tels que les actinobactéries sont
capables de produire des nanoparticules qui sont largement utilisées comme nouveaux produits
thérapeutiques, 1l s’agit des agents antimicrobiens, anticancéreux, antisalissures, antifongiques et
antiparasitaires.Le principe de base de la synthese des nanoparticules est que les enzymes des
actinobactéries réduisent les ions métalliques en nanoparticules stables lorsqu'elles recoivent des
ions metalligues comme substrats. Par exemple, la synthese de nanoparticules
AgNPsrecommande une solution de nitrate d'argent (AgNOs) comme substrat (Salonietal.,
2022).

De nombreuses especes d'actinobactéries renfermement un potentiel pour la synthése des
nanoparticules dargent, en effet, les genres les plus connu sont: Actinopolyspora,
Kibdelosporangium, Nocardiopsis., Saccharopolyspora, Streptomyces, Thermoactinomyces, et

Thermomonospora(Anandanet al.,2016 ).
1.2. Définition de Nanoparticule

Le terme "nanoparticule™ fait référence a des matériaux de taille nanométrique (généralement

entre 1 et 100 nm), ces nanoparticules possédent trois dimensions (3D)(Chakraborty., 2016).

La figure 01 montre la différence existante entre la taille des nanoparticules en comparaison avec

d’autre structures biologiques.
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Figure 01. Taille des nanoparticules comparée a d’autre structure biologiques (Chakraborty.,
2016).

L'utilisation de I'argent pour le développement de nanoparticules a augmenté en raison de
ses applications biomédicales, principalement en tant qu'agent antimicrobien efficace.
Aujourd’hui, avec l'amélioration des études relatives aux nanomatériaux, il a été possible de
reconnaitre plusieurs possibilités d'application pour les nanoparticules d'argent, telles que le
développement d'emballages alimentaires pour la protection contre les micro-organismes, la

production de biocapteurs et la décontamination de l'eau (Tarcio et al., 2021).

La formation des AgNPs repose sur le développement d'une réaction de reduction, ou les
ions argent (Ag*) sont réduits par interaction avec un agent réducteur et transformés en atomes
neutres (Ag®) (Figure 02). Cette réaction peut étre médiée par différents agents réducteurs, par le

biais de méthodes physiques, chimiques ou biologiques (Tarcio et al., 2021).

e

donates electrons

o ¢

+ th::\ciial and = : @
Biological agents @

Silverions Reducing agent Silver nanoparticles

Figure 02. Représentation schématique d’une réaction d'oxydo-reduction pour la formation des

nanoparticules d'argent(Tarcio et al., 2021).
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1.3. Synthese des AgNPs par les actinobactéries

Parmi les voies biologiques de biosynthétiser des AgNPs, la synthese a médiation
bactérienne a pris de lI'ampleur, car elle présente les avantages suivants : sécurité, faible toxicite,
faible colt et facilitt de mise & I'échelle pour la production (Javaid et al., 2017). Les
actinobactéries sont une source énorme de plusieurs composés bioactifs et de métabolites, qui ont
attiré l'attention pour leurs applications dans la biotechnologie, l'agriculture et l'industrie
alimentaire (Barka et al., 2015). Sans aucun doute, étant donné le grand potentiel et la
polyvalence des actinobactéries, elles ont également été évaluées pour étre utilisées comme agent

réducteur pour la génération des AgNPs(Gonzalo et al., 2022) .

La synthése AgNPs par les actinobactéries est réalisable par des voies extracellulaires ou
intracellulaires. La synthése intracellulaire se produit a l'intérieur de la cellule bactérienne, dans
laquelle le précurseur (Ag™) est réduit en AgP, et la nanoparticule obtenue s'accumule sur la paroi
cellulaire. La synthése extracellulaire dépend des protéines et/ou des enzymes sécrétées pour
réduire les ions d'argent. Cependant, la synthese extracellulaire (comme le montre la figure 03)

est frequemment rapportée (Gonzalo et al., 2022).
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Figure 03.Etapes de biosynthése extracellulaire des AgNPs a I’aide des bactéries (Gonzalo et al.,
2022) .
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I.4. Applications potentielles des nanoparticules d'argent

L'utilisation des nanoparticules a augmenté dans plusieurs applications, telles que
I'agriculture, la médecine, I'énergie et I'électronique (Khan et al., 2017). Les nanoparticules sont
utilisées dans I'agriculture pour stimuler la croissance, le développement des plantes et assurer la
durabilité. Les nanomatériaux contribuent & améliorer la production agricole en minimisant les
pertes pertinentes grace a une protection accrue des cultures. Ils sont également utilisés comme
outils de gestion des maladies des plantes induites par les bactéries, les virus,les insectes et les
champignons phytopathogenes. Certaines nanoparticules sont utilisées comme nanofertilisants en

raison de leur absorption facile par les plantes (Gacem et Chaibi, 2022).

L'argent est connu par leur capacité a inhiber diverses souches bactériennes, c'est
pourquoi ils sont couramment utilisés dans les savons, les pates, les plastiques, les cathéters et les
cosmétiques medicaux(Figure 04). L'argent est ajouté pour protéger les plaies ouvertes et les
infections locales aprés des brdlures (Garcia - Barrasa et al., 2011 ; Kumar et al., 2018 ;
Paladini et Polini, 2019 ; Sim et al., 2018).

L'une des nanostructures les plus étudiees et les plus étonnantes est la nanoparticule
d'argent (NPs d’Ag), en raison de son utilisation répandue dans plusieurs applications(Gonzalo et

al., 2022), comme le montre la
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Figure 4. Applications potentielles des nanoparticules d'argent (Gonzalo et al., 2022).
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1. Généralité sur Actinobactéries

Les actinomycétes ont regu beaucoup d'attention par la communauté scientifique en raison
de leur capacité a produire une large gamme de composés bioactifs avec des structures chimiques
intéressantes (Barka et al., 2016 ; Lee et al., 2018).

Les actinomycétes sont des bactéries filamenteuse a Gram-positif avec des niveaux élevés
de guanine et de cytosine dans le ADN génomique. lls sont largement distribués dans divers
milieux terrestres et aquatiques (Sharma et Salwan, 2018 ; Kim et al., 2020) et constituent I'une
des plus grandes communautés bactériennes (Barka et al., 2016).

Le nom actinomycétes vient de deux mots grecs (aktis) pour raie et mykes pour
champignon. Cela est d( aux propriétés communes aux bactéries et aux champignons (Azman et
al., 2015).

La plupart des actinomycetes sont immobiles (Djaballah, 2010) et strictement aérobies
(Massaoudi, 2013). lls peuvent étre hétérotrophes ou chimioautotrophes, mais la plupart sont
chimiohétérotrophes et peuvent utiliser une variété de sources de nourriture (Barka et al., 2016).
Ils sont géeneralement mésophiles, cependant d'autres sont thermophiles et poussent dans des
températures autour de 50 °C et peuvent atteindre jusqu'a 60 °C (Massaoudi, 2013 ; Kitouni,
2007).

Il. 1. Caractéristiques microscopiques des Actinobactéries

L'aspect microscopique de ce groupe de bactéries peut aller de formes coccoides a un
mince mycelium filamenteux ramifié de 1 a 2 um de diameétre. A la maturité, le mycélium peut
produire des structures particulieres comme les spores, les arthrospores, les conidies et les
sporanges, qui sont extrémement importantes dans la taxonomie de ce groupe de
microorganismes. Les spores d’actinomycétes sont resistantes & plusieurs paraméetres

physicochimiques (Messaoudi, 2013).
Il. 2. Habitat des Actinobactéries

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires rencontrer dans la plupart des
niches écologiques. La grande majorité est d'origine tellurique et c'est a partir du sol que ces
bactéries peuvent coloniser de nombreux biotopes : air, composts ,eaux, fourrages, fumiers,

grains de céréales, systemes dair climatisé poussiére de maison, foin et pailles, pollen des
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plantes et bien d'autres substrats (Boudjelal, 2012 ).Le tableau 01 présente quelques niches

écologiques préférées par les genres d’actinobactéries .
I1. 2.1. Environnement terrestre

Dans de nombreux écosystemes terrestres, les actinomyceétes constituent la majorité des
populations microbiennes identifiées. Dans de nombreux sols, les actinomycétes sont les pirates
de l'air les plus puissants des communautés microbiennes (Bawazir et Shantaram, 2018). 1l est a
noter que les actinobactéries terrestres ont un potentiel antimicrobien tres intéressants en raison
de leur capacité a produire des antibiotiques. La littérature affirme aussi que les sols salins

renferment de nombreux actinomycetes (Dhanasekaran et Jian, 2016).
Il. 2.2. Eaux douces et marines

Le milieu aquatique est tres différent du milieu terrestre et par conséquent, les propriétés
biologiques des actinomycétes aquatiques difféerent de celles présentes dans les sols terrestres.
(Bawazir et Shantaram, 2018). Les actinomycétes sont également abondants dans les lacs d’eau
douce citant comme exemple les genres Actinoplanes, Micromonospora, Rhodococcus,
Streptomyces et les thermoactinomycétes (Bhatti et al., 2017). D’autre part, les eaux de mer, les
sédiments marins et les lacs salés sont considérées comme de bonnes sources pour I’isolement de

nouveaux actinomyceétes halophiles (Dhanasekaran et Jian, 2016).
1. 2.3. Air

L'air n'est pas un habitat pour les actinomycetes, mais un moyen de transport. Les spores
d'actinomycetes sont des polluants importants dans notre environnement. Les spores de certains
actinomycetes se développent dans les matiéres décomposées et provoquent des maladies
respiratoires lorsqu'elles sont inhalées. Les spores d'actinomycetes thermophiles sont produites en

grand nombre et sont facilement aéroportées (Mazodier, 1974).
Il. 2.4. Composts

Les actinomycétes isolées du compost appartiennent généralement aux genres
Thermoactinomyces, Saccharomonospora, Microbispora, Micropolyspora et Pseudonocadia
(Ensign et al., 1993 ; Lacey, 1997 ; Song et al., 2001). Les actinomycetes sont actifs dans les
derniéres étapes du compostage. Ils sont spécialisés dans l'attaque des structures compliquées

comme la cellulose, I'némicellulose et la lignine (Zermane, 2007).
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Tableau 01. Habitat de certains actinobactéries(Grigorova et Norris, 1990).

Actinomycetes Habitats

Actinoplanes L’eau douce, la litiére végétale, le sol
Frankia Les nodules racinaires des non-légumineuses
Micromonospora L’eau douce, les sédiments, les sols humides
Nocardiaamarae Les boues activées

Rhodococcuscoprophilus Les déjections animales, 1’eau, le sol
Saccharopolysporarectivirgula ~ Moisi du foin

Streptomyces Le sol, la litiére végétale, I’eau
Thermoactinomyces Le compost

Il. 3.Cycle de vie des Actinobactéries

Les actinomycetes présentent un cycle de vie unique. La caractéristique la plus
particuliere du cycle de développement des actinomycétes est observée chez les actinomycetes
qui se différencient en se développant sous forme d'hyphes ramifiés, puis en formant du

mycélium végetatif (Hamedi et al., 2017).

Le cycle de vie de Streptomyces comprend trois stades de développement. Mycélium
vegétatif, mycélium aérien et spores (Jones et Elliot, 2018). Lorsque ces organismes sont
cultives sur des milieux solides préferés, les spores germent et se développent. L'appareil
reproducteur se développe et forme un tapis de mycélium fermement attaché aux surfaces solides.

C'est le mycélium de substrat ou vegétatif (Figure 05).

Le mycélium végétatif est constitué d'hyphes minces (0,5-2 um de diameétre), souvent
sans parois latérales et largement ramifiés. Plus tard, lorsque les conditions trophiques
commencent a devenir défavorables a la croissance végétative, des hyphes aériens spécialisés
émergent le mycélium du substrat pour former un mycélium aérien contenant trois spores ou plus

(Yamunarani et al., 2019).
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Figure 05.Représentation schématique du cycle de vie des actinomycétes sporulantes(Barka
etal., 2016) .

Il. 4. Caractéristiques physiologiques

Les principaux caracteres physiologiques utilisés en taxonomie des actinobactéries sont :
I’oxygene, la température, le pH, la température, 1’activité de I’eau (Aw).
a) Oxygene
On peut deviser les actinobactéries selon leurs types respiratoires en deux groupes :
> les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, illustrées par le genre

Actinomyces. Ces organismes sont des saprophytes des cavités naturelles de I’Homme et des

animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le sol (Aouar, 2012).

> les formes oxydatives, aérobies, tels que les Streptomyces ou le sol est leur réservoir

principal et a partir duquel elles sont disséminées, en particulier dans I’air (Aouar, 2012).

b) Température

Les actinobactéries sont des microorganismes mésophiles. La température optimale de
croissance est entre 25 a 30 C°. Cependant, il existe des especes thermophiles, principalement
dans le genre Thermoactinomyces dont la température optimale est entre 50 et 60°C

(Rangaswamiet al.,2004).
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c) pH

La plupart des actinobactéries sont des bactéries neutrophiles leur croissance est comprise
entre pH 5 et 9. Cependant, quelques Streptomyces sont acidophiles et croissent a des pH compris

entre 3,5 et 6,5 ils ont donc une forte croissance dans les sols acides (Aouar, 2012).
d) Activité de I’eau (Aw)

La germination des spores de la plupart des actinobactériesest observée a des valeurs
d’activité d’eaux supérieures ou égales a 0,67, ’activité d’eau optimale pour la croissance et le

développement des actinomycétes est égal a 0,98 (Messaoudi, 2012).

I1. 5. Classification des Actinobactéries

Il. 5.1. Classification morphologique

Les actinobactéries présentent la plus grande différenciation morphologique parmi les
bactéries a Gram-positif. Cependant, la structure cellulaire des actinobactéries est typique des
procaryotes et totalement différente de celle des champignons. Toute la structure d'une cellule
hyphe correspond a l'organisation bactérienne : le cytoplasme contient des régions d’ADN
génomique, des ribosomes et diverses inclusions, vraisemblablement des substances de réserve
telles que des polyphosphates, des lipides ou des polysaccharides. Les actinobactéries classiques
ont un mycélium radial bien developpé. Selon la différence de morphologie et de fonction, le
mycélium peut étre divisé en mycélium de substrat et en mycélium aérien (Figure 06). Certaines
actinobactéries peuvent former des structures complexes, telles que les spores, les chaines de
spores, les sporanges et les sporangiospores. Les modes de croissance et de fracture du mycélium
de substrat, la position des spores, leur nombre, les structures de surface des spores, la forme des
sporanges et le fait que les sporangiospores aient ou non des flagelles sont autant de
caractéristiques morphologiques importantes de la classification des actinobactéries(Liet al.,
2016).
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Figure 06. Coupe transversale d'une colonie d'actinomycetes montrant le mycelium du substrat et
le mycelium aérien avec des chaines de conidiospores (Li et al.,2016).

a) Morphologie mycélienne

Les actinobactéries forment un mycélium de substrat dans les cultures submergées et
solides. Cependant, sur les surfaces solides, beaucoup se différencient pour former des hyphes
aeriens, dont le but principal est de produire des spores reproductrices. Le mycélium du substrat
se développe a partir de I'excroissance d'une spore en germination. Le mycélium du substrat
ramifié est souvent monopodial, mais dans de rares cas, les actinobactéries, telles que
Thermoactinomyces, présentent une ramification dichotomique. D'autre part, les membres de la
famille des Micromonosporaceae produisent un mycélium de substrat étendu avec un mycelium

aérien absent ou rudimentaire (Barka etal., 2016).
b) Morphologie de la chaine de spores

Les actinobactéries se développent jusqu'a un certain stade,il peuvent former des hyphes
reproducteurs appelés mycélium porteur de spores. En effet, ce type de formation de spores se
produit dans la plupart des genres d'actinobactéries. Selon 1’observation, les chaines de spores
peuvent étre divisées morphologiquement en respectant leur longueur et leur nombre de spores :
di- ou bispores avec deux spores, oligospores avec quelques spores et polyspores avec beaucoup
de spores. La longueur, la forme, la position et la couleur de la chaine des spores d'actinomycetes

constituent une base importante pour la classification(Figure 07) (Li etal., 2016).

12



B FY
ey 4

Figure 07. Types de spores produites par les actinobacteries

(A) Micromonospora, (B) Thermomonospora, (C) Saccharomonospora, (D) Thermoactinomyces.
Disporeux : (E)Microbispora. Oligosporeux : (F) Nocardiabrevicatena, (G) Catellatospora(Li et
al.,2016).

I1. 5.2. Classification moléculaire

L'analyse moléculaire donnent une précision supeérieure en comparaison avec les
techniques d'identification classiques. Ces techniques moléculaires comprennent l'analyse de
séquences d'ADN codant pour I'ARN ribosomique 16S (ADNr 16S), I'hybridation ADN-ADN et
le pourcentage de guanine-cytosine (GC%) pour déterminer la position taxonomique des

actinomycetes (Bouaziz, 2018).

Il. 6. Potentiel biologique des Actinobactéries

Il1. 6.1. Activité antibactérienne

L'incidence de la résistance des agents pathogenes microbiens continue de croitre a un
rythme alarmant dans le monde entier. Par conséquent, le développement de nouveaux
médicaments efficaces et sans effets secondaires a toujours été un besoin urgent (tableau 02).
Les actinomyceétes présentent une activité antimicrobienne significative contre les bactéries a

Gram positif par rapport aux bactéries a Gram négatif (Kokare et al., 2004 ; Berdy, 2005).

Les especes du genre Streptomyces ont une activité antibactérienne significative contre
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa et Vibrio cholera grace a de nombreux

composeés antibactériens tels que l'abyssomicine C (Devi etal., 2006).
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Tableau 02. Quelques exemples de substances antimicrobiennes produites par les actinomycétes.

Substance bioactif Actinobactérie Applications Références
Streptomycine Streptomyces Xanthomonas Oryzae
griseus Xanthomonas citri (Carvalhis,

Pseudomonas tabacisteven Dennis.,2021),
Pseudomonas lachrymans

Appligué contre les (AOUAR,
maladies bactériennes des 2012)

fruites et les légumes

Glucopiercidine A Streptomyces sp Erwiniacarotovora
Oxazolomycine Streptomyces albus Agrobacterium
tumefaciens
Rapamycin Streptomyces Appliqué contre plusieurs (Yoo et al.,
rapamycinicum bactéries phytopathogénes 2017)
Streptomyces
iranensis
Actinoplanessp
Dihydrostreptomycin  Streptomyces Appliqué contre (Carvalhis,
griseus lesmaladies  bactériennes Dennis.,2021)
des fruites et les légumes
Oxytetrecyclin Streptomyces Appliqué  contre les (Carvalhis,
rimosus maladies bactériennes des Dennis.,2021)

fruites et les légumes

Il. 6.2. Activité antifongique

Les métabolites secondaires issues d’actinomycetes sont trés recommandés dans la lutte
contre les champignons, ils sont considérés comme des agents de biocontréle (Krzesniak et al.,
2018). Le tableau 03 présente quelques exemples des substances antifongiques produites par les

actinomycetes .

Tableau 03:Exemples d’agents antifongiques produits par les actinobactéries (Barka et al.,
2016).

Espéces Agents antifongiques
Nocardiatransvalensis Transvalencine
Streptomyces nodosus Amphotericine B
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Streptomyces venezuelae  Chloramphenicole
Streptomyces griseus Candicidine

1. 6.3. Activité insecticide

Les macrotétrolides sont actifs contre les acariens, les insectes, les coccidiens et les
helminthes, et ils présentent également des effets immunosuppresseurs. lls sont produits par
diverses espéces de Streptomyces. La tétranactine, un antibiotique cyclique produit par
Streptomyces avec une structure moléculaire apparentée a la cyclosporine, est utilisée en
émulsion contre les acariens carmin des fruits et du thé (Barka et al., 2016).

Tableau 04. Quelques exemples des substances bioactif produites par les actinomycetes et

utilisées comme agent de contrdle contre les insectes nuisibles des plantes.

Substance bioactif | Actinobactérie Maladie/agent antagoniste | Reférences

Spinosynes A et D | Saccharopolysporaspinosa | Activité larvicide contre les | (Gomes et

moustiques al., 2018)

Spinosad Saccharopolysporaspinosa | Active contre les chenilles, | (Copping et
les mineuses, les thrips et | Menn,2000)

les insectes foliaires.

Streptoverticillium | Streptomyces sp Active contre le troisieme | (Kekuda et
stade larvaire de la mouche | al., 2010)

domestiqgueMuscadomestica

Macrotetrolide de | Streptomyces aureus Active (Kekuda et
I’extrait acétonique contreCallostfruchuschinens | al., 2010)
is
/ Streptomyces aureus Active (Suty, 2010)

contreTetranychuscinnabari

nus (Araignée rouge)
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(quinomycine A) Streptomyces sp Active (Kekuda et
contreSpodopteraexigua al., 2010)

Dendrolimuspunctatus
Plutella xylostella

Aphis glycines
etCulexpipiens

Avermectine B1 Streptomyces sp Active contre (Kekuda et

Helicoverpaarmigera al., 2010)

Polyactins Streptomyces aureus Active contre les acriens des | Carvalhis et

arbres fruitiers et des théiers | Dennis.,2021

)

Milbemectins Streptomyces hygroscopicus | Active contre les acriens des | Carvalhis et
arbres fruitiers et des théiers | Dennis.,
2021)

1. 6.4. Activité anticancéreuse

Les actinobactéries sont de riches sources de composeés antitumoraux, par exemple
I'actinomycine, l'anthracycline, l'auréolique, la mitomycine, la bléomycine, la pentostatine, la
résistomycine . Ces facteurs sont efficaces dans la prévention et le traitement du cancer avec
apoptose, perméabilité mitochondriale, inhibition de la transduction du signal, changements
morphologiques dus a une différenciation cellulaire irréguliere, angiogenese, codage de I'ADN et

inhibition de l'activité de 'ARN polymérase (Mojganet al., 2022) .
Il. 6.5. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une réponse immunitaire a une infection, une irritation ou une lésion
tissulaire. Divers facteurs tels que les traumatismes contondants, les corps étrangers, les
vibrations et la pression chronique sont impliqués dans l'inflammation . De nombreux produits

naturels tels que le resvératrol, la quercétine, la curcumine, etc. ont été utilisés pour relancer le
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processus inflammatoire dans diverses maladies . Il a été prouvé que les métabolites bioactifs
secondaires de Streptomyces sp. ont une activité anti-inflammatoire. Par conséquent, ces
composés peuvent étre utilisés comme méthode de traitement moderne dans le traitement des

maladies inflammatoires .(Mojganet al., 2022).
Il. 6.6. Activité antioxydant

les antioxydants empéchent la détérioration, les dommages ou la destruction par le
processus d'oxydation. Ces composés bioactifs protégent I'organisme contre le stress oxydatif en
bloguant ou en retardant les dommages oxydatifs causés par les espéces réactives de l'oxygéne
(ROS) . Divers mécanismes tels que I'inhibition de la formation de radicaux libres, I'élimination
des molécules d'oxygene et la chélation des prooxydants métalliques ont été envisagés pour eux . (
Mojganet al., 2022).

Streptomyces sp., a montré un potentiel antioxydant basé sur l'activité de piégeage des
radicaux libres a l'aide de dosages de DPPH et d'oxyde nitrique (Radhakrishnan et al., 2016).
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Partie expérimentale

Ce travail est réalisé au sein du laboratoire pédagogique de microbiologie, Département
de Biologie, Faculté des Sciences. Université Ammar Telidji — Laghouat, la caractérisation
physicochimique des nanoparticules biogéniques est réalisée dans le centre de recherche

scientifique et technique en analyses physico chimiques (CRAPC) de Laghouat.

I. Matériel et méthodes
I. 1.Matériel biologique

I. 1.1. Souches microbiennes

La souche bactérienne utilisé pour la synthése verte des nanoparticules provient de la
collection microbienne de Dr Gacem Mohamed Amine, enseignant a I’Université de Laghouat,
cette souche appartient au genre Streptomyces.

Les souches fongiques pathogenes utilisée pour évaluer I’activité biologique des

nanoparticules générés sont isolées a partie des graines de blé.
I. 2. Isolement et purification des moisissures

L'isolement des moisissures est réalisé sur le milieu PDA a partir des graines de blé
(méthode d’isolement indirecte). Le milieu PDA est jugé comme milieu de choix pour

I’isolement des moisissures.

Les boites de pétri sont incubées a 27°C, pendant 5 a 7 jours (Figure 08).
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Figure 08. Isolement des moisissures a partir des graines de blé par la méthode
indirecte(Lansborough, 2004).

La purification des moisissures recherchées est réalisée sur milieu PDA acidifié (2%
d’acide lactique). Les colonies isolées sont repiquées successivement afin d’obtenir une

croissance radiale pure.

Le repiquage est effectué par prélevement de colonie a l'aide d'un ensemenceur stérile
tout en évitant son contact avec les autres colonies de la méme bofte (Photo 01). Le fragment
isolé est déposé au centre d'une nouvelle bofte de Pétri contenant le milieu PDA acidifié.

L’incubation est réalisée a 27°C pendant 7 jours.
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Photo 01.Culture fongiques mixte obtenue a partir des graines de blé sur milieu PDA.
I. 3. Identification des genres fongiques 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 meneée de petits carrés, de milieu PDA acidifié et les recouvrir par une
lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites périphériques du milieu pour leur fournir un
potentiel d’oxygene ¢élevé afin qu’elles puissent germer. L’ensemble est conditionné dans une

chambre stérile et humide puis incube a 27 °C + 25°C pendant 07 jours.

Apres incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le mycélium sont transférées sur
d’autres lames stériles contenant une goutte de bleu de lactophénol. Les observations
microscopiques sont effectuées aux grossissements x10, x40 et x100 (Figure 09). Les genres
sont déterminés par les caractéres culturaux et microscopiques en se reférant au manuel de
Barnett et Hunter (1972).
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Figure 09.Micro-culture des moisissures pour 1’identification microscopique (Haris, 1989) .
I. 4. Biosynthese verte des nanoparticules d'argent (AgNPs)

La souche d’actinomycete utilisée dans cette étude provient de la collection microbienne
de Mr Gacem Mohamed Amine (enseignant a I'université de Laghouat). La souche est
génétiqguement identifiée, elle appartient au genre Streptomyces. La figure 10 illustre les

différentes étapes expérimentales suivies durant la synthese des AgNPs.

Afin de détecter la résistance et/ou la tolérance de la souche Streptomyces sp. vis-a-vis le
nitrate d’argent, la souche est cultivée sur milieu gélosé a l'amidon et a la caséine (SCA)

contenant différentes concentrations d’/AgNO3z L’incubation est réalisée a 28°C pendant 14 jours.

Comme le montre la figure 10, les bio-AgNPs sont synthétisés en utilisant AQNO3 (Sigma
Aldrich) comme précurseur et les métabolites secondaires de l'actinobactérie comme agents
réducteurs. Un aliquote (20 pl) de la culture nocturne de Streptomyes Sp. (1 x 10° UFC/ml) est
inoculée dans 100 ml de milieu 5294 (bouillon) puis incubé sur un agitateur orbital a 28 °C
pendant 7 jours a 120 tr/min. La biomasse d'Actinobacterium est collectée apres incubation par
centrifugation a 5000 rpm pendant 30 min. Les composants du milieu associés sont élémines par
lavage (deux fois avec de l'eau distillée). Aprés cela, la biomasse est remise en suspension dans
150 ml d'eau distillée et incubée a 28°C pendant 48 h. Aprés avoir lysé osmotiquement les
bactéries, elles ont été filtrées a travers un papier filtre Whatman n ° 1. Le filtrat obtenu est utilisé

comme agent réducteur dans la préparation des bio-AgNPs. Le pH etla température sont ajustés a
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8.5, 28°C, respectivement. La concentration d'’AgNOzest ajusté a 1 et 2 Molaire (Tableau 6)
(Veerasamy et al., 2011).

1mM of
Different AgNO; 2 n=14
concentrations of { =3
AgNO, @
TR N
o~ 2mM of a7
Isolated @ s S
actinobacteria . o
(n=22) Starch Casein agar 3mM o L
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Figure 10. Schéma représentatif des étapes suivie durant la biosynthese des nanoparticules

d’argent.(Veerasamy et al., 2011).

22



Ftude expérimentale

Tableau 05. Concentration des solutions d’ AgNOspréparées .(Veerasamy et al., 2011).

] Concentration Volume de ’extrait brute
N° solution AgNO; + H20 P o
d’AgNO3 d’actinobactéries ajoute
Solution4  0.034g+100ml 2M 8.28 100ml
Solution 6  0.034g+200ml 1M 8.33 100ml

I. 5. Microscopie electronique a balayage (MEB)

La taille et la morphologie des AgNPs biosynthétisés est examinées par microscopie
¢lectronique a balayage a émission de champ (marque de I’appareil), fonctionnant a 5 kV. En
bref, un film mince d'AgNPs a été préparé en étalant 1 mg de chaque échantillon sur une bande
de carbone, puis en I'enduisant de carbone. Les images de surface ont été capturees a différents

grossissements. Le logiciel ImageJ est utilisé pour estimer la distribution et la taille des AgNPs.

I. 6.Evaluation du pouvoir antifongique et insecticides des AgNPs
I. 6.1Evaluation de I’activité antifongique

I. 6.1.1.Préparation de la suspension fongique

Pour chaque moisissure, ’inoculum doit étre préparé a partir d’une culture jeune de 7
jours preparée sur milieu PDA. La récupération des spores est effectuée par un écouvillon stérile
imbibé dans le Tween 80, les spores sont par la suite transférées dans 9 ml d’eau physiologique
stérile. A 1’aide d’un vortex, la suspension des spores préparée est mélangé vigoureusement
pendant 15-20secondes afin d’empécher ’agglutination des spores La solution est ajustée a 10°

spores/ml a I’aide d’un spectrophotométre réglé a 530 nm(Figure 11).

23



Ftude expérimentale

vortex 15-20s

souche fongique pure

suspension fongique
+ tween80

&)

‘\1‘
ajuster la densité optique (DO)

spectrophotometre Stock suspension (530nm)

Figure 11. Préparation des suspensions fongiques par méthode micro-dilution en milieu liquide .

La densité optique a laquelle ’inoculum est ajusté varie en fonction de I’espece fongique et la

taille des spores (Tableau 06).

Tableau06. Densité optique des espéces fongiques utilisées durant I’évaluation de I’activité

antifongique.

Espéce fongique Densité optique (DO)

Aspergillus flavus 0.09-0.11
Aspergillus ochraceus 0.09-0.11
Penicillium expansum 0.09-0.11
Fusarium avenaceum 0.15-0.17
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I. 6.1.2.Evaluation de P’activité des AgNPs sur les graines de blé contaminées

Pour I’évaluation de I’activité antifongique par la méthode directe (sur les graines de blé
stérile), quatre lots de blé ont été préparés. Chaque lot contient 60 graines de bléa devisées sur 06
boites de pétrie.

Les graines de chaque lot ont été ensemencées par la suspension fongique préalablement
préparée puis laissées sécher pendant 30 min prés du bec bunsen afin qu’elles soient
compléetement enrobées par les spores fongiques.

Une fois les graines sont prétes, ces dernieres sont traitées comme suit :

- Le premier traitement les graines ensemencées par la suspension fongique est incubé a
28°C pendant 7 jours aprés avoir réparti les 60 graines dans 12 boites de pétrie contenant
le milieu PDA(05 graines par boite de pétrie) .Ces boites de pétri est considéré comme
témoin négatif.

- Le deuxiéme traitement les graines ensemencées par la suspension fongique est traité par
les solutions d’AgNPs, a raison de 20ul pour chaque graine. Les graines enrobées par les
AgNPs sont incubé a 28°C pendant 7 jours apres leur répartition dans boites de pétrie
contenant le milieu PDA a raison de 05 graines par boite de pétrie.

- Les graines ensemencées du troisieme traitement sont d’abord incubées pendant 24 heures
afin dans des boites de pétries vide. Une fois I’incubation est achevée, les grainessont par
la suite traitées par les solutions d’AgNPs, a raison de 20ul pour chaque graine. Les
graines enrobées par les AgNPs sont incubé a 28°C pendant 7 jours aprées leur répartition
dans boites de pétrie contenant le milieu PDA a raison de 05 graines par boite de pétrie.La

figure 12 montre les étapes du traitement.
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Figure 12 : Evaluation de I’activité antifongique des AgNPs .
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I. 6.2.Evaluation de I’activité insecticides
L'activité insecticide des AgNPspar la technique de trempage des plantes établie par
Bhattacharyya et al. 2016. Une colonie d'insectes de pucerons(photo 02) a été cultivée sur des

feuilles d'abricotier .

Les expériences sont réalisées en présence et en absences des feuilles d’abricotier provenant

des cultures d’abricotier envahies de pucerons.

Photo 02. Feuilles d’abricotier envahies de pucerons (Photos originales 2023)

Tout d’abord, les feuilles sont lavées 3 fois par I’eau distillé puis laissées séchées a la
température ambiante.  Quatre feuilles d'abricotier ont été trempées dans différentes
concentrations de solutions des AgNPs (50 et 100 pldes deux solutions, chaque une dans 3mL de
I’eau distillé) ,placées dans des boites de Pétri (90 x 14 mm) tapissées de papiers filtres
humidifiés et laissées sécher a température ambiante, puis délicatement les insectes sont placées

sur les feuilles (a raison de 10 pucerons par boite).

D’autre part, une feuille d’abricot a été placée dans une autre boite de petri avec les 10

insectes sans 1’ajout des solutions des AgNPs .

Le témoin négatifest préparé par dépdt de 10 pucerons dans une boite de Pétrie contenant

seulement le papier humidifié.
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Trois répétitions ont été effectuées pour chaque cas (photo03).

Afin de calculer les mortalités et les mortalités corrigées, le nombre de pucerons
morts doit étre enregistré chaque 3 heures jusqu’a I’extinction totale des insectes. La mort des

pucerons est confirmée par leur immobilité aprés avoir touché leurs pieds et leur antenne avec un
pinceau.

e La mortalité et la mortalité corrigée sont calculées comme suit :

La mortalité (%) = (Nombre d’insectes mortes / Nombre d’insectes
testées) x 100
La mortalité corrigée = (Mortalité liée au traitement - Mortalité du
control) / (100 -Mortalité du control) x 100

Photo 03. Evaluation de I’activité insecticide des AgNPs.(photo originale 2023).
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Il. Résultats et discussion
Il. 1.Résultats du repiquage de la soucheStreptomyes Sp

L’aspect macroscopique de la souche Streptomyes Sputilisée dans cette étude est présenté dans
les photos ci-dessous :

Photo 04. Aspect de la souche Streptomyes Sp sur milieu de cultureBennett et CSA (photos
originales 2023) .

Il. 2.Résultats de la purification des souches fongiques

La purification des souches fongiques est montrée dans la photo 05.

Aspergillus ochraceus  Aspergillus flavus

Penicillium expansum Fusarium avenaceum

Photo 05. Aspects macroscopiques des souches fongiques pures isolées(photos originales 2023).
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1. 3.Résultats obtenus par la méthode de micro-culture

L’observation microscopique de la souche fongique A 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 péle et longs. Les vésicules sont globuleuses, et 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 pouvons déduire qu’il s’agit d’Aspergillus ochraceus

(Photo 06).

L’observation microscopique de la souche fongique B 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 foncé. Les conidiophores sont
verruqueux. Les vésicules sont sub-globuleuses. Les phialides sont insérées directement sur la
vesicule ou portées par des métules. Les conidies sont globuleuses a sub-globuleuses, de couleur
vert pale, verrugueuses. Les sclérotes, frequents dans les isolats récents, sont globuleux a sub-
globuleux, d’abord blanc puis virant au brunrouge foncé et au noir. Nous confirmons qu’il s’agit

d’Aspergillus flavus (photo 06).
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Photo 06.Aspect microscopique des souches fongiques par microculture(Photos originales
2023).
A : Aspergillusochraceus ; B : Aspergillusflavus; C : Penicillium expansum ; D : Fusarium
avenaceum.

L’observation microscopique de la souche fongique C permet de distinguer des
organisations en pinceau. Le thalle, formé de filaments mycéliens septés et hyalins, porte des
conidiophores lisses ou granuleux, simples ou ramifiés qui se terminent par un pénicille. Les
conidiophores peuvent étre isolés, groupés en faisceaux laches ou agrégés en corémies bien

individualisés. Nous pouvons déduire qu’il s’agit de Penicillium expansum(Photo 06).

Sur la base de l’observation microscopique de la souche fongique D mettant en
évidenceles microconidies en fusiformes, et 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 de Fusarium avenaceum.
(photo 06).
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Il. 4.Résultats de la biosynthése verte des nanoparticules d’argent (AgNPs)
1. 4.1.Mise en évidence du virage de couleur des solutions

Au cours de la biosynthése des AgNPs, un virage de couleur est obtenu apres incubations
de la réaction a température ambiante 28°C pendant 5jours. Le virage de couleur est un indice de
production des AgNPs.En effet, un virage de couleur au marron foncé était observé dans les
solutions de nitrate d'argent comme le montre la photo 07.

A | B A

100 m< onis

Photo07. Solutions réactionnelles de la synthese des AgNPs (Photos originales 2023) .‘
A: avant incubation. B : apres incubation.

1. 5.Résultats de microscope électronique a balayage (MEB)

La synthése verte des nanoparticules d'argent a été confirmeée par des images MEB
représentatives de nanoparticules d'argent genérées en utilisant du AgNO.. La concentration
utilisée durant la biosynthése a favorisé I'apparition d'une population largement homogéne de
nanoparticules de petite taille. Diverses particules de forme triangulaire, hexagonale et ovoide

dans la plage de taille de 10 a 40 nm sont remarquées (figure 13) .
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* HFW  mag ® HV spot det WD
B 20,7 pm 10 000 x 10,00 kv 12,0 ETD 4.9 mm 1,12E-4 Pa

Figure 13. Images par MEB d'AgNPs biosynthetisés.
I1. 6.Résultats de I’activité antifongique des nanoparticules d’argents

Selon les résultats présentés dans les tableaux 08 et 09les solution des nanoparticules

d'argent a montré une forte activité antifongique contre la majorité des moisissures sélectionnees.

Dans le milieu de culture PDA utilisé, la pureté des souches a été obtenue lors du premier
traitement (Tableau 07).

Lors du deuxieme traitement, la solution 4 a inhibé les souches Aspergillus Ochraceus,
Penicillium expansumet Fusarium avenaceum, aucune inhibition n'a été enregistrée au niveau de
Aspergillus Flavus. Alors que la solution 6, les souches d’Aspergillus Flavus et Penicillium
expansumont été inhibées. Aucune inhibition d'Aspergillus Ochraceus et Fusarium avenaceumn'a

été enregistree .

Dans le troisieme traitement. la solution 4 linhibition a été enregistrée dans toutes les
souchesfongiques . Dans la solution 6, aussi I'inhibition a été enregistrée dans tous les types de

souches fongiques.
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Tableau 07. Résultats du traitement positif des grains de blé.

Souche fongique

Aspergillus Ochrcseus

Photo originale

Aspergillus Flavus

Penicillium expansum

Fusarium avenaceum
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Tableau 08. Résultats du traitement graines du blé par les AgNPs.

. Solution d’AgNPs - Activite
Souche fongique ajoutée Photo originale antifongique
Présence
S4 d’activité
antifongique
Aspergillus
Ochrcseus
6 Absence d’activité
antifongique
sS4 absence d’activité
antifongique
Aspergillus Flavus
Présence
S6 d’activité
antifongique
Présence
S4 d’activité
antifongique
Penicillium
expansum
Présence
S6 d’activité

antifongique
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Présence
S4 d’activité
antifongique
Fusarium
avenaceum
e eir
6 Absence d’activité

antifongique

Tableau 09. Résultats du traitement des graines de blé par les AgNPs apres une incubation de

24h dans la solution de spores fongique

Solution d’AgNPs Activité

Souche fongique ajoutée Photo originale antifongique

Présence
d’activité
antifongique

S4

Aspergillus
Ochraceus

Présence
d’activité
antifongique

S6

Présence
d’activité
antifongique

S4

Aspergillus Flavus

Présence
d’activité
antifongique

S6
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Penicillium
expansum

S4

Présence
d’activité
antifongique

S6

Fusarium
avenaceum

Présence
d’activité
antifongique

S4

Présence
d’activité
antifongique

S6

Présence
d’activité
antifongique
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I1.7. Résultats de ’activité insecticides des nanoparticules d’argents

60

10

oo
g
F
s

3h 6h 9h 12h 15h 18h 21h 24h 27h 30h 33h 36h 39h
Durée de traitement

® Insectes Insectes + feuilles m [nsectes+feuilles+AgNPs (S4) 100pL

m Insectes+fewlles+AgNPs (S4) 50uL. = Insectes+fewlles+AgNPs (S6) 100uL mnsectes+femlles+AgNPs (S6) 50uL

Figure 14. Résultats de I’activité insecticides des solutions d’ AgNPs.

Les solutions des nanoparticules d'argent AgNP ont un excellent potentiel contre les
pucerons verts Myzus persicae. Dans notre eétude dont les résultats sont présentes dans la figure
14, nous avons constaté que I'exposition a des nanoparticules d'argent a haute concentration (100
uL) entrainait une augmentation significative du nombre de déces et un temps plus rapide par

rapport a la concentration (50 pL) .

La méme figure indique que l'activité insecticide est proportionnelle a la concentration des
nanoparticules d'argent utilisées lors des tests in vivo. A 100 pL, le nombre de déces est
enregistré apres 3 heures de traitement, en d'autre part, il n'est pas enregistré a une concentration
de 50 uL pendant la méme durée de traitement. De plus, un taux de mortalité de 100 % a été
enregistré apres 36 heures de traitement. Dans certains cas, I'exposition des insectes a des
nanoparticules trés concentrées peut augmenter la mortalité. Les pucerons migrent vers le
couvercle de la boite de Pétri et séloignent progressivement des feuilles contenant les AgNPs.
Durant les derniéres heures avant l'extinction compléte des pucerons, ce dernier ralentit son
mouvement avant d'étre completement gelé, et on enregistre également un changement de sa
couleur du vert au noir, notamment la transformation de sa forme normale en une forme

sphérique.
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Discussion

Les actinobactéries sont une source précieuse de molécules bioactives et ces dernieres
années, elles ont été explorées dans le domaine des nanotechnologies. Plusieurs études ont éte
menées pour synthétiser des nanoparticules d'argent a partir de souches d'actinobactéries ; ont été

utilisées dans différents domaines et leurs résultats sont prometteurs.

D’apres nos résultats, les nanoparticules d’argent peuvent inhiber la croissance des
champignons .Les AgNPs ont montré une activité antifongique trés élevée contre tous les
champignons testés (Aspergillus flavus , A.ochraceus , Penicillium et Fusarium ). dans une autre
étude similaire a la notre, il a été démontré que les AgNPs ont montré une activité antifongique
plus élevée par rapport a I'amphotéricine B, un médicament antifongique conventionnel, contre
tous les champignons humains testes .Des agents pathogenes tels que Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Candida albicans, Penicillium sp , et des phytopathogénes

tels que Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani et Curvularia sp. (Kondaiah et al., 2022 ).

L’activité antifongique contre A. niger, A. fumigatus et A. flavus a été déterminée par des
nanoparticules d’argent préparées par Streptomyces sp. Les auteurs ont conclu que les
nanoparticules d’argent présentaient une activité antifongique significative contre tous les

champignons mentionnés ( Zdenka , 2022).

A la lumiere de notre résultats , nous pouvons observer une mortalité accrue ;
nanoparticules d'argent biosynthétisées par l'actinobactérie renferme un excellent potentiel

insecticide contre les pucerons vertes Myzus persicae.

Les AgNPs synthétisés biologiquement peuvent également étre utilisés comme une
approche écologique de lutte contre les moustiques (Adhikari et al., 2013). Cette recherche

innovante est une nouvelle étape pour établir les AGQNPs comme insecticide .

Huk et al., 2015 a été rapporté que I’accumulation d’argent peut entrainer des effets
néfastes sur la croissance, en raison de ses propriétés physico-chimiques différentes et des ions
libres libérés par les AgNPs des pucerons, ce qui entraine une modification de la physiologie
cellulaire et conduit ainsi a décés . Par conséquent, il peut étre considéré comme un outil
précieux et respectueux de I’environnement dans les programmes de lutte contre les insectes

nuisibles (Atanu et al., 2016).
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Conclusion générale et perspectives

L'objectif principal de cette étude est de proposer de nouvelles voies de biosynthése des
nanoparticules métalliques dans le but de remplacer l'utilisation des techniques classiques
(chimique et physique). En effet, contrairement & la synthése chimique, les nanoparticules
obtenues a partir de systemes biologiques tels que les champignons, les bactéries et les plantes est
économique et écologique. D'autre part, le caractére unique des actinobactéries, considérées
comme des micro-organismes prometteurs en raison de la production de divers métabolites

secondaires attire l'attention de la communaute scientifique .

L'utilisation d'actinobactéries dans la synthese de AgNPs a des fins antifongiques et
insecticides est un domaine de recherche prometteur avec un potentiel significatif pour le
développement d'agents nouveaux et efficaces. Les AgNPs synthétisées a l'aide d'actinobactéries
ont démontré une forte activité antifongique et insecticide, et l'utilisation d'actinobactéries dans la
synthese de ces nanoparticules présente plusieurs avantages par rapport aux méthodes chimiques

traditionnelles.

Les recherches futures dans ce domaine pourraient se concentrer sur lI'optimisation de la
synthese des AgNPs a laide d'actinobactéries, explorer leur potentiel d'utilisation dans les
applications agricoles et médicales, et étudier leur impact environnemental potentiel. De plus, le
développement de nouvelles méthodes de distribution de AgNPs aux organismes cibles, telles
que l'encapsulation dans des polyméres biodégradables, pourrait ameéliorer leur efficacité et

réduire les préoccupations concernant leur toxicité potentielle.

Dans l'ensemble, l'utilisation d'actinobactéries dans la synthése de AgNPs a des fins
antifongiques et insecticides présente un potentiel important pour relever des defis importants
dans l'agriculture et la santé publique, et la poursuite des recherches dans ce domaine devrait

conduire a des avancées importantes dans les années a venir.
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Annexe

Annexe 1 : Les différents milieux de culture utilisée
o GYM
Extrait de malt
Extrait de levure
CaCOs3
Glucose
Agar-Agar
Eau distillée

< Bennett
Glucose
Peptone pancreatique de caseine
Extrait de levure
Extrait de viande
Agar-Agar

Eau distillée

% Caséine Agar Medium (CSA)
Amidon
KNO3
K2HPO4
NaCl
Caseine
MgS0O4.7H20
CaCOs3
FeSO4.7H20
Agar-Agar

Eau distillée

10.0g
4.09

2.0g

4.09
12.0g
1000 mL

10.0g
2.0g

1.0g

1.0g
15.0g
1000 mL

10.0g
2.0g

2.0g

2.0g

0.3g
0.05g
0.02g
0.01g
18.0g
1000 mL
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% Gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA)

Pomme de terre
Dextrose
Agar-Agar

Eau distillée

Peptone ( hydrolysat de protéines )
* Lactose

* Chlorure de sodium

* Sels de potassium

* Vitamine B

e Eau distillée

Annexe 2 :

TAB LE 1 0.4

opti
Uﬂcgm mon MOId S

5]mries

A, mignioans

A flavies

A, furnigalss

A perrens

Bipolaris Iawaiicnsis

B 5_.9\1'-’.‘4_',!"1.'1"1:2
Cledopiialopfiora banriana
Dacrilario consiricla
Fusarioamn oxyyporien

F. wolani

Paecilomvees Tilacins

P ovariendi

Scedosporinm gplospornin
K. arrivizus

5. profificeamns

5. schrenckii

Trichoderma longibraciiariemn
Wangiella dermarisidis

Annexe

% Milieu 5294

oD Range (YT

0.09-0.11 (80-82)
0.09-0.11 (80-82)
0.09-0.11 (BO—82)
0.09-0.11 (S0-82)
0203
02003
0.15-0.17 (68=T0)
0.15—0.17T8-"T0)
0.15-0.17 (65—703
0.15-0.17 (68-T0)
G.00.0.13
0.09-0,11 (B0—82)
0L 15-0.17
015017
015017
0090, 11
0,090, 11
150,17

200g
15.0g
20.0g
1000 mL

10.0g
10.0g
5.09

4.0g

0.1g
1000 mL

cal Density (OD) Range and Inoculum Sizes for Common and

104 CFLI/mL Range

1.1-2
04—t
0.6=5
0.9-5

Q.07 0.4
0.3-3
Oa—31
O4—1
0835
0.5-5.9
05823
MNI»
O.4-3.
Q.42
L

1 e

lad

.72
1

o
=3

2 ST = percent wansmission,

Based o Refs. 4 and 3.
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