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Résumé

Ce travail s’est mtéress€¢ a I’¢tude de 22 souches d’actinobactéries qui sont fournis de la
collection du Laboratoire de Biologie des Systemes Microbiens (LBSM) de I'Ecole Normale
Supérieur (ENS) de Kouba, Alger. L’¢tude a porté sur une identification macro- et
micromorphologique, une évaluation des traits PGPB des souches telles que la solubilisation
du phosphate et de potassium, la production des sidérophores, l'activit¢ ACC désaminase,
production de P'ammoniac et du cyanure d’hydrogene (HCN), ainsi qu'une mise en évidence
de leurs aptitudes a produire quelques enzymes telles I'uréase, I'amylase, la cellulase, la
tyrosinase, la lipase (Pestérase), la caséinase, la gélatinase, la pectinase et la chitinase, et
¢galement la recherche de la catalase. Deux souches, S 15 et S 22 ont ét¢ choisies pour une
caractérisation biochimique en utilisant les galeries API 20 E, 20 NE et 50 CH afin de
connaitre leur métabolisme. Parmi les 22 souches d’actinobactéries isolées, la souche S 22 a
¢été sélectionnée pour faire I'objet d’une identification par approches moléculaires.

La majorit¢ des souches étudiées (90%) ont montré un potentiel a solubiliser le P et le K.
Ainsi, 63% desquelles ont ét¢ apte a produire des sidérophores. Cependant, 4% des souches
¢tudiées produisent du cyanure d’hydrogene (HCN). Les 22 souches d’actinobactéries ont
montré que leur bagage enzymatique est important parce que toutes les souches étudiées ont
montré plus qu’une activit¢ enzymatique, ce qui démontre leur importance. La souche S 22 a
¢té affiliée a l'espece S. kurssanovii avec un pourcentage de similitude de 99.65%.

Mots-clés: Actinobactéries, PGPB, enzymes, séquencage, ARN 16S, Streptomyces.



Abstract

This work was interested to the study of 22 strains of actinobacteria which were provided
from the collection of the Laboratory of Biology of Microbial Systems (LBSM) of the Ecole
Normale Supérieur (ENS) of Kouba, Algiers. The study focused on macroscopic and
microscopic morphological identification, evaluation of PGPB traits of strains such as
solubilization of phosphate and potassium, production of siderophores, ACC deaminase
activity, production of ammonia and hydrogen cyanide (HCN) as well as the demonstration of
their ability to produce some enzymes such as urease, amylase, cellulase, tyrosinase, lipase
(esterase), caseinase, gelatinase, pectinase and chitinase, and also the search for catalase. Two
strains S 15 and S 22 were chosen for a biochemical characterization using the API 20 E, 20
NE and 50 CH systems in order to search for ther metabolism. Among the 22 isolated
actinobacterial strains, the S 22 strain was selected for identification by molecular approaches.

The majority of the studied strains (90%) showed a potential to solubilize P and K. Thus, 63%
of the strains were able to produce siderophores. However, 4% of the studied strains produced
hydrogen cyanide (HCN). The 22 strains of actinobacteria showed that their enzymatic
background is important because all the studied strains showed more than one enzymatic
activity, which demonstrates their importance. The S 22 strain was affiliated to the S.
kurssanovii species with a similarity percentage of 99.65%.

Keywords: Actinobacteria, PGPB, enzymes, 16S RNA sequencing, Streptomyces.
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Introduction

Introduction

Les actinobactéries sont de remarquables agents de dégradation. En effet, dans leur
environnement naturel, ils participent a la biodégradation de la matiére organique. En plus,
elles sont utilisées en bioremédiation afin de dépolluer 1’environnement (Opatokun et al.,
2011), ou en diverses industries pour des applications variées (Tuomela et al., 2000 ; Perez et
al., 2002). Les actinobactéries sont connues aussi par la production des antibiotiques et leur
aptitude a dégrader des métabolites et de produire plusieurs enzymes tels que: la chitinase
(Kim et al., 2003), la xylanase (Alberton et al., 2009), I’a-amylase (Syed et al., 2009), la
cellulase (Rathan et Ambili , 2011), la protéase (Patke et Dey, 1998 ; Vonothini et al., 2008),
la lipase (Zhou et al., 2000 ; Vujaklija et al., 2002), la pectinase (Arijit et al., 2013) etc. Les
actinobactéries sont capables de coloniser les systémes racinaires des plantes et de favoriser la
leur croissance, appelée aussi Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB). Ces derniers peuvent
améliorer la croissance des plantes directement en facilitant 1’absorption de certains
nutriments de [’environnement (phosphore, potassium...etc.) ou indirectement par des
mécanismes de controle des maladies par exemple (llangumaran et Smith, 2017 ;
Egamberdieva et al., 2019).

Dans la méme optique, nous avons cherché a étudier les propriétés PGPB de quelques souches
d’actinobactéries et leur capacité a produire quelques enzymes. La premiere partie de ce
travail, est une recherche bibliographique sur les actinobactéries, leur écologie ainsi que de
leur importance ; et dans la méme partie nous avons mis une récapitulation des travaux faits
en Algérie sur les actinobactéries (80 articles) dans les 20 dernieres années. La seconde partie
est ’expérimentale, qui s’occupe de 1’é¢tude ou I’identification morphologique de quelques
souches d’actinobactéries, étude de leur effet PGPB ainsi que la mise en évidence de leurs
activités enzymatiques. Une identification moléculaire par le séquencage de I’ARN 16S et une
analyse phylogénétique est faite pour une souche choisie parmi les 22 souches étudiées. Les
résultats obtenus sont compareés et discutés dans la troisieme partie. Enfin, la derniére partie

concernera la conclusion finale et soulignera les perspectives de ce travail.
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Géneéralités sur les actinobactéries

Chapitre 1. Généralités sur les actinobactéries
1. Définition et caractéres généraux des actinobactéries

Etymologiquement, le mot Actinomycete a été¢ dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut dire
rayon et «Mykes» qui veut dire champignon «champignons a rayons» ou «champignons

rayonnants» (Lamari, 2006).

Les actinobactéries ont été considérées comme un groupe intermédiaire entre bactéries et
champignons. Les actinobactéries sont anciennement reconnues sous le nom des
actmomycétes (Perry et al, 2004). Actuellement, elles sont reconnues comme des organismes

procaryotes et appelées Actinobacteria (Andriambololona, 2010).

Les actinobactéries constituent I'ordre des Actinomycetales. Ce sont des bactéries formant des
filaments minces et ramifiés, septées, bacilles a Gram positif (Dgigal, 2003), lordre des
Actinomycetales comprend des genres d’une grande variabilit¢é morphologique, allant du
cocci (Micrococcus) a un cycle batonnet-cocci (Arthrobacter) en passant par ceux formant
des hyphes qui se fragmentent (Nocardia, Nocardiopsis et Rhodococcus) et ceux qui
possédent un mycélum bien différencié et persistant (Streptomyces, Actinomadura et
Streptosporangium ...etc.) possédant un coefficient de Chargaff (GC%) élevé compris entre
60-70% (Larpent, 1989) ; elles peuvent étre saprophytes tel que Mycobacterium. La plupart
des especes sont immobiles, hétérotrophes mais certaines sont chimio-autotrophes (Ensign,
1993) ; aérobies, mésophiles et croissent de fagon optimale dans la gamme de pH 5,0 a 9,0

avec une proximit¢ optimale a la neutralit¢ (Williams, 1982 ; Goodfellow, 1983).

Les actinobactéries forment des colonies circulaires constituées d’hyphes (filaments) qui
irradient par croissance centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance (Eunice et

Prosser, 1983; Colombi¢, 2005).

En réponse a des conditions défavorables, telles que le déficit en nutriments et en eau, les
actinobactéries sporulent, c’est que lorsque les conditions redeviennent favorables les spores
peuvent germer et former de nouveau le mycélum végétatif. Cette propriété joue un role

mmportant dans leur large distribution dans la nature (Djaballah, 2010).
2. Morphologie des actinobactéries
Morphologiquement, les actinobactéries peuvent étre classées en deux groupes :

Le premier groupe se compose d’organismes qui forment une masse de filaments ramifiés

(mycélium). Le second groupe comprend les organismes qui sont morphologiquement plus
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complexes que le premier (Lechevalier, 1985), on peut rencontrer, en plus des filaments

ramifiés, des bacilles et aussi des coccobacilles comme Rhodococcus et Mycobactérium

(Prescott, 2003).

Les colonies formées sur les milieux solides présentent différents aspects macroscopiques qui

peuvent étre regroupés en trois types:

= Des colonies

milieu ;

poudreuses couvertes d’hyphes aériennes fermement attachées au

= Des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides ;

= Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d’hyphes aériennes

attachées au milieu par des crampons (Kalakoutskii, 1976).

Les critéres morphologiques sont énoncés dans les "Bergey’s Manual' des années 1989, 1994,

2010 et 2012. Il s’agit de caractéristiques macro-morphologiques et des caractéres micro-

morphologiques (Tableau 1).

Tableau 1. Caracteéres macro et micro-morphologiques des actinobactéries (Boudjalal, 2012;

Harir, 2018).

Caractéristiques macro-
morphologiques

Caractéristiques micromophologiques

Production ou non d’un
mycélium aérien (MA).
Présence d’un mycélium de
substrat (MS).

Détermmation de la couleur du
MA et du MS ainsi que des
pigments diffusibles dans le
milieu de culture.

Fragmentation ou non du MS.

Présence de sporanges sur le MA ou sur le MS, la forme et
la taille des sporanges amsi que la longueur des
sporangiophores.

Formation de spores sur le MA et/ou sur le MS, leur forme,
leur taille et leur agencement: isolées, par deux, par quatre
ou en chaine.

Mode de sporulation: spores portées par des sporophores
ou mycélium aérien se fragmentant de maniére anarchique
en spores.

Présence de spores mobiles ou non mobiles.

Ornementation de la surface des spores (lisses, rugueuses,
épineuses ou chevelues).

Formation de structures particulires: faux sporanges...etc.

La micromorphologie de quelques espéces d’actinobactéries est donnée dans la Figure 1.
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Figure 1. Micromorphologie de quelques actinobactéries les observations ont été effectuées
au microscope ¢lectronique a balayage (Yassin et al, 1993 ; Miyadoh et al, 2002). a.
Saccharopolyspora interjecta SANK 60983 bar, 5 um, b. Nocardiopsis lucentensis ATCC
51300 bar, 1um, ¢. Pseudonocardia spinosa KCTC 9991T bar, 2 um, d. Saccharomonospora
viridis TFO 12207 bar, 1um, e. Microtetraspora roseola JCM 3323 bar, lum, f.
Micromonospora sp. SF2259 bar, 1 um.

3. Habitat des actinobactéries

3.1. Environnement terrestre

Le sol demeure I’habitat le plus important pour les actinobactéries, le genre des Streptomyces

est signalé comme le genre le plus abondant.

Il existe plusieurs rapports montrant la distribution des actinobactéries dans divers endroits,
tels que le sol sablonneux, le sol alcalin noir, le sol limoneux sablonneux, le sol de dessert
alcalin, ou Streptomyces sp. étaient dommants suivis par les autres organismes, tels que

Nocardia, Nocardiopsis et Actinomyces (Cundell et Piechoski, 2016).

Egalement, les actinobactéries jouent un role majeur dans la communauté microbienne de la
rhizosphére dans le renouvellement de la matiere organique végétale récalcitrante (Nithya et

al, 2015).
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3.2. Eaux douces et marines

Les actinobactéries sont bien représentées dans les milieux hydriques d’ou T'on peut
facilement isoler des souches de Microspora, d’Actinoplanes et de Streptosporangium. C’est
essentiellement dans les sédiments des fonds fluviaux ou lacustres que ceux-ci sont présents
ou ils jouent un réle important dans la décomposition des débris végétaux et donnent a I'eau

son odeur de terre et sa flaveur (Xu et al., 1996 ; Hwang et al., 2001).

3.3. Air

L’air constitue pour les actinobactéries, non pas un habitat, mais un moyen de transport. Les
spores des actinobactéries sont des contammnants importants de notre environnement. Les
spores de certains actnobactéries se développent dans des matériaux détériorés provoquant,
lorsqu’elles sont inhalées, des maladies respiratoires. Les spores d’actinobactéries
thermophiles sont produites en grande quantit¢ et sont facilement mises en suspension dans

I'air (Mazodier, 1974).
3.4. Composts

Les actnobactéries sont isolées des composts, i s’agit de genres thermophiles tels que
Thermoactinomyces, Sacharomonospora et d’autre thermo-tolérants tel que Microbispora,
Micropolyspora et Pseudonocadia (Ensign et al., 1993 ; Lacey, 1997 ; Song et al., 2001). Les
actinobactéries sont actives dans les derniers stades du compostage. Elles sont spécialisées
dans lattaque des structures plus résistantes comme la cellulose, I'hémicellulose et la lignine
(Zermane, 2007).

3.5. Végétaux, animaux et homme

Dans la distribution naturelle des actinobactéries, i faut ajouter les végétaux, les animaux et
I’homme. Parmi les exemples les mieux connus, i faut citer: Streptomyces scabies,
Actinomyces bovis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Nocardia asteroides

et Micropolyspora faeni (Zermane, 2007).
4. Physiologie du développement des actinobactéries

Les actinobactéries représentent I'une des principales communautés microbiennes, leur
présence  est influencée  par  plusieurs  paramétres  physiologiques  (conditions

environnementaux) en particulier : 'oxygene, le pH, la température...etc. (Djaballah, 2010).



Géneéralités sur les actinobactéries

= Selon le type respiratoire, elles sont divisées en deux groupes, le premier est des formes
fermentatives ana€robies strictes tel que le genre Actinomyces et lautre groupe contient
des formes oxydatives aérobies comme Streptomyces (Prescott, 2007).

= Selon le pH de croissance la majorit¢ des actinobactéries sont des bactéries neutrophiles
dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8 avec une croissance optimale (Wang, 2006);
mais en peut observer une croissance a des valeurs de pH mférieurs a 4 (McKinney, 2004),
le cas pour les souches acidophile tels que: Streptacidiphilus jiangxiensis (Huang et al.,
2004) et Streptacidiphilus oryzae (Wang et al., 2006).

= Concernant la température, elles sont des bactéries mésophiles, leur température optimale
de croissance est de 25 a 30°C (Leveau, 1993 ; Djaballah, 2010). Cependant, il existe des
especes thermophiles, principalement dans le genre Thermoactinomyces dont la
température optimale est entre 50 et 60 °C (Rangaswami et al, 2004). Ces organismes
avaient ét¢ distingués de leurs homologues thermophiles appartenant au genre
Thermomonospora grace a leurs spores qui résistent a une température de 90°C pendant 30
minutes et par la résistance a la novobiocine (25 pg/ml). Le genre Streptomyces comporte
aussi des especes thermophiles comme Streptomyces thermocoprophilus (Kim et al., 2000)
et méme psychrophiles (Holt et al., 1994).

* Pour '’humidité, les actinobactéries sont isolées des sols contenant des taux faibles jusqu’a
modérés d’humidité¢ (Oskay, 2004).

= Tolérance pour NaCl: selon leurs exigences en NaCl, les microorganismes sont divisés en
deux groupes :

1. Les halophiles: ont besoin de sel (NaCl) pour leurs croissances, la concentration
peut varier de 1-6 % (poids/volume) pour les faiblement halophiles, jusqu’al5-30 %
pour les bactéries halophiles extrémes.

2. Les halotolérants: acceptent des concentrations modérées de sels mais non
obligatoires pour leurs croissances. On distingue, les légérement tolérants (tolere de
6 a 8 % de NaCl (Poids/Volume) ; les modérément tolérants (tolere de 18 a 20 % de
NaCl (P/V) ; et les extrémement tolérants (se développe de 10 % jusqu'a saturation
NaCl) (Messaoudi, 2012).

5. Ecologie des actinobactéries et leur distribution dans la nature

Les actinobactéries sont adaptées a divers milieux écologiques. Ainsi, ils peuvent étre

présents dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans ’air (Goodfellow, 1983).
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Toutefois, ils sont particuliecrement abondants dans le sol, particulicrement dans les sols
alcalins et les sols riches en matieres organiques ou ils constituent une partie importante de la

population microbienne (Logman, 2009).

La fonction écologique principale des actmobactéries au sein des ¢€cosystetmes est la
décomposition des substances organiques (Prescott, 2010), grace a leurs capacités de produire
une large gamme d’enzymes hydrolytiques, comme les protéases, les nucléases, les

lipases...etc. (Prakash, 2012).
6. Classification des actinobactéries

La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caractéres morphologiques,
chimio-taxonomiques, moléculaires et physiologiques. L’ensemble des caractéristiques de

chaque taxon bactérien est répertori¢ dans le Manuel de Bergey (Goodfellow, 2012).

6.1. Classification morphologique

Les criteres morphologiques font appel aux caractéristiques culturales sur différents milieux
de culture et aux caractéristiques micro-morphologiques tels que : le mycélium fragmenté ou
non, présence ou non de mycélium aérien, production des spores, production ou non de

pigments mélanoides... etc (Shirling et Gotlieb, 1966 ; Bouras et al., 2008).

6.2. Classification chimio-taxonomique

La composition de la paroi cellulaire en acides aminés, glucides et lipides constituent le

principal caractere utilisé en chimio-taxonomie (Prescott, 2003).
6.2.1. Acides aminés

Détermination de la forme isométrique de I'acide di-ammopimélique pariétal (DAP) qui se
peut se présenter sous forme LL ou DL, ou encore étre placer par autres acides aminés tels
que la lysine, I'ornithine ou l'acide di-aminobutyrique. La glycine est aussi un acide aminé

taxonomiquement important présent chez certains genres, dans la paroi cellulaire.

Les parois sont classées en huit groupes chimiques pariétaux en fonction de leur composition
en DAP mais aussi en d’autres acides aminés (Holt et al, 1994). Le tableau suivant regroupe

quelques genres d’actinobactéries selon la composition de leur paroi.
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Tableau 2. Groupes chimiques d’actinobactéries selon la présence de DAP dans leur paroi

cellulaire (Holt et al., 1994).

Classe Présent chez le genre
GI Arachnia, Pimelobacter, Nocardioides et Streptomycetes
GII Actinoplanes et Actinomyces

GIII Dermatophilus, Maduromycetes et Frankia
GIV Micropolyspora et Nocardioformes

GV Actinomyces
GVI Microbacterium, Oerskovia, Promicromonospora, Actinomyces et
Arcanobacterium

GVII Agromyces et Calvibacter

GVII Aureobacterium, Curtobacterium et Cellulomonas

6.2.2. Glucides

Les glucides sont taxonomiquement importantset sont regroupés en 4 groupes majeurs

représentés dans le Tableau 3.

Tableau 3. Types des glucides caractéristiques présents chez des actinobactéries (Lechevalier

et Lechevalier, 1970).

Groupe Type de glucides Genres
Nocardia, Acti ) t
Spectre glucidique Arabmnose+Galactose ocardid, £CHnopoyspora €
Prauserella
Spectre glucidique Madurose Actinomadura et Streptosporangium

Spectre glucidique

Pas de sucres caractéristiques

Nocardiopsis

Spectre glucidique

g|lQlw| >

Arabinose +Xylose

Micromonospora et Actinoplanes

Les sucres non caractéristiques (n’ayant pas d’importance taxonomique) sont le glucose, le
rbose, le mannose et le galactose (quand celui-cin’est pas couplé a I'arabinose ou a la
xylose).

Les actinobactéries ayant les chimiotypes V, VI, VII et VIII ne produisent pas un véritable
mycélium. Ils se présentent sous forme de cellules batonnets ou coccoides, ou parfois avec un
mycélium trés rudimentaire. Le Tableau suivant résume les principaux chimiotypes chez les

actinobactéries (Larpent, 2000).
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Tableau 4. Principaux chimiotypes chez les actinobactéries (Larpent, 2000).

Chimiotype  Acides aminés Sucres caractéristiques Genre
Tvpe IC LL-DAP, Pas de sucres Streptomyces et Nocardioides
pe glycine caractéristiques
Glycine, arabinose et Actinopl et
Type ID  DL-DAP Y clmopranes
xylose Micromonospora

Strept j et
Type 1IB DL-DAP Madurose reptosporangium

Actinomadura
Type TC DL.DAP Pas de’ s‘uc'res T hermo.mon'ospora et
caractéristiques Nocardiopsis
Type IIIE DL-DAP Galactose et rhamnose Saccharothrix et Actinosynnema
Nocardia, Amycolatopsis et
Type IVA DL-DAP Arabinose et galactose y 3
Pseudonocardia
Lysine, Pas de sucres Acti
Type V y' : sue ctinomyces
ornithine caractéristiques
) Pas de sucres Oerskovia et
Type VI Lysine s .
caractéristiques Promicromonospora
Type VI Glycine, DAB Pas de’ S‘uc‘res Agromyces et Clavibacter
caractéristiques
o P A }
Type VIII Ornithine as de’ s‘uc.res ureobacter%um et
caracteristiques Curtobacterium

DAP = acide diammopimélique, DAB = acide diaminobutyrique.
6.2.3. Lipides

I existe des genres qui sont trés différents mais qui possédent le méme chimiotype. Pour les
distinguer chimiquement, d’autres analyses chimiques concernant la composition de la
membrane et de la paroi en lipides sont nécessaires. Les lipides qui sont taxonomiquement

importants sont les suivants:
6.2.3.1. Phospholipides

La composition membranaire en phospholipides est I'un des caractéres les plus importants.
Elle permet de distinguer entre eux la plupart des genres ayant le méme chimiotype. En
fonction de cette composition, Lechevalier et al. (1977) ont divisé les actinobactéries en 5

types de phospholipides: PI a PV (Tableau 5).
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Tableau 5. Types de phospholipides caractéristiques présents chez les actinobactéries
(Lechevalier etal., 1977).

Types de phospholipides Genres

PI Phosphatidylglycérol Actinomadura

PII  Phosphatidyléthanolamine Streptomyces et Pseudonocardia
PIII  Phosphatidylcholine Nocardiopsis et Amycolatopsis

Phospholipides avec : Glucosamine +

Phosphatidyléthanolamine Nocardia et Nonomuraea

PIV

Phosphatidylglycérol + Phospholipides

) Oerskovia
glucosamine

PV

6.2.3.2. Acides gras

Les acides gras les plus communs, chez les actmnobactéries appartiennent soit au groupe de
molécules comportant de 12 a 20 atomes de carbone, soit au groupe des acides mycoliques a
20-90 atomes de carbone. La présence d’acides mycoliques est caractéristique des genres tels
que Nocardia, Mycobacterium et Rhodococcus (Harir, 2018).

6.2.3.3. Acides mycoliques

Les acides mycoliques sont des lipides pariétaux complexes et insaturés ; la recherche de ces
acides ne concerne que les actinobactéries appartenant au chimiotype IVA qui sont distingués
entre eux en fonction de la présence ou de l'absence des acides mycoliques. Amsi, dans ce
groupe (chimiotype IVA), Nocardia (ayant des acides mycoliques) a ¢été séparé
d’Amycolatopsis et de Pseudonocardia (n’ayant pas d’acides mycoliques), ces derniers étant

diffrenciés entre eux par la composition en phospholipides (Mordarska et al., 1972).
6.2.3.4. Ménaquinones

Ce sont des lipides solubles situés au niveau de la membrane plasmique et ayant un rdle
mportant dans la resprration. Elles sont impliquées dans le processus de transport des
¢lectrons et la phosphorylation oxydative. Leur structure est faite d’un noyau naphtoquinone
méthylé  (2-méthyl- 1-4-naphtoquinone) i€ a une chaine latérale isoprénique. Elles sont
difrenciées en fonction du nombre des unités isoprénes et du degré d’hydrogénation de la
chaine (Mmnikin et al, 1984; Rodriguez Concepcion et Boronat, 2013). La composition
membranaire en ménaquinones représente un complément de confirmation des résultats déja
obtenus. Elle n’est obligatoire que lors de la description de nouvelles especes. Les
ménaquinones sont présentes chez Thermopolyspora, Microbispora et Nocardiopsis

(Boudjella, 2007; Logman, 2009 ; Saker, 2015).

10
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6.3. Classification moléculaire

Parmi les principales techniques moléculaires utilisées en taxonomie, on cite l'analyse des
séquences de ’ADN codant pour 'ARN ribosomique 16 S (ADNr 16 S), I'hybridation ADN -
ADN, la détermmation du pourcentage guanine-cytosine (GC)%, ainsi que Ianalyse des
séquences des protéines ribosomiques.

La fiabilit¢ et la rapidit¢ d’exécution de ces techniques ont amsi permis de réviser la
phylogénie des actinobactéries (Stackebrandt et Woese, 1981; Stackebrandt et al, 1997;

Rheims et al, 1999). La classification phylogénétique des actinobactéries est montrée dans la

figure suivante (Figure 2):

11
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Figure 2. Classification phylogénétique des actinobactéries, basée sur la comparaison

séquences d’ARNTr 16S (Gao et Gupta, 2012).
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6.4. Classification physiologique ettaxonomie numérique

En plus de ces caractéres, la détermination des espéces se base €galement sur les caractéres
physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de différents composés
glucidiques, lipidiques, protidiques, polymeres complexes et de stéroides ...etc. D’autres tests
mterviennent parfois dans la détermination des especes, comme la résistance aux différents
agents chimiques (antibiotiques et divers autres agents), et la tolérance a des conditions
extrémes (température, pH et salnité... etc.). Lorsque les tests physiologiques sont treés
nombreux, les résultats deviennent difficilement exploitables. Ce qui a amené les
systématiciens a appliquer durant une longue période la taxonomie numérique aux
actinobactéries (Goodfellow et al, 1990). Cette technique a apporté¢ plus de clart¢ dans la
reconnaissance des espeéces et les résultats les plus spectaculaires ont été obtenus sur le genre

Streptomyces. En effet, le nombre d’espéces de ce genre, qui était de 463 a été réduit a 142

(Williams et al., 1989).

La méthode de classification numérique est développée a la fin des années 1950 qui consiste a
utiliser un grand nombre de caractéres physiologiques et biochimiques, tous considérés
d’égale importance, et permet de définir des pourcentages de similarité entre les organismes
grace a lutilisation de coeflicients (de Jaccard et autres.). Plusieurs groupes ou « clusters »
sont ainsi formés suivant les ressemblances des souches définies par un indice de similarité.
(Sneath, 1989). Au cours des 20 dernicres années, que le genre Streptomyces était la pierre
angulaire de la recherche de nouveaux antibiotiques ; Streptomyces a conduit a la recherche
de nouveaux isolats pour cela Shirling et Gotth ont fait recommandés le milieu International
Streptomyces Project (ISP). Selon le manuel de Bergey, (2012) et Goodfellow, (2012), les
actinobactéries sont classées dans le domaine Bactéria et phylum des Actnobacteria qui est
subdivis¢é en 06 classes dont celle d’Actinobacteria se divise en 15 ordres les plus importants

sont ceux des Actmomycetales et Streptomycetales (Tableau 6) (Goodfellow, 2012).

13
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Tableau 6. Classification des actinobactéries selon Goodfellow (2012).

Classes Ordre Famille
Actinomycetales Actinomycetaceae
Actinopolysporales ~ Actinopolysporaceae
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae
Catenulisporales Catenulisporaceae et Actinospicaceae
Corenybacteriaceae et Dietziaceae,
Corenybacteriales Mycobacteriaceae et Nocardiaceae,
Segniliparaceae et Tsukamelluraceae
Frankiaceae, Acidothermaceae,
Frankiales Cryptosporangiaceae, Geodermatophilaceae et
Nokamurellaceae
Glycomycetales Glycomycetaceae
Jiangellales Jiangellaceae
Kineosporales Kineosporaceae
Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,
Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae,
Actinobacteria Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae,
Micrococcales Dermacoccaceae, Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Micobacteriaceae, Promicomonosporaceae,
Rarobacteriaceae et Ruaniaceae
Micromonosporales ~ Micromonosporaceae
Propionibacteriales  Propionibacteriaceae et Nocardidoidaceae
Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae
Streptomycetales Streptomycetaceae
Streptosporangiales Streptosporangiaceae, Nocardiopcaceae et
Thermonosporaceae
Acidimicrobiia  Acidimicrobiales Actinomicrobiaceae
. . Nutriliruptoriales Nutrilirutoriaceae
Nutriliruptoria
Euzebyales Euzebyaceae
Rubrobacteria  Rubrobacteriales Rubrobacteriaceae
Coriobacteriia  Coriobacteriales Coriobacteriaceae et Atopobiaceae
Thermophilales Thermophilaceae
Thermophila ) Solirubrobacteriaceae, Conexibacteraceae et
Solirubrobacterales

Patulibacteraceae

7. Distribution des actinobactéries dans la nature

Les actnobactéries sont adaptées a divers milieux écologiques (Goodfellow et Williams,

1983). Ainsi, ils peuvent étre dans les sols, spécialement dans les sols alcalins et les sols
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riches en matiéres organiques ou ils constituent une partie importante de la population

microbienne (Logman, 2009), dans les eaux douces ou salnes et dans I’air.

Le premier dénombrement des actinobactéries dans le sol est réalis¢é par Hiltner et Stormer
(1903) qui ont indiqué que le pourcentage des actinobactéries représente 13 a 30 % de la

totalité microbienne du sol

Les actinobactéries ont ét¢ également isolées dans de nombreux environnements aquatiques.
Ils ont été isolés a partir des eaux de mer et sédiments marins (Jensen et al, 1991 ; Ghanem,
2000), d’eau douce (Kitouni et al, 2005) et dans les marécages salés (Al-Zarban,2002;
Boughachiche, 2005).

Les actinobactéries se rencontrent également sur les débris des végétaux qu’on trouve au bord
des rivieres et des lacs, les champs de riz (Wang et al, 2006)et les cavernes naturelles (Lee,
2006), beaucoup sont capables de sporuler, ce qui leur permet de survivre en conditions
défavorables tel que Ila salinité (Zaitin et Watson, 2006). Cette propriété joue un role
principal dans leur distribution. Le tableau suivant résume quelques genres d’actinobactéries

et leur habitat:

Tableau 7. Répartitions des actinobactéries dans la nature (Goodfellow, 1983).

Genre Habitats

Actinomodura Sol

Actinoplanes Sol, eau et liticre

Frankia Nodule de racine
Microbispora Sol

Micromonospora Sol et eau

Nocardia Sol et eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier et litiere
Sacharomonospora Matiere en décomposition
Streptomyces Sol, eau et liticre
Streptosporangium Sol

Thermomonospora Matiére en décomposition et fermentation de compost

8. Cycle de développement des actinobactéries

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, les actinobactéries possédent un cycle de vie
complexe, qui est le résultat de trois processus physiologiques majeurs: la croissance
végétative, la différenciation cellulaire puis la mort. Selon Tighidet (2010) et Danilenko et al

(2005), leur cycle de vie commence par la germination des spores, ce processus nécessite la

15



Géneéralités sur les actinobactéries

présence d’ions de calcium. La germination donne

(Figure 3) (O'Gara et al., 2008).

naissance a un mycélium primaire ramifié

VEGETATIVE

PRODUCTIVE
Mycélium primaire compartimenté - M}":é““_m »| Spores
secondaire

MORT PROGRAMEE DE LA CELLULE

Figure 3. Schéma de cycle de vie de Streptomyces dans les conditions naturelles (Manteca et

Sanchez, 2009).

Le genre Streptomyces posséde un cycle de développement complexe sur un milieu solide. Il

débute par la germination d’une spore qui donne

naissance a un mycélum primaire formé

d’hyphes non septées, polynuclées, ramifiées et ancrées dans le milieu solide. La germination

des spores comprend quatre étapes

: Tactivation, D'initiation, I’émergence du tube germinatif

et sa croissance (Manteca et Sanchez, 2009 ; Barka, 2016).

i
ROEED
)
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Figure 4. Cycle de développement du genre Streptomyces sur milieu solide (Scherr et

Nguyen, 2009).
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9. Intérét des actinobactéries

Les actinobactéries possédent une importance €conomique majeure et aussi possedent des
rOles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes, mais également pour la
synthese de nombreux métabolites d’mtérét biotechnologique ayant des applications dans
divers domaines (industriel, pharmaceutique...etc.). Ils présentent une variété de cycles vitaux
qui sont uniques parmi les procaryotes et jouent un réle majeur dans le recyclage de la matiere

organique dans I'écosysteme du sol.
9.1. Importance dans le domaine agronomique

Les actinobactéries sont des microorganismes qui ont un role écologique majeur grace a leur
capacit¢ de produire une large gamme d’enzymes; telles que, les hydrolases extracellulaires,
qui leur conférent un role dans la décomposition de la matiere organique et des éléments
minéraux dans le sol et contribuent ainsi a la fertilisation des sols. Ils sont caractérisés par leur
grand pouvorr de transformation des substances organiques complexes, tels que les
polysaccharides, les lignocelluloses, la chitine, qui sont difficlement ou non dégradables par
les autres microorganismes (Willam, 1983 ; Valois, 1996). Dans [Iagriculture, les
actinobactéries protégent les racines des plantes contre les invasions des champignons
(Lamari, 2006). 11 a été rapporté¢ que les actinobactéries mfluencent la croissance des plantes
grice a leurs activités anti-microbiennes au niveau du sol et augmentent la vitesse de synthése
et de minéralisation de la matiére organique permettant ainsi une bonne nutrition pour les
plantes (Yima, 2008). Frankia est connu pour son role dans la fixation d’azote atmosphérique

en symbiose dans les nodules raciaires de certains arbres dicotylédones (Lechevalier, 1981).

Grace a leurs propriétés antagonistes, les actinobactéries sont également utilisées dans la lutte
biologique des maladies des plantes (Sutthinan, 2009). Elles sont capables aussi de dégrader
ou de recycler certaines toxines produites par des champignons toxinogénes et réduire aussi

leur teneur dans les produits finaux en agro-alimentaire (William, 1983 ; Valois, 1996).

9.2. Importance dans le domaine industriel

9.2.1. Production d’antibiotique

Les actnobactéries tiennent une trés grande importance dans le domaine de la biotechnologie
des antibiotiques. En effet, 45% des antibiotiques connus, sont naturellement issus des
actinobactéries et plus particulicrement du genre Streptomyces (Figure 5) (Sibanda, 2010).
Parmi les antbiotiques qui ont des applications thérapeutiques, on peut citer: les

aminoglycosides, les anthracyclines, les glycopepetides et les béta-lactamines...etc.
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" Actinobactéries :
— 1 75.5 % Streptomyces sp
{ 24.5 % Actinobactéries rares

m Bactéries Actinomycetales
® Champignons microscopiques

Produits issus de bactéries non Actinomycetales

Figure 5. Origine des antibiotiques (Sibanda, 2010).

Les antbiotiques sont des molécules issues du métabolisme secondaire qui ont été
particulicrement étudiées du fait de leur importance en thérapie humaine et vétérinaire. Les
antbiotiques produits par les actinobactéries sont de differentes classes, y compris les
aminosides, les anthracyclines, glycopeptides, [-lactamines, macrolides, nucléosides,
peptides, polyénes, polyéthers, terpénes et tétracyclines, qui possedent une large gamme des

activités (Tableau 8) (Ravi Ranjan, 2015).

Tableau 8. Exemples d’antibiotiques produits par des actinobactéries (Boughachich, 2012).

Classes structurales

principales Exemples d’antibiotiques Actinobactéries

d’antibiotiques

Gentamicine Micromonospora purpurea
Aminocyclitols Paromomycine Streptomyces rimosus
Streptomycine Streptomyces griseus
Ansamycines Rifamycine Nocardia mediterranei
Anthracyclines Daunorubicine Streptomyces peucetius
B-lactamines Céphamycine Streptomyces clavuligerus
Thiénamycine Streptomyces cattleya
Macrolides Avermectine Streptomyces avremitili
Spiramycine Streptomyces ambofaciens
Tylosine Streptomyces fradiae
Nucléosides Polyoxine Streptomyces cacaoi
Peptides Nosiheptide Strepotomyces actuosis
Pristinamycine Stifep‘tomy ces
pristinaespiralis
Thiostreptone Streptomyces azureus
Polyenes Amphotérine Streptomyces nodosus
Nystatine Streptomyces noursei
Polyéthers Lasaloside Streptomyces lasaliensis
Mononsine Streptomyces cinnamonensis
Tétracycline Chlortétracycline Streptomyces aureofaiens
Oxytétracycline Streptomyces aureofaiens
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Outre les antibiotiques, les actinobactéries produits d’autres molécules qui ont des
applications  biotechnologiques  variées, telles que : anti-tumorales: actimomycine,
adriamycine, rebeccamycine (Uyeda, 2004), anti-virale, anti-parasite; pesticides : antimycine

A (Sanglier, 1993).

Comme elles sont utiles dans le traitement du cancer, la bioremédiation et la production des
antibiotiques précieux dans le domaine médical tels que la novobiocine, ’amphotéricine, la
vancomycine, la néomycine, gentamicine, chloramphénicol, la tétracycline, 1’érythromycine,
la nystatine...etc. (Mukesh, 2014), et plus de 60% des médicaments approuvés dérivent des
composés naturels ont ét¢ extraits a partir d’actinobactéries (Demain, 2006 et Anibou, 2008).

Parmi les microorganismes producteurs de métabolites secondaires possédant une activité
anti-cellulaire, 70% appartiennent au groupe des actmobactéries et parmi eux, on trouve 95%
de Streptomyces et environ 21% de ces métabolites présentent une activit¢ anti-fongique

(Badji, 2006).
9.2.2. Production des enzymes

Aprés les antibiotiques, les enzymes sont les produits industriels les plus importants des
actinobactéries (Theilleux, 1993). En effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes a
utilisation industrielle telle que des protéases, des chitinases (Tanaka, 1990 ; Vonothini,
2008), des amylases, des cellulases, des xylanases et des lipases (Park, 2002). Des especes de
Streptomyces produisent des amylases, des cellulases et des hémicellulases (Figure 6).
D’autres sont capables de dégrader la lignine (Jariwala, 2013).

9.2.2.1. Protéases

La protéase est une enzyme importante sur le plan industriel en applications pharmaceutiques,
cuir, blanchisserie, alimentaire et les industries de traitement des déchets,ces enzymes sont
produites par Thermoactinomyces sp., Nocardiopsis sp., Streptomyces pactum, Streptomyces

thermoviolaceus et Streptomyces sp. (Vonothiniet al., 2008).
9.2.2.2. Chitinases

Les chitinases utilisées dans la protection contre les champignons phytopathogénes et dans le
traitement des déchets des crustacés (Exemple le recyclage des carapaces de crustacés: la
chitine, fermenter les déchets en vue de les utiliser a des fins énergétiques ...etc.). Elles sont

généralement produites par Streptomyces thermoviolaceus et Nocardiopsis prasina (Tsujibo et

al,, 2003).
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9.2.2.3. Amylases

Les amylases (produites par Streptomyces erumpens et Thermobifida fusca) sont utilisées dans
I'industrie alimentaire comme conservateur, dans la production des giteaux, les jus des fruits

et les sirops a base d’amidon et dans la bioremédiation (Mobini-Dehkorde et Javan, 2012).
9.2.2.4. Lipases

Les lipases sont produites par certaines souches Actinomycetales, ces enzymes catalysent
I’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, en monoglycérides, en glycérol et en acides gras
(Sommer, 1997). Elles ont un autre role important dans I'industrie alimentaire, Ia
fermentation, I'industrie du textile et du papier (Mukesh, 2014).

9.2.2.5. Xylanases

Les xylanases sont utilisées dans la biotransformation des textiles et la fabrication des

aliments pour animaux (comme Streptomyces sp. et Actinomadura sp.) (Mukhtar, 2017).
9.2.2.6. Cellulases

Les cellulases sont utilisées dans I'industrie du textile, I'industric des pates et du papier et

dans la production des vins. Elles sont synthétisées par Streptomyces ruber et Thermobifida
halotolerans (El-Sersy, 2010 ; Mukhtar, 2017).

Figure 6. Diffrents types d’enzymes produites par les actinobactéries. a: amylase, b:

cellulase, c: caséinase, d: lipase.
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9.2.3. Production de bio-herbicides

Une autre application intéressante des actmobactéries est l'utilisation de leurs métabolites
secondaires comme herbicides contre les mauvaises herbes Streptomyces saganonensis
produit des herbicides (herbimycines). L’anysomicine produite par Streptomyces sp. est un
type d’inhibiteur de croissance de mauvaises herbes annuelles telles que les gazons de crabe

et les mauvaises herbes a feuilles larges (Pillmoor, 1998).
9.2.4. Production de vitamines

La vitamine B12 telle qu’elle existe dans la nature peut étre produite par des bactéries ou des
actinobactéries (Rickes et al, 1948 ;Litchman et al, 1949). Il a également ét¢ démontré que
les actinobactéries produisant d’autres vitamines hydrosolubles, tels que la thiammne et le
dérivé de lacide pteroygluitamique qui favorise la croissance de certaines souches de

Leuconostoc citrovorum et la coenzyme A (Anandan, 2016).
9.2.5. Production de pigments

Les actinobactéries sont caractérisées par la production de divers pigments sur des milieux
naturels ou synthétiques, ces pigments sont considérés comme une des caractéristiques
culturales importantes dans la description des organismes. Tous les changements
phénotypiques induits par des influences environnementales aideront les actinobactéries car,
ils montrent des colonies morphologiquement distinctives et produisent une variété de

pigments et de filaments appelés hyphes aériens (Goodfellow et al., 2012).

Ces pigments apparaissent habituellement dans différentes nuances de bleu, violet, rouge,
rose, jaune, vert, brun et noirr (Figure 7). Les pigments produits par Streptomyces peuvent étre
soit des endopigments (liés a certaines structures cellulaires), soit des exo-pigments (excrétés
dans le milieu environnant). Etant donné, que la production du pigment est influencée par le
pH du milieu, I’aération, la température de la croissance et les sources de carbone et d’azote,
donc peu d’informations sont disponibles sur la nature chimique des pigments. La production
des pigmentsest également liée aux mécanismes respiratoires, aux mécanismes de défense et a
la protection aux rayons ultraviolette. Ces actinobactéries ont également la capacit¢ a
synthétiser et a excréter des pigments noirs, appelés la mélanine ou le mélanoide, qui sont
considérés comme un critere utile pour les études taxonomiques. D’ailleurs, I'industrie textile
produit et utilise environ 1,3 million de tonnes de colorants, de pigments et de précurseurs de

colorants.
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Figure 7. Pigments colorés diffusibles produits par diverses actinobactéries (Zainal Abidin,
2020). A : Pigment coloré¢ diffusible marron, B : Pigment diffusible noir, C : Pigment violet,
D : Pigment diffusible rouge et E : Pigment bleu.

En outre, plusieurs actinobactéries ont été trouvées pour produire des pigments diffusibles
colorés (Figure 7). La production de pigment diffusible est généralement liée a la libération de
mélanine dans le milieu et les pigments jouent un rdle important dans la survie et la
croissance des actinobactéries (Parungao et al, 2007). Occasionnellement, d’autres couleurs
de pigments ont également ¢té signalées, comme le jaune, le vert et le bleu, et parfois ces
pigments présentent des activités anti-microbiennes. Outre le brun et le noir, qui sont les
pigments diffusibles les plus courants obtenus a partr d’actinobactéries, des pigments
diffusibles de couleur bleue, orange, rose, violette et jaune. De plus, D’extrait d’acétate
d’éthyle du pigment violet possede une forte activit¢ nhibitrice contre B. subtilis, S. aureus et
S. marcescens (Zamnal Abidine et al, 2020).

9.3. Bioremédiation

Les actinobactéries possedent plusieurs propriétés industrielles, ce sont de bons candidats
pour une application dans la bioremédiation des sols contaminés par des polluants organiques.
Dans certains sites contaminés, les actinobactéries représentent le groupe dominant parmi les
agents dégradants (Johnsen et al, 2002). De nombreuses souches d’actmobactéries ont la
capacit¢ de solubiliser la lignine et de dégrader les composés liés a la lignine en produisant
des enzymes dégradant la cellulose et [I’hémicellulose (Adandan, 2016). Exemple:
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Nocardiopsis sp. SD5 a dégrader les déchets de plumes en produisant de I'enzyme kératinase
(Saha., 2013).

9.4. Utilisation des actinobactéries en lutte biologique

Dans le domamne de la pathologie végétale, la lutte biologique est la lutte menée contre les
agents responsables des maladies des plantes aux moyens micro-organismes antagonistes. Les
actinobactéries possédent les principales propriétés de I'antagoniste idéal (Sabaou et al., 1990)
défini par plusieurs auteurs. Ces critéres laissent supposer que ce groupe de microorganismes
peut jouer un role primordial dans le domaine de la protection des plantes contre leurs bio-

agresseurs.

Dans le domaine de la pathologie végétale, la lutte biologique est la lutte menée contre les
agents responsables des maladies des plantes au moyen de micro-organismes antagonistes.
Les actinobactéries possedent les principales propriétés de Dantagoniste idéal défini par
plusieurs auteurs (Sabaou et al, 1990). Ces critéres laissent supposer que ce groupe de micro-
organismes peut jouer un role primordial dans le domaine de la protection des plantes contre

leurs bio-agresseurs. D’une maniére générale, ces micro-organismes se caractérisent par:

= Un taux de multiplication tres ¢élevé. La forte sporulation permet une importante
dissémination.

= Un taux ¢levé de colonisation de la rhizosphére et leur mamtien en conditions
défavorables.

= Une adaptation a la vie aérienne et souterraine le met en contact direct avec de
nombreux pathogenes.

= Jes facultés antagonistes des actinobactéries s’expliquent de facons diverses
(compétition spatiale et nutritionnelle, hyper-parasitisme et antibiose).

= La phytopathogénicité chez les actinobactéries est inconnue.

= Enfin, la grande wvariabilit¢ des souches en ce qui concerne les propriétés
physiologiques et antagonistes et leur expression peut rendre la sélection difficile
(Omrane, 2014).
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Chapitre 2. Recherches sur les Actinobacteries en Algérie
1. Introduction

Les actinobactéries représentent I’un des plus grands groupes taxonomiques du domaine des
bactéries. Elles se trouvent dans un large éventail de niches écologiques constituant ainsi une

partie importante de la microflore tellurique et aquatique (Bull et al., 2011).

Les métabolites secondaires sont synthétisés pour se défendre contre les micro-organismes
antagonistes et qu’ils jouent également un rdle majeur dans le cycle de la matiere organique

dans I’écosysteme du sol et des sédiments (Chater et al., 2016 ; Van der Heul et al., 2018).

Les actinobactéries filamenteuses appartenant a la famille des Actinobacteriaceae ont le
potentiel de produire des métabolites chimiquement divers et pertinents, comptant des agents
antibiotiques, anti-fongiques, anti-tumoraux et anti-inflammatoires connus, ainsi que des
substances favorisant la croissance des plantes et des régulateurs. Ces substances trouvent
différentes applications, notamment en médecine, en biotechnologie et en agriculture
(Donadio et al., 2002), en plus des enzymes a usage industriel (par exemple, les cellulases, les
chitinases et les xylanases) responsables de la production de biocarburants et de produits
biochimiques (Vrancken et al., 2009 ; Zaho et al., 2016).

Un grand nombre de publications décrivent les utilisations potentielles des bactéries associées
aux plantes, en particulier les actinobactéries, comme agents potentiels pour gérer la santé des
plantes et/ou pour stimuler leur croissance (Winding et al., 2004 ; Compant et al., 2005 ; El-

Tarabily et Sivasithamparam, 2006 ; Huang et al., 2011).

L’intérét s’est porté sur la recherche de nouveaux agents antibactériens et antifongiques plus
efficaces, particulierement contre les moisissures opportunistes et les infections fongiques
causées par Aspergillus et Candida albicans, ces derniers étant responsables des infections
nosocomiales. Alors que la fréquence des infections fongiques augmente de facon alarmante,
la thérapie anti-fongique actuelle ne dispose que d’un nombre limité de médicaments en

raison de leurs effets secondaires et de leur toxicité.

En plus des antibiotiques et des antifongiques, les actinobactéries sont connues pour produire
une large gamme de métabolites secondaires avec un large éventail de bioactivités, y compris

anti-tumorales, antioxydants, herbicides et agents favorisant la croissance des plantes.

Bien que les actinobactéries soient connues pour leur métabolisme riche, il est devenu

toujours plus difficile de trouver de nouvelles substances bioactives en raison de la
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redécouverte fréquente de composés déja connus. L’une des principales stratégies dans la
recherche de nouvelles sources de composés bioactifs est 1’isolement de actinobactéries rares
(actinobactéries non-Streptomycétes) provenant d’habitats non explorés et peu communs
(Adam et al., 2018).

Dans le cadre du theme de recherche sur les actinobactéries en tant que ressource de nouveaux
agents thérapeutiques potentiels, plusieurs articles ont été publiés (Tableau 9). lls couvrent
différents aspects, y compris 1I’isolement et la diversité des bactéries ainsi que I'enquéte sur les
metabolites secondaires principalement anti-microbiens mais aussi en tant que agents
cytotoxiques et promoteurs de la croissance des plantes et avec un regard sur les applications
biotechnologiques potentielles (Harir et al., 2018).

Les produits chimiques sont couramment utilisés comme pesticides ou engrais pour améliorer
la production agricole. L’utilisation intensive de composés chimiques a non seulement creé
des problemes de résistance aux fongicides et une contamination accrue du sol, mais peut
également avoir une toxicité élevée et néfaste sur les communautés microbiennes indigenes et
avoir un impact sur I’environnement (Gees et Coffe, 1989 ; De-Oliveira et al., 2010 ; Huang
et al., 2011).

En raison de I’inquiétude croissante des consommateurs concernant les résidus de pesticides
chimiques dans les aliments et la sécurité de I'environnement, il y a une demande croissante
pour le développement de méthodes alternatives visant 1’agriculture durable et la protection

de I’environnement (Spadaro et al., 2004).
2. Actinobactéries isolées des écosystemes algériens et leurs métabolites

Plusieurs travaux se sont focalisés sur la recherche des actinobactéries dans les écosystémes
algériens et la recherche de leurs activités biologiques. Le Tableau 9 illustre une sélection de

travaux (80 articles) au cours de la période (1999-2021) (liste non exhaustive).
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Tableau 9. Récapitulatif sur la recherche sur les actinobactéries en Algérie (travaux réalisés de 1999 a 2021).

Bio-activité

Souche productrice

Composant/Propriété

Lieu/source d'isolement

Référence

Bio-fertilisant

ActinobacteriaMS-1 MS-2 Ag-1 et MS-3

PGPR

Co-inoculation Sinorhizobium
meliloti —
Actinobacteria—Medicago sativa

Sol de Sebkha Melghir

Saidi et al. (2021)

Bio-fertilisant

G10 Streptomyces iakyrus (MG597593)
H14 Nocardia psisaegyptica (MG597543)
(Meilleures souches )

PGPB

Solubilisation du phosphate
Acide indole-3-acétique
Acide cyanhydrique

ACC désaminase

Sol salin de Sebkha d'Ezzemoul
et Sebkha de Djendli
Nord-est de I'Algérie

Djebaili et al.
(2020)

Phyotofongique

(contre Paeomoniella

chlamydo spora et

Phaeoacremonium minimu)

GTDs

Streptomyces sp. Ms 18
Streptomyces sp. Sb 11

PGPR
Composés antifongiques

Sol viticole Nord de I’ Algérie
Boumerdes, Médéa,
Mostaganem, Mascara, Sidi bel
Abbes et Tipaza

Laassami et al.
(2020)

Isolement et classification

Nocardiopsis

Production de grand hombre de
composés biologiquement actifs
(fréquence du géne NRPS et PKS-I1)

Sol du Sahara
Béchar, Adrar, Ouargla, Djelfa,
El Oued, Ghardaia et Laghouat

Mekilat et al. (2020)

Phyto-remédiation

Streptomyces sp. Hlh1

Dégradation des hydrocarbures
aromatiques (PAHSs)

(Cs — Csp) par Zeamays-
StreptomycesHIh1

Hassi Messoud et Ouargla

Baoune et al.
(2019)

Anti-bactérienne

Actinomadura, Nocardia, Nonomuraea et

Enzymes hydrolytiques et composés

Lac de Fertaza

Benhadj et al.

Micromonospora E5SN129a et ELIN386 antimicrobiens Nord-est, Algérie (2019)
. ) Rubromycine Boumhira et al.
Anti-cancéreux Streptomyces spp. (Télomérase) / (2019)

Anti-microbien
Anti-tumeur

Streptomyces sp. IAL.
Streptomyces sp. GSBNT10

Actinomycin D

Sol du Sahara
(Ain Amenas et Beni Abbes-
Bechar)

Djinni et al. (2019)

Anti-fongique

C8, C31,C34 et C35

Activité de chitinase
(Géne GH18)

Sol de région semi-aride
Laghouat

Gasmi et al. (2019)

Anti-bactérien
Anti-fongique

Saccharothrix xinjiangensis
ABH26

Cyanogriside I ,Cyanogriside J
Caerulomycine A,

Sol du Sahara
Adrar

Lahoum et al.
(2019)
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Caerulomycine F,
Caerulomycinonitrile

Inhibiteur des cellules
souches du glioblastome

Streptomyces youssoufiensis SF10

Nigericine,

Epinigericine,

Abierixine,

Ester méthylique de la grisorixine

Dérivé du sol saharien

Leulmi et al.
(2019)

Anti-bactérien
Anti-fongique

Saccharothrix algeriensis
NRRL B-24137

Benzoyl-pyrrothine dithiolopyrrolone

Sol de palmeraie saharienne
Sud algérien

Merrouche et al.
(2019)

Isolement et étude
taxonomique

40 souches d’Ezzemoul
22 souches de Djendli

Souches tolérent 2, 5 et 10% de
NaCl:Nocardiopsis, Streptomyces et
Rhodococcus

Le clonage moléculaire: Demequina,
Plantactinospora, Friedmanniella,
Mycobacterium, Marmoricola,
Phytoactinopolyspora, Streptomyces
et des actinobactéries non classées

Sol de Sebkha d'Ezzemoul et
Sebkha de Djendli
Nord-est de I’ Algérie

Smati et Kitouni
(2019)

Anti-bacterien
(Bactéries Gram’)

Streptomyces sp. PAL 114

Mzabimycine A et B
Antibotique angulyclique

Région de Mzab, Beni isguen
Ghardara

Tata et al. (2019)

Dégradation du pétrole

Streptomyces spp.
Bmb4, H1h5, HIh1, HIh8, HIh9 et Zah8

PGP

Production de biosurfactants
Dégradation de n-alcanes de
(Ce - Cap)

Plante du sol contaminé de Sud
Algérien

Baoune et al.
(2018)

Anti-microbien

Streptomyces spp.
Penicillium spp.

Substances antifongiques non
polyeniques

Grotte de Chaabi Tagema
Tlemcen

Belyagoubi et al.
(2018)

Anti-microbien

Streptomyces thermoviolaceus
SRC3

Streptazoline
antibiotique adjuvant

Sédiments fluviaux d'eau douce
Oued Ziama Mansourah

Djenniet al. (2018)

Anti-bactérien Streptomvees sp. HG29 Oligomycine A (NK1) Sol saharien Khebizi et al.
Anti-fongique ptomy - Oligomycine E (NK2) Hoggar, Tamanrasset (2018)
Sol agricole
. i Dégradation de TBM Ain Karma Constantine Rachedi et al.
£ emet At SR 6 SRy (Sulfonyl urée tribénuron méthyle) Ain babouche (2018)

Oum EIl Bouagui

Bio-remédiation

Streptomyces rimosus

Biosorption des métaux lourds

/

Sahmoune M., et
al. 2018
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Sol extrémement salin du lac

Djaballah et al.

Isolement Streptomyces massili algeriensis / d'Ank el Djamel
. (2017)
Oum EI Bouaghi
Anti-microbien Sol de Sahara
contre S.aureus Streptomyces sp. AT37 AT37-1 N Driche et al. (2017)
multi résistant
Anti-bactériens o (-)-7-Deoxy-8-O- _ Sol de lac sglé Hadj Rabia
Anti-fongique Nocardiopsis sp. HR-4 methyltetrangomycin, _ Sebkha d'Aln_SaIah Boukhalfa et al.
( -)-8-Methyltetrangomycin (Désert saharien) (2017)

Isolement et caractérisation

Streptomyces violaceoruber B263 UFL,
Streptomyces albus B262 UFL,
StreptomycesbadiusB192 UFL

Production des composés anti-
microbiens et anti
tumeurs(Rubromycine)

Sol du Sahara

Harir et al. (2017a)

Isolement
(Applications
biotechnologiques)

Streptomyces cyaneofuscatus sp.

Production des enzymes
tyrosinase (PM ~ 30 kD)

Sol du Sahara

Harir et al. (2017b)

Isolement Streptomvees sp. HG29 Composeés antifongiques : Sol du Sahara Khebizi et al.
Activité anti-fongique ptomy - Oligomycines A et E Hoggar, Tamanrasset (2017)

) N Sol du Sahara
Isolement (Décontamination  Streptomyces ACD6, ABH19 ) Lo . . Lahoum et al.
Alimentaire) saccharothrix ABH25 Dégradation d'Aflatoxine B1 (AFB1)  Adrar, Beni abbes et (2017)

Tamanrasset

Isolement
(Application industrielle)

S1M3I et SIM3II

Production des enzymes
Lignocellulolytique
(Substrat: Grignon d'olive)

Sol du moulin a huile

Meddouni-Haroune
et al. (2017)

Caractérisation
(Application industrielle)

Actinomadura viridilutea DZ50

Production de kératinolytique
protéase (KERDZ)
PM 19536.10Da

Eaux usées (port de péche
algérien)

Skikda, Jijel, Tlemcen, Oran et
Mostaganem

Ben El Houl et al.
(2016)

Antifongique
(Candida albicans et autres
champignons pathogénes)

Streptomyces mutabilis G61

2,4-Di-tert-butylphenol

Echantillon de sol Metlili,
Ghardaia

Belghit et al.
(2016)

Sol de Sahara

Bouznada et al.

Isolement Actinophytocola algeriensis Nouvelle espéce Ghardaia (2016)
N . p Chaabane-Chaouch
Isolement Planomonospora algeriensis Nouvelle espéce Sol de Sahara Béchar et al. (2016a)
. . . Sol de Sahara Chaabane-Chaouch
Isolement Streptosporangium becharensis Nouvelle espéce

Béchar

et al. (2016a)
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Isolement Plante native du Sahara Goudjal et al.

Bio-contréle Streptomyces asterosporusSNL2 PGP (Solanum nigrum) (2016b)

Antimicrobien

(Champignon Actinomadura sp.ACD1 Antibiotique S9 Sl el SEET el GIEL,
) Hoggar (Tamanrasset) (2016a)

phytopatogene)

Isolement Actinimadura algeriansis Nouvelle espéce SQI D S =l ¢ el

Béchar (2016)

: A Sol du Saharan .
Bio-contrble - 1AA . . Toumatia et al.
ContreFusarium culmorum Streptomyces mutabilis 1AL GA3 (sol des semis de ble) (2016)

In Amenas
Anti-bactérien et anti- . . . Aouiche et al.
fongique Streptomyces sp. PAL114. Vineomycine Al Chaetoglobosine A Sol du Sahara (2015)

Anti-bactérien

Streptomyces sp. G60

Di-(2-ethylhexyl) phthalate

Sol du Sahara Ghardaia

Driche et al. (2015)

Isolement

Bounagaea algeriensis H8"

Souche extrémement halophile

Sol salin du Sahara
El Goléa

Meklat et al. (2015)

Anti-microbien

Spirillospora sp. LAM143cG3

Composés antibiotiques non-
polyeniques

Sol de Sebkha
Kenadsa Béchar

Messaoudi et al.
(2015)

Isolement et purification
d'une souche (bioprocédé)

ActinomadurakeratinilyticaCpt20

Pectate lyasethermo-alcaline Pel-20

Compost de volaille Annaba

Saoudi et al. (2015)

Caractérisation

Streptomyces sp. 20r

Production d’a- amylase

Eau de marais salé, Ain Mlila

Oussadi et
Kitouni(2015)

Isolement Actinopolyspora biskrensis Nouvelle espéce Sol saharien salin, Biskra Saker et al. (2015)

. . i Optimisation de la production A Souagui et al.
Anti-fongique Streptomyces sp. SY-BS5 antifongique Sol de Boussaada (2015)
Anti-microbien Streptomyces sp. 1AL. Actinomvein D Sol du Sahara (Ain amenas, Toumatiaet al.
Anti-tumorale Streptomyces sp. GSBNT10 y Beni Abbes-Bechar) (2015)

. - . . Sol du Sahara Yekkour et al.
Anti-bactérien StreptomycesWAB9 Nouveau acide hydroxamique Béchar (2015)
Bio-contrdle (Contre PGP : IAA Plantes indigenes du Sahara Zamoum et al
Fusarium oxysporum Streptomyces sp. ZL2 Production du sidérophores (Aristida pungens, Cleome (2015) '

f. sp. radicislycopersici)

Solubilisation du phosphore

africana, Astragallus armatus,
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FORL

inorganique

Peganum harmala, Hammadas
coparia et Zizyphus lotus)

Isolement et etude
Taxonomique

Actinopolyspora algeriensis H19"

A. saharensis H 327
A. righensis H23T
A. mzabensis H55"
A. biskrensis H2547

Saccharothrix algeriensisSA233"

S. saharensisSA152T
S. hoggarensis SA181T
S. tamanrassetensis SA198T

Nocardiopsis algeriensis B32"
Streptomonospora algeriensisH277
Saccharopolyspora ghardaiensis H53"
Actinoalloteichus hoggarensis AH977
Actinokineospora mzabensis PAL84"
Prauserellais guenensis H2257
Mzabimyces algerensisH195"

Sol du Sahara
Biskra, Adrad, Ouargla, Djelfa,  Bouras et al. (2014)
El Oued, Ghardaia Tamanrasset

CA-2 Streptomyces mutabilis NBRC 128007

Biocontrole(contre i Production d'un composé Plante indigéne du Sahara Goudjal et al.
Rhizoctonia solani) 4A£ 42T SIEHFIDITTEES GFMERVSELS JC anti-fongique Laghouat (2014)
Eau et sédiments de
e lac El Kala 8
Isolement et Identification Streptomyces / Lac d'Oubeira Loucif et al. (2014)
El Mellah
e Strepomonospora algeriensis H 277 Sol du Djelfa
Isolement et Identification Souche halophile / Centre nord de I'Algérie Meklat et al. (2014)
PGP : IAA

Bio-contrdle
(contre les champignons
phytopathogéniques)

Cellulosimicrobium sp. S16

Production du sidérophores
Solubilisation du phosphore
inorganique

Enzymes: protéase, chitinase,
amylase et uréase

Sol rhizosphérique agricole.

Béjaia Nabti et al. (2014)

Anti-fongique
Anti-bactérien

Streptomyces spp. PAL114

Saquayamycine A
Saquayamycine C

Anti-microbien
(phytopathogénes et

Saccharothrix SA198

Composes antibiotiques A4 et A5

Sol du Sahara Aouiche et al.
Béni-isguen, Ghardaia (2013)
Sol saharien Boubetra et al.
Tamenrasset (2013)
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champignons toxinogénes)

Caractérisation

Saccharothrix SA198

Productions des composes

Sol du Sahara

Boubetra et al.

antibiotiques Tamanrasset (2013a)
: : Sol du palmeraie Boubetra et al.
Isolement Saccharothrix saharensis / D’ Adrar (2013b)

Anti-fongique et activité
anti-bactérienne modérée

Saccharothrix SA198

A5 (C29H320s) et

Sol du Sahara

Boubetra et al.

(Gram+et Gram-) A4 (Cz0H300s) (2013c)
Campant et al.
Fecariae Saccharothrix algeriensis PGPR _ _ Sol du Sahara (2013) '
NRRLB-24137 Composés antifongiques Adrar Muzammil et al.
(2013)
2-Hydroxy-5-(6-hydroxy-4-oxo-4H-
pyran-2-yl)methyl) Souche endophyte,

Anti-bactérien
Anti-inflammatoire

Streptomyces sundarbansensis
WR1L1S8

-2-propylchroman-4-one
Phaeochromycines B
C,E

Tissu interne d'algues marines
Fucus sp.

Djinni et al.(2013)

Production de phytohormones

Plantes herbacées spontanées du
Sahara
(Cleome arabica, Solanum

Goudjal et al.

PGP Streptomyces rochei PT2 (IAA) et amélioration de la nigrum, Astragallus armatus, (2013)
croissance des plants de tomates _ .

Aristida pungens et Panicum

turgidum) Hassi R’mel
Purification . N Production du kératinase (KERAK- . Habbeche et al.
(Bio-remédiation) Actinomadura keratinilyticaCpt29 20) stable aux détergents Compost de volaille, Annaba (2013)
Isolement Actinopolyspora saharensis Nouvelle espéce Sol du Sahara, EI-Oued I(\;Igl;éa;)et 2
Isolement et caractérisation Actinonolvspora mzabensis Souche halophile Sol du Sahara Meklat et al.
taxonomique Polysp P M'Zab Ghardaia (2013a)

. . . Nouveau composé antibiotique Sol moyennement salin Oued- Meklat et al.
T

Isolement Actinopolyspora righensisH23 angucycline Righ, EI Oued (2013b)

Anti-microbien

Streptomyces sp. PAL 111

Antibiotiques hydrophiles

Sol du Sahara
Ghardaia

Aouiche A, et al.
2012a
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Anti-bactérien

Saccharothrix sp. PAL54

D(-)-threochloramphenicol

Sol saharien du Ghardaia

Aouiche A, etal.
2012b

Bio-controdle
(phyotofongique)

Lacl, Lac3, Vic8, Pin10, Prul4 et Prul6

Composés d’antibiotiques

Sol rhizosphérique des arbres
(Prunus domestica L., Pinus

halepensis Mill)

Batna, Tebbessa et Khanchela.

Nord-est, Algérie

Aouar et al. (2012)

Bio-dégradation

Streptomyces sp. AH4

Production de peroxydase d'acide
humique HaP3 (PM 60215.18 Da)

Sol algérien

Fodil et al. (2012)

Bio-controle

Streptomyces spp. TW3, RI3, TW2

/

Sol saharien
Ghardaia, El Oued

Yekkour et al.
(2012)

Bio-dégradation

Streptomyces sp. AM2

Production de peroxydase d'acide
humiqueHaP1 et HaP2

Sol de plaine de Mitidja

Fodil et al. (2011)

Isolement et Taxonomie

Souches Nocardiopsis
(halophile a fort potentiel)

Production de grand nombre de
composés biologiquement actifs
(Haute fréquence du géne NRPS)

Sol non-rhizosphérique du
Sahara

(Adrar, Béchar, Djelfa, El
Goléa, El Oued, Ghardaia,

Laghouat, Ouargla et Tolgua)

Meklat et al. (2011)

Bio-remédiation
(Purification de I'eau)

Streptomyces sp. AB1
Streptomyces sp. AM2
Streptomyces sp. AH4

Dégradation d’acide humique du sol
(NHAs)

Sol de plaine de Mitidja
(Meftah, Boufarik, Hadjout)

Badiset al. (2009 et
2010)

Antimicrobien
Inhibiteur d’enzyme

Streptosporangium sp. Sg3

Angucyclinone R2

Sol saharien, Région d'Adrar

Boudjella et al.
(2006 et 2010)

Industriel et économique
(Bioéthanol)

Jonesia denitrificans BN-13

Production de xylanase

Sol de Béjaia

Boucherba et al.
(2010)

Purification caractérisation Streptomvees so. ABL Production de la sérine alcaline Plaine de Mitidja Jaouadi et al.

(Application industrielle) ptomy - kératinolytique protéase KERAB Nord Algérie (2010)
Valerylpyrrothine

Anti-bactérien, anti- Saccharothrix algeriensis NRRL Isovalerylpyrrothine Sol saharien Merrouche et al.

fongique B-24137, souche entiérement séquencée Formylpyrrothine (2010)
Aureothricine

Bioremédiation Streptomyces rimosus Biosorption de AI®* / Tassist et al. (2010)
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Anti-microbien
Anti-cancéreux

Saccharothrix algeriensis
NRRL B-24137

Dithiolopyrrolone

Sol du Sahara

Bouras et al.
(2006,2007 et
2008)

Anti-microbien

Nonomuraea sp. NM94

Production de composés

Sol de Sahara

Badji et al. (2007)

antibactériens Beni-Abbes
Bio-remédiation : ; ; 24 702+ (6 Chergui et al.
(effluents industriels) Streptomyces rimosus Biosorption de Cu<*, Zn“*, Cr°+ / (2006)

. . P . Eau de Sebkha Boughachiche et
Anti-microbien A4 Bréfeldine A: sous classe 4a foin I, Al al.(2005)
Anti-bactérien A9 Produits antibiotiques Sud-est Biskra (Rzeglohé;) I el

. P . . . R Yeddou et al.
Bio-remédiation Streptomyces rimosus Bio-sorption de bleu de méthylene / (2006)

Anti-fongique

Actinomadura AC170

Composés antifongiques

Sol du palmeraie Adrar, Algérie

Badji et al.(2005)

Anti-microbien

Streptosporangium Sg10

Antibiotique classé B glycosylé
aromatique

Beni Abbes, Béchar
Sol du Sahara

Boudjella et al.
(2005)

Anti-fongique

Streptomyces sp.

Composés antifongiques

Sol non rhizosphérique

Boudemagh et al.

30etC3 El-Oued (2005)
93% Streptomyces Production de Composés bioactifs S ] e:c eporc&e,s_d arbres Kitouni et al.
Isolement : L : . Sebkha d’Ain M’lila
7%Actinomadura (antibactériens et antifongiques) L (2005)
Nord-est Algérie
Sol non rhizosphérique
. . . ZA01 Adrar, Benis Abbes, Hoggar, Zitouni et al.
Anti-microbien Nocardiopsis SA 103 2702 P, GassiTiantil, Tl (2005)
Tougourt
Bio-remédiation Streptomyces rimosus Biosorption de Ni?* / (S;(I)%Ts Bl
Bio-remédiation Streptomyces rimosus Biosorption de Pb?* / (S;(I)%Tt')? Bl
Anti-microbien Saccharothrix sp. SA 103 Mutactimycine PR, Mutactimycine S0l SElEET At et
- y ‘ y Tamanrasset (2004)
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Anti-bactérien, anti-
fongique

Saccharothrix sp.
SA 233

3-Methyl-2-butenoylpyrrothine
Tigloylpyrrothine
n-Butyropyrrothine
iso-Butyropyrrothine
Thiolutine

Bio-remédiation

Streptomyces rimosus

Biosorption de Fe®*

Bio-remédiation

Streptomyces rimosus

Biosorption de Zinc par lot

Zitouni et al.

Sol de palmeraie saharienne (2004)

Adrar Lamari et al.
(2002)

/ Selatnia et al.
(2003)

/ Mameri et al.
(1999)
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3. Sites d'échantillonnage algériens fournissant des actinobactéries cultivables

De la mer Méditerranée au désert saharien le plus chaud du monde. Cela affecte une grande
biodiversité, riche et diversifiée en actinobactéries, a laquelle correspond une grande chimio-
diversité de métabolites. Un certain nombre d'actinobactéries ont été isolées de différents
écosystemes, y compris des plantes sahariennes (Zamoum et al., 2015 ; Goudjal et al., 2013 ;
Baoune et al., 2018 ), des grottes (Belyagoubi et al., 2018), des eaux usées (Silini et al.,
2015 ;Souagui et al., 2019) , des sédiments de riviere (Djinni et al., 2018), des zones
hypersalines (Meklat et al., 2012 ; Meklat et al., 2013), des sols du désert saharien (Sabaou et
al., 1992, Sabaou et al., 1998) et des algues dérivées (Djinni et al., 2013). Les sites
d’échantillonnage étudiés en Algérie pour l'isolement des actinobactéries sont les suivants :

Adrar, Tamanrasset, Béchar, EI Oued, Touggourt, Ghardaia, In Amenas, Biskra, Laghouat,
Sahara , Oum el Bouagui, Boumerdes, Médéa, Mostaganem, Sidi Bel Abbes, Tipaza, Bouira,
Tlemcen, Boussadda, Batna , Tébessa, Khanchela, Ain M’Lila, Djelfa, M'sila, Jijel, Béjaia,
Ouargla, Annaba, Constantine et Mitidja. La figure suivante représente les différents sites
d’échantillonnage avec le nombre d’isolats de chaque site selon les travaux cité dans ce

chapitre.

=
o

Nombre des isolats
o T T R U5 R O ¥ N I L I Vs |

Jijel
Bé¢jaia
Ouargla
Annaba

Medea
Tipaza
Bouira
Tlemcen
Bousaada
Batna
Tebessa
Khanchela
Dijelfa
M'sila
Constantine

sahara
Mostaganem
Sidi BelAbbes

Oum el Bouagui
Ain mlila

Tamanrasset
Touggourt
Ghardaia

In Amenas
Laghouat
Boumerdes

Figure 8. Différents sites d'échantillonnage avec le nombre des isolats de chaque site.
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4. Différents genres des actinobactéries isolées en Algérie

La diversité des actinobactéries provenant des écosystemes en Algérie est signalée dans
plusieurs travaux ainsi que les structures chimiques des métabolites secondaires associés a
leurs activités biologiques. De plus, I’attention est portée sur les nouvelles espéces et genres
étudiés et sur les nouveaux composés bioactifs rapportés depuis 1999.

Ces microorganismes présentent une ressource de nouveaux agents thérapeutiques potentiels,
les actinobactéries couvrent différents aspects, y compris I’isolement et la diversité des
bactéries ainsi que I’étude de la production de métabolites secondaires ciblant un large spectre
d’activités biologiques (principalement anti-microbiennes mais aussi cytotoxiques et autres) et
avec un regard sur les applications biotechnologiques potentielles (Harir et al., 2018).

D’aprés le Tableau 9, qui résume les travaux faits en Algérie sur les actinobactéries ; la Figure
9, illustre la proportion de nouveaux genres d’actinobactéries décrits depuis 1999 dans
différents écosystémes algériens. Plus de 29 nouvelles espéces et le nouveau genre
Bounagaea ont été découverts, ainsi que la nouvelle famille Mzabimycetacea proposée par
Saker et al.(2014). Les mémes auteurs ont publié Mzabimyces algeriensis comme une
nouvelle souche isolée d’un échantillon de sol d'une palmeraie de la région du Mzab-Ghardaia
(sud de I'Algérie). Il faut preciser que cette souche a été récemment reclassée dans le genre
Halopolyspora et identifié¢e comme Halopolyspora algeriensis comb sp. par comparaison des
données phénotypiques, chimio taxonomiques et phylogénetiques et hybridation ADN-ADN
(Lai et al., 2017).

Parmi les 29 nouvelles especes et 16 genres appartenant a I’ordre des Actinomycetales,
Saccharothrix est le genre le plus retrouvé et le plus abondant, représentant 20,68% du total
des nouvelles especes des actinobactéries des régions du sud de 1’Algérie, suivi par

I’Actinopolyspora avec une proportion de 17,24% (Figure 9).
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Figure 9. Genre des actinobactéries isolés a différents régions en Algérie.

Le nombre et la diversité des genres d’actinobactéries provenant du désert saharien
témoignent de la richesse de cet écosystéeme particulier. Les sites d’échantillonnage
considérés pour I’isolement et I’étude des actinobactéries ont été essentiellement concentrés
sur le sol saharien et les palmeraies. Les régions d’Adrar, de Ghardaia et de Tamanrasset sont
associées a la découverte de 18 nouvelles espéces : Saccharothrix algeriensis sp. nov.,
Saccharothrix saharensis sp. nov., Nocardiopsis algeriensis sp. nov, Actinomadura
adrarensis sp. nov., Streptosporangium algeriense sp. nov., Saccharopolyspora ghardaiensis
sp. nov., Actinopolyspora mzabensis sp.nov., Halopolyspora algeriensis comb. nov,
Actinokineospora mzabensis sp. nov., Saccharothrix isguenensis sp. nov., Actinophytocola
algeriensis sp. nov., Streptosporangium saharense sp. nov., Saccharothrix ghardaiensis sp.
nov, Saccharothrix hoggarensis sp. nov., Saccharothrix tamanrassetensis sp. nov.,
Actinomadura algeriensis sp. nov., et Actinoalloteichus hoggarensis sp. nov. appartenant a 11
genres différents. Le genre commun et unique obtenu dans chacune de ces trois régions
étudiées (Adrar, Ghardaia, et Tamanrasset) est le seul genre Saccharothrix, représente le

genre le plus abondant retrouve dans les régions arides.
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5. Intérét des travaux réalisés en Algérie sur les actinobactéries

Les produits naturels bioactifs sont classés en fonction de leurs activités biologiques, en se
concentrant sur I’isolement et I’élucidation de leurs structures chimiques et sur leur
production par des changements classiques des conditions de culture et de nouvelles
approches statistiques, lorsqu’elles sont présentes dans les travaux originaux. Selon le Tableau
9 qui énumere les metabolites, en résumant les données sur les sources, les souches
productrices et les activités biologiques, la Figure 10 donne une récapitulation sur I’ intérét des

travaux réalisés en Algérie.

45

40

35

T
Bio-fertilisant  Anti-microbienne Bio-contréle Isolement Bioremédiation

Figure 10. Intérét des travaux réalisés sur les actinobactéries en Algérie.

5.1. Intérét antimicrobien des métabolites secondaires dérivés d’actinobactéries de
I’ Algérie

Lamari et al. (2002) ont isolé les nouveaux métabolites de la dithiopyrrolone, la 3-méthyl-2-

butenoylpyrrothine, la tigloylpyrrothine et la n-butyropyrrothine, ainsi que [liso-

butyropyrrothine et la thiolutine connues, a partir d'une souche de sol de palmeraie saharienne

Saccharothrix sp. SA233. Ces nouveaux métabolites ont montré des propriétés anti-

bactériennes élevées.

Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 (souche entiérement séquencée) isolé d'un
échantillon de sol saharien collecté en 1992 dans une palmeraie a Adrar par Merrouche et al.
(2010, et 2011) qui ont isolé les nouveaux dérivés de la dithiolopyrrolone, la
valérylpyrrothine, l'isovalérylpyrrothine et la formylpyrrothine, ainsi que [I'uréothricine,

présentant une bio-activité modérée contre certains champignons filamenteux et levures. De
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plus, Le composé sorbyl-pyrrothine a été le plus actif de la série contre les bactéries Gram-
positives.

La nouvelle molécule de benzoyl-pyrrothine dithiolopyrrolone est obtenue de S. algeriensis
NRRL B-24137. Zitouni et al. (2004) ont purifié le nouvel antibiotique anthracycline
mutactimycine PR et la mutactimycine C déja signalée a partir de la souche Saccharothrix sp.
SA 103 collectée de Tamanrasset.

Certains des mémes auteurs ont également isolé 54 souches de Nocardiopsis et 32 souches de
Saccharothrix du sol de Sahara algérienne, identifiées par des caractéristiques
morphologiques et chimio-taxonomiques. Ces souches ont montré une activité antibactérienne
contre B. subtillis et M. lutesus et antifongique contre M. ramannianus et S. cerevisiae ainsi
que contre les champignons mycotoxinogenes Fusarium graminearum, F. solani, F.
culmorum, Aspergillus carbonarius, A. ochraceus et Penicillium citrinum. L’analyse
phylogénétique d’une souche collectée du sol saharien dans le sud-ouest de I’Algérie a
identifie la souche Streptosporangium Sgl10 comme une nouvelle espéce génomique
potentielle (Boudjella et al., 2006).

Les mémes auteurs ont également rapporte sur la souche Streptosporangium sp. Sg3 collectée
d’Adrar, qui a produit trois pigments, appelés R1, R2, et R3, qui ne présentent aucune activité
contre les champignons et les bactéries Gram-négatives, avec la plus forte inhibition contre

les bactéries Gram-positives montrée par R2 (Boudjella et al., 2010).

L’isolat du sol désertique collecté a Beni-Abbes (sud-ouest de I’Algérie) Nonomuraea sp.
NM94 produit cing composés bioactifs ; I’extrait de chlorométhane de la souche a été révélé

actif contre certaines bactéries Gram-positives, levures et champignons (Baji et al., 2007 )

La souche PAL54A isolée d’un sol saharien a Ghardaia a produit le chloramphénicol; il s’agit

donc de la premiere production de cet antibiotique par une espece de Saccharothrix.

Les actinobactéries d’origine marine et, en particulier, les actinobactéries endophytes marines
sont également des sources prometteuses de nouvelles classes de composés anti-microbiens.
L’un des exemples les plus représentatifs est la production du nouveau polykétide ainsi que
des phéochromicines B, C et E. Les métabolites ont été isolés a partir d’une fermentation a

I’état solide de Streptomyces sp. WR1L1S8 obtenue a partir d'une algue brune marine, Fucus

sp.
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Le composé 2-Hydroxy-5-((6-hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-yl) méethyl)-2-propylchroman-4-
one a montré une activité bactériostatique sélective contre le staphylocoque doré résistant a la
méthicilline (SARM) (Djinni et al., 2013).

La nouvelle souche Saccharothrix SA198 provenant d’un échantillon du sol saharien de
Tamanrasset a fourni les nouveaux antibiotiques A4 et A5, ces métabolites purs ont présenté
des activites modérées contre les bactéries Gram-positives et -négatives et des effets puissants

contre les champignons phytopathogeénes et toxinogénes (Boubetra et al., 2013).

Les anthracycline saquayamycine A et C connues pour leurs activités anti-bactériennes et
anti-cancéreuses, ont été obtenues a partir d’une nouvelle souche de Streptomyces spp.
PAL114 collectée a Ghardaia (Aouiche et al., 2014). Un autre métabolite appartenant a la
famille des anthracyclines, I’aquayamycine de type vineomycine Al a été purifié a partir de la
méme souche de Streptomyces sp. PAL114. Cette souche a également produit dérive de
cytochalasine chaetoglobosine A, les deux métabolites ont montré des effets modérés contre
B. subtilis et Candida albicans et sur les champignons filamenteux (Aouiche et al., 2015)

Le nouvel acide hydroxamique a été purifie a partir de Streptomyces WABY, une souche
isolée du sol saharien collecté dans la région de Béchar. Il a montré une activité anti-
bactérienne envers une gamme de micro-organismes multi-résistants, en particulier
Pseudomonas aeruginosa IPAL et E. coli E52 (Yekkour et al., 2015).

Driche et al. (2015) ont rapporté I’isolement du phtalate de di-(2-éthylhexyle) a partir de la
nouvelle souche Streptomyces sp. G60 obtenue a partir d’un échantillon de sol de Ghardara.
Le composé Di-(2-ethylhexyl) phthalate a été testé pour son activité contre différentes

souches de Staphylococcus aureus et de MRSA, obtenant des effets importants.

Belghit et al. (2016) ont isolé le 2,4-di-tert-butylphénol a partir d'une culture de la souche
Streptomyces mutabilis provenant d’un sol saharien collecté a Metlili (région de Ghardaia). Le

composé connu était actif contre les champignons pathogénes.

A partir de la nouvelle souche Streptomyces sp. AT37 obtenue a partir du sol saharien d’Adrar
(sud-ouest de I'Algérie), le dérivé furanone a été identifié comme I’antibiotique connu E-975.
Le composé a montré une activité modérée contre les S. aureus multi résistants et a inhibé la
formation de biofilms (Driche et al., 2017).

Les espéces de Nocardiopsis sont connues pour étre présentes dans les sols sahariens,
caractérisés par des propriétés salines et hyper-salines. La nouvelle souche halotolérante

Nocardiopsis sp. HR-4, collectée dans le sol salin nommé Sebkha de I'Ain, a fourni deux
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polycétides aromatiques angucyclinones. En particulier, la stéréochimie de la (-)-7-désoxy-8-
O-méthyltétrangomycine connue a été attribuée par comparaison avec la valeur
polarimétrique obtenue pour la méme molécule par synthése totale stéréo sélective
(Kesenheime et al., 2006).

Djinni et al. 2018 ont purifié la (+) - streptazoline produite par Streptomyces thermoviolaceus
SRC3, une souche dérivée de sédiments d'eau douce (Riviere Oued Ziama, Béjaia et Jijel).

Les oligomycines A et E ont été produites comme principaux métabolites par la souche
Streptomyces sp. HG29 isolée d’un sol saharien collecté dans le Hoggar (Khebizi et al., 2018).
Les deux métabolites ont déja été décrits comme ayant un large spectre de bioactivités,
principalement anti-fongiques.

Une serie d’antibiotiques polyéther comprenant lanigeéricine, I’épinigericine, I’abierixine, et le
nouveau ester méthylique de la grisorixine ont été isolés a partir de la souche Streptomyces
youssoufiensis SF10 collectée dans la montagne Chélia, a Khenchela. (Leulmi et al., 2019).
La nigéricine, le membre principal de la série, est connue pour son fort antagonisme
antibactérien tandis que les métabolites apparentés, la gisorixine et I’abierixine, présentent

une faible activité contre les bactéries Gram-positives.

Tres récemment, une nouvelle souche Saccharothrix xinjiangensis ABH26, isolée d'un
échantillon de sol collecte dans la région d'Adrar a été étudiée par Lahoum et al., 2019 ; a

donné des métabolites cyanogriside | et J .

Isolés toujours de la méme souche algérienne, Lahoum et al. 2019 ont également rapporté
I’identification des méthoxy-bipyridine scaerulomycine A, caerulomycine F et caerulomycine
onitrile. Les cinq métabolites ont présenté une inhibition modérée sur les bactéries pathogenes
Gram-positives et de faibles effets sur les champignons filamenteux et les levures pathogenes.
Le composé caerulomycine F s’est révélé le plus actif de la série, principalement sur les

champignons et les bactéries Gram-positives.

5.2. Intérét des métabolites secondaires dérivés d’actinobactéries effet inhibiteur de

croissance de cellules tumorales

Les actinobactéries sont responsables de plus de la moitié des composés cytotoxiques
d’origine microbienne approuvés dans le traitement du cancer (Busi et al., 2018 ; Ravikumar
et al., 2012).
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La lactone polypeptidique actinomycine D, également connue sous le nom de dactinomycine,
a été le premier antibiotique présentant une activité anticancéreuse et il est maintenant
couramment utilisé comme médicament en monothérapie et en thérapie combinée dans le
traitement d'une variété de tumeurs malignes trés agressives, y compris la tumeur de Wilm et

le sarcome d'Ewing (Schmidt et al., 2017).

Il a été identifié pour la premiere fois a partir d’Actinomyces puis produit par diverses espéces
de Streptomyces et de Micromono sporas dans le monde. En Algérie, Toumatia et al.(2015) et
Djinni et al. (2019) ont isolé de nouvelles souches produisant de I’actinomycine D et ils ont
montré que le genre Streptomyces isolé du sol saharien de Ain amenas Streptomyces sp. 1Al
et Beni Abbes-Béchar Streptomyces sp. GSBNT10 avait une puissante activité anti-

bactérienne et anti-fongique contre une large gamme de champignons phytopathogenes.

De méme, la souche Streptomyces albidoflavus S19, dérivée d'eaux usées collectées dans la
région de Bejaia, a éte étudiee comme productrice d’anti-fongiques. Les antibiotiques
polyéthers nigéricine et le nouveau ester methylique de grisorixine isolés de Streptomyces
youssoufiensis SF10 ont fourni des activités cytotoxiques significatives contre les cellules de
glioblastome, avec une activité plus élevée pour I’ester methylique de grisorixine,
correspondant a une prolifération cellulaire inhibant la croissance plus élevée que le

médicament temozolomide (Leulmi et al., 2019).

La nigéricine a également montré une activité dans la suppression des métastases du cancer
colorectal (Zhou et al., 2012)

5.3. Intérét des métabolites secondaires dérivés d’actinobactéries : effet des agents

d’amélioration de la croissance des plantes

Parmi les métabolites dérivés des actinobactéries, les agents stimulant la croissance des
plantes jouent un role important en agriculture, a la fois pour améliorer la croissance des
plantes et pour contréler ou inhiber les phytopathogénes qui infectent les plantes hoétes. Un
certain nombre de rapports sur I’isolement d’actinobactéries endophytes associées aux
plantes, principalement du genre Streptomyces (Goudjal et al., 2012) de diverses familles de
plantes et méme du sol (Ameur et al., 2012) ont été rapportés. Leur potentiel métabolique en
tant qu’agents de contr6le biologique et promoteurs de croissance des plantes a été décrit
(Merrouche et al., 2017).

Ce qui peut remplacer les produits chimiques et les pesticides. En détail, selon Rugthaworn et

al.(2007) I’effet biocontrdle des actinobactéries peut étre soit par la lyse des parois cellulaires
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fongiques, soit par I’antibiose gréce a leur capacité d’inhibition de la croissance, de
compétition ou d’hyper-parasitisme sur plusieurs champignons phytopathogénes.

Un effet d’amélioration de la croissance des plantes sur la germination des graines et
I’élongation des racines a été observé par (Goudjal et al., 2013) par la production d’acide
indole-3-acétique, une phytohormone trés répandue chez les bactéries. Ce métabolite agit
comme une auxine naturelle commune produite par la voie métabolique du L-tryptophane
pour dix-huit souches de Streptomyces isolées a partir de cing plantes désertiques spontanées
bien adaptées aux conditions climatiques arides du Sahara algérien.

De plus, Goudjal et al. (2014)ont isolé deux souches CA-2 et AA-2 liées a Streptomyces
mutabilis NBRC 12800T et S. cyaneofuscatus CM 4364, respectivement a partir de racines
de plantes indigenes du Sahara algérien, qui ont montré a la fois un potentiel de contréle in
vivo biocontréle de Rhizoctonia solani damping-off.

De méme, Zamoum et al. (2015) ont rapporté la production d’acide indole-3-acétique et de
sidérophores par la souche endophyte Streptomyces caeruleatus ZL2. lls ont observé
I’amélioration de la résistance des plants de tomates a la pourriture des racines du Fusarium
oxysporumf sp. radicislycopersici, ainsi que la capacité d’améliorer la croissance des
plantules, proposant ainsi I’application possible de I’isolat ZL2 dans la protection des

cultures.

En outre, I’étude menée par Toumatia et al.(2016) sur les propriétés de stimulation de la
croissance des plantes de la souche Sterptomyces mutabilis 1Al dérivée du sol saharien, a
démontré un effet protecteur puissant et prometteur sur les semis de blé contre F. culmorum,
qui est ’agent causal de la brllure des semis, montrant sa capacité a promouvoir la croissance

par la production d’acide indole-3-acétique et d’acide gibbérellique (GA3).

L’étude de Merrouche et al. (2017) a permis de mettre en évidence le puissant effet anti-
fongique de Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 d0 a la production de composés
dithiolopyrrolones agissant contre le Fusarium oxysporum, affectant le lin, la lentille, le pois

chiche et la tomate.

Une étude aussi de Goudjal et al. (2014) sur des actinobactéries endophytes appartenant au
genre Streptomyces, collectées a partir de plantes sahariennes spontanées, a permis d’isoler
I’acide indole-3-acétique et a montré une activité favorisante la croissance des plants de

tomates.
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5.4. Actinobactéries endophytes pour des applications de biocontrole et de stimulation
de la croissance des plantes et comme agents biopesticides

Certaines souches d’actinobactéries ont été signalées comme des agents de biocontréle
efficaces contre les microorganismes phytopathogenes causant des maladies des racines, et
des feuilles (El-Tarabily et al., 2009).

Plusieurs espéces de Streptomyces, telles que S. tox-ytricini, S. aurantiogriseus, et
S.vinaceusdrappus, ont montré des résultats intéressants dans le biocontréle de R. solani
damping-off des plants de tomates et de riz (Cao, 2004 ; Patil, 2011 ; Harikrishnan, 2014 ;
Yandigeri, 2015).

Les espéces de Streptomyces ont également été signalées comme étant efficaces dans la lutte
contre les phytopathogenes appartenant aux genres Sclerotinia (El-Tarabily, 2000), Pythium
(WooetKamei, 2003 ; Joo, 2005 ; Ling, 2010), et Alternaria (Al-Askar, 2011 ; Srividya,
2012).

Il a également été démontré que les actinobactéries favorisent la croissance des plantes hotes
(Sadeghi, 2012). Elles colonisent la rhizosphére de nombreuses especes végétales et jouent
divers roles benéfiques, tels que I'augmentation de la disponibilité des nutriments pour les
plantes (Hamdali et al., 2008), la protection des jeunes plants contre les pathogenes du sol
(Cao et al., 2005), ’augmentation du taux de germination des graines (Glick et al., 1997 ; El-
Tarabily, 2008), la croissance des plantes (De-Oliveira et al., 2010 ; Nimnoi et al., 2010) et la
tolérance au stress abiotique (Yang et al., 2009). En outre, diverses actinobactéries ont été
signalées comme développant une association symbiotique avec la plante hote et produisant
des composés actifs, tels que des régulateurs de croissance vegétale et I’ACC-désaminase (EI-
Tarabily et al., 2009 ; Glick, 2014).

De plus, elles ont été capables de coloniser les racines des plants de tomate avec succes (El-
Tarabily et al., 2009). Diverses especes de Streptomyces endophytes, telles que S. rimosus,
S.viridis et S.olivaceoviridish ont été signalées pour améliorer la croissance des plantes hotes
en augmentant la germination des graines, I’élongation des racines et le poids sec des racines
(El-Tarabily et al., 2009 ; Khamna et al., 2010), dans ce contexte, le tableau 9 expose les
connaissances actuelles sur les actinobactéries tres prometteuses isolées de diverses niches
écologiques en Algérie et dans le Sahara algérien et leurs applications dans le bio-contréle des

champignons phytopathogenes et 1’amélioration de la croissance des plantes cultivées.
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Goudjal et al., 2016 ont étudié la souche endophyte SNL2 de S. asterosporus, isolée des
racines d’une plante indigene Solanum nigrum du Sahara algérien, pour le bio-contrdle de la
pourriture des racines du F. oxysporumf. sp. radicis lycopersici ou FORL et pour
I’amélioration de la croissance des plants de tomates cultivés dans un sol sableux saharien.
Cependant, la bactérisation des semences de tomates avec les spores SNL2 a montré un fort
potentiel de bio-contréle de la maladie de la pourriture des racines et a amélioré la croissance
des tomates de maniére significative. Parmi les souches d’actinobactéries isolées des niches
écologiques sahariennes en Algérie, Zamoum et al. (2017) ont formulé trois souches de
Streptomyces spp. endophytes sous forme de poudre mouillable et de granulés. Les produits
formulés ont été stockés pendant une année a une température ambiante, puis étudiés pour le
bio-contréle de R. solani damping-off de plantules de tomates cultivées dans des conditions
de serre standard. Les formulations de poudre mouillable & base des trois actinobactéries ont

réduit le taux de la maladie de maniere significative.

Cependant, la formulation de poudre mouillable a base de spores de la souche CA2 de S.
mutabilis a atteint le plus haut potentiel de bio-contrdle contre ce pathogene. Des études
complémentaires sont conseillées pour optimiser le processus de formulation, les conditions
de stockage et le mode d’application, afin d’améliorer la viabilité des spores et I’efficacité des

bio-fongicides formules.
5.5. Intérét des actinobactéries effet de biosorption

La biosorption est considérée comme un procédé alternatif pour I’élimination des polluants
métalliques. Elle est simple, efficace et économique. De nombreuses industries telles que les
tanneries, les revétements, les industries automobiles, aéronautiques et sidérurgiques générent
de grandes quantités d'eaux usées contenant diverses concentrations de Cu*?, Zn*? et Cr*2, Ces

concentrations sont généralement trop faibles pour étre traitées par la méthode standard.

Les principales techniques couramment utilisées pour la récupération des ions métalliques
dans les effluents industriels sont la précipitation, la coagulation et I’absorption, I’échange
d’ions, le traitement par membrane et I’extraction par solvant. Ces techniques souffrent de

divers inconvénients (Volesky, 2001).

L utilisation de matériaux d’origine biologique peu codteux et de déchets comme adsorbants
des ions métalliques dissous s’est avéerée apportée des solutions économiques a ce probleme

mondial.
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Parmi les travaux realisés en Algérie sur la biosorption, les études réalisees proposent un
nouveau biosorbant pour le traitement des eaux chargées en métaux lourds et en d’autres
polluants:  Streptomyces rimosus, bactérie mycélienne, Gram+, appartenant aux
actinobactéries. Dans toute les études, la biomasse de Streptomyces rimosus est obtenue a
partir d’une usine de production d’antibiotiques (oxytétracycline) a Médéa (Algérie) était
capable d’accumuler les ions métalliques d’une solution aqueuse diluée (Selatnia et al.,
2004).Ce biosorbant a prouvé son efficacité pour le traitement des eaux chargées en métaux
lourds tels que le zinc par lot (Mameri et al., 1999), le cuivre, le zinc et le chrome (Chergui et
al., 2007 ) le plomb (Selatnia et al., 2004a) le cadmium (Selatnia et al., 2004b) le nickel
(Selatnia et al., 2004c) et le fer (Selatnia et al., 2004d) , le bleu de méthylene (Yeddou et al.,
2006).

6. Conclusion

Un intérét croissant sur I’exploration d’environnements moins étudiés tels que les
écosystémes marins, forestiers, sebkha et arides et des associations symbiotiques a été observé
en Algérie pour I’isolement de nouvelles especes d’actinobacteries et des métabolites bioactifs

isolés.

Ce chapitre a présenté un apercu sur la diversité compléte des phyla d’actinobactéries
rapportés des écosystemes algériens durant plus de 20 ans. Comparé a toutes les niches
géographiques qui ont fourni 29 nouvelles especes, il est évident qu’une forte abondance de
nouvelles espéces d’actinobactéries est associée au sol saharien algérien, donnant 27
nouvelles especes appartenant a 15 genres. Une cinquantaine de métabolites secondaires ont
été isolés et identifiés, dont 17 nouvelles structures moléculaires, puis évalués pour leurs
activités biologiques, principalement anti-bactériennes et anti-fongiques, mais aussi

cytotoxiques et favorisantes la croissance des plantes.
Les points suivants sont proposés et soulignés pour les futures recherches dans ce domaine :

1. Etude de la diversité des actinobactéries dans les écosystémes algériens et
I’exploration de niches écologiques peu étudiées telluriques et marines ainsi que le
renforcement des recherches dans le désert algérien ;

2. Développement de techniques de culture plus adaptées pour I’isolement de nouvelles
et rares espéces d’actinobactéries dans ces niches ;

3. Des études métaboliques et génomiques approfondies des nouvelles especes isolées.
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Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Biomasse de I'Unit¢ de Recherche

Appliquée en Energies Renouvelables (URAER), Ghardaia.

1. Matériel
1.1.  Matériel biologique

Le matériel biologique de cette étude qui comporte 22 isolats d’actinobactéries ont été fourni
par l'enseignante Djemouai N. de la collection du Laboratoire de Biologie des Systemes
Microbiens (LBSM) de I'Ecole Normale Supérieur (ENS) de Kouba, Alger.

1.2. Conservation des isolats obtenus

Les isolats purs sont ensemencés sur le milieu International Streptomyces Project (ISP2) coulé
en pente dans des tubes a vis. Ces derniers sont incubés pendant une a trois semaines puis

conservés a 4°C.

2. Méthodes

2.1.  Caractérisation morphologique des souches
2.1.1. Etude macro-morphologique

L’aspect phénotypique des colonies et les caracteres culturaux sont déterminés sur les milieux
ISP2 et ISP4 (Annexe 1). Les inoculums sont ensemencés par la méthode de stries en zigzag
croisees sur les milieux cités précédemment par une anse sterile et les boites de Pétri ont été
ensuite incubées a 28 + 2 °C. Aprés 15 a 21 jours d’incubation, les caractéres suivants sont
notés : la couleur, taill, élévation, transparence, surface, la production de pigment diffusible.
Les différentes couleurs sont déterminées a I'aide de la charte de couleurs « Color Name
Chart lllustrated with Centroid Color: ISCC-NBS » (Shirling et Gottlieb, 1966).

2.1.2. Etude micro-morphologique

L’étude micro-morphologique est essentielle pour la reconnaissance des genres. Les isolats
poussant sur les milieux ISP2 et ISP4 (Annexel) sont observés directement sur les boites de
Pétri au microscope optique (Zeiss) en utilisant les grossissements x 10 et x 40. Nous avons
noté la sporulation du mycélium aérien, la fragmentation ou non du mycélium du substrat,
etc... (Shirling et Gottlieb, 1966).
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2.2. Etude de I’effet PGPB des isolats d’actinobactéries
2.2.1. Solubilisation du phosphore

Ce test permet d’évaluer la capacit¢ de nos isolats a solubiliser les phosphates sur milieu de
Pikovskaya (PVK) (Annexel). Ce milieu contient du Cas(POs4)2 comme seule source de
phosphate (Pikovskaya, 1948). Les isolats sont déposes sous forme de spots sur le milieu
PVK solide. Apres incubation a 28 +°C pendant 10 a 15 jours, la solubilisation est détectée

par la formation d’un halos tout autour des colonies (Banerjee et al., 2010).
2.2.2. Solubilisation du potassium

L’activité de solubilisation du potassium (K) a été érifiée par la culture de nos isolats sur le
milicu gélosé d’Alexandrov (ALK) (Annexe 1) ou la source de K inorganique est le mica. La
solubilisation est détectée par la formation d’un halo tout autour des colonies aprés incubation

pendant 10 jours a 30°C (Sugumaran et Janartham, 2007).
2.2.3. Production des sidérophores sur milieu CAS solide

La détection de la synthese des sidérophores a été réalisée dans le milieu Chrome Azurol
Sulfate (CAS) proposé par Schwyn et Neilands (1987) (Annexe 1). La méthode est basée sur
la compétition pour le fer entre un complexe ferrique de CAS et un sidérophore produit par le
microorganisme. Une spot de chaque bactérie a été poseée sur le milieu de gélose CAS
(Louden et al., 2011) puis a été incubée a 30°C pendant 48 a 72 h (Novinscak et al., 2018).

Une réaction positive est indiquée par un changement de couleur du réactif CAS du bleu a
Iorange lorsque le sidérophore bactérien se lie au fer présent dans le milieu (Schwyn et
Neilands, 1987).

2.2.4. Activité de PACC désaminase

L’activit¢ de la désaminase de 'ACC a été Vérifiée en placant chaque bactérie sur du milieu
minimal de sels de Dworkin et Foster (DF) (Annexe 1) (Dworkin et Foster, 1958) complété
par de ’ACC, comme décrit par Wang et al. (2000). Chaque isolat a également été cultivé sur
du milieu DF additionné de (NH4)2SO4 entant que témoin positif (Novinscak et al., 2018).

2.3.5. Production d'ammonium

La production de Pammonium (NHs) est testée sur I'eau peptonée selon la méthode de
Capuccino et Sherman (1992). Elle consiste a inoculé 100ul de la culture bactérienne dans les

tubes contenant 10 ml d’eau peptonée, puis incubé a 30 °C pendant 48 h a 72 heures.
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L’addition de 0.5 ml du réactif de Nessler (Annexe 2) donne une couleur jaune a marron qui
indique la production de NHs (Bakker et al., 1987).

2.3.6. Production d’HCN

La capacité de nos souches a produire THCN est effectuée selon la méthode de Lorck (1948),
sur le milieu 1ISP2 additionné de glycine (4,4g/l) (Annexe 1). Les isolats sont ensemencés par
stries sur la gélose en boites de Pétri. Un disque de papier Whatman N1 de 9 cm de diametre
imprégné d’une solution de picrate de sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de
sodium anhydre) est déposé au fond du couvercle de la boite. Celle-ci est scellée avec du
papier parafilm et incubée a 30°C pendant 96 h. Le résultat positif se traduit par le virage du
papier Whatman du jaune vers une couleur orange a marron indiquant la production de HCN

volatile.
2.4. Mise enévidence des activités enzymatiques
2.4.1. Recherche de la catalase

Cette enzyme permet la degradation du H202 qui resulte de 'oxydation par I'oxygeéne.

Catalase .
H,0O, g H,O +%4 0,

(L’oxygéne libéré se dégage se forme de gaz)

La méthode de recherche de la catalase consiste a étaler une colonie sur une lame en verre

propre sur laquelle on ajoute une goutte de H202 a 10 volumes. La présence de I'enzyme se
manifeste par un dégagement de bulles de gaz abondant sous forme de mousse : le test de
catalase est positif, s’il n’y a pas de bulles: le test catalase est négatif (Zinedine, 2004 ;
Delarras, 2007).

2.4.2. Recherche de caséinase

Pour détecter Pactivit¢ protéolytiqgue, des milieux de culture solide gélosé contenant des
sources de protéines comme 5% du lait écrémé (Annexe 1), ou ISP9 avec 20% de lait écrémé
(Habbeche et al., 2013 ; Viswanathan et al., 2015).

L’ensemencement de la souche a tester s’est fait par spot et I'incubation a été effectuée a 28 +
2 °C pendant 7-10 jours, I'apparition d’une auréole claire autour des colonies indique la

dégradation de la caséine (Raval et al., 2012 ; Royet al., 2014).
2.4.3. Recherche de lipase

La méthode de Sierra (1957), avec quelques des modifications est utilisée pour détecter

Pactivit¢ lipolytique. L’étude de Ihydrolyse de Tween 80 est démontrée en ajoutant des
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Tweens hydrosolubles a un milieu nutritif de Sierra (Annexel), ou remplacé Tween 80 par
Tween 20. Ce test a eté réalisé en prenant 1% Tween 20 avec le milieu ISP2.
L’ensemencement est fait en spots et les boites de Pétri sont incubées a 28 °C pendant 7 jours
(Kishore, 2011 ; Jeffri et Halizah, 2014).

2.4.4. Dégradation de la cellulose

Pour révéler lactivité cellulosique, un repiquage des souches est effectué sur milieu gélose
nutritive additionné au Carboxy Meéthyl Cellulose (CMC) (Annexe 1). Les boites sont
ensemencées par des spots, puis incubées pendant 7-10 jours a 28 + 2 °C (Carrim et al.,
2006). Apres Dincubation, une solution de rouge Congo (1%) (Annexe 2) est ajoutée a la
surface des colonies pendant 30 minutes, puis la surface est inondée avec 1M de NacCl
pendant 15 mn pour la décoloration. L’apparition d’un halo clair autour des colonies traduit la

présence d’une cellulase extracellulaire.
2.4.5. Production d'amylase

Ce test se réalise sur le milieu gélose nutritive additionné d’une concentration d’amidon de 1
a 2 % d’amidon (Delarras, 2014). L’ensemencement s’est fait par spot de la souche a tester, et
incubé a 28 + 2°C pendant 7 jours (Khwaja et al, 2011 ; dos Santos et al., 2012). Apres
incubation, I'hydrolyse de I'amidon est mise en évidence par I'inondation des boites avec une

solution de lugol a0,1% (Annexe 2).

L’absence de la coloration autour des colonies, indique que I'amidon a ¢ét¢ hydrolysé. Les
zones contenant de I'amidon se colorent en brun soit par la solution d’iode pendant 1min
jusqu’a ce que tout le milieu devient coloré en bleu. La formation d’une zone jaune claire
autour des colonies en milieu bleu a indiqgué Thydrolyse de T'amidon et confirmé la
production d’a-amylase (Tatsinkou et al., 2005 ; Boudemagh, 2007; Haritha et al., 2010).

2.4.6. Détermination de I’activité pectinase

L’activité pectinase a été recherchée sur milieu TSA additionné de 0.5 % de pectine. Les
boites ensemencées sont incubées a 28 + 2°C pendant 7-10 jours. Les colonies produisant de
la pectinase ont montré des zones claires contre une couleur opaque du milieu non hydrolysé
(Das et al., 2012 ; Saoudi et al., 2015).

2.4.7. Synthése de gélatinase

Ce test est réalisé sur le milieu nutritif gélosé contenant 1% de gélatine (Annexe 1) selon la

méthode de Williams et Cross (1971). Le milieu est coulé dans des boites de Pétri puis
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ensemencé par touche de la souche et incubé a 30°C. Une solution de chloride de mercure
(Annexe 2) permet de mettre en évidence la dégradation de la gélatine, qui se traduit par la

présence d’une auréole claire autour des colonies (Whaley etal., 1982).
2.4.8. Production de la tyrosinase

Ce test est realisé sur la gélose a la tyrosine (Annexe 1). Le milieu est coulé dans des boites de

Pétri puis ensemencé par des spots de la souche a tester et incubé a 30 °C.

L’examination s’est faite aprés deux jours et s’est poursuivie jusqu’aux 21 jours d’incubation.
La dégradation de la tyrosine se manifeste par une auréole décolorée autour des colonies qui

peut se transformer graduellement en noire (Raval etal.,, 2012; Roy et al., 2014).
2.4.9. Production de la chitinase

La capacité de nos isolats a décomposé la chitine colloidale a été testée sur milieu gélosé a la
chitine (Annexe 1), dont la composition par litre est: 4 g de chitine colloidale, 1.1 g Na2HPOa,
0.2 g MgS047H20, 0.7 g KH2PO4, 0.001 g FeSO4, 0.001 g MnSO4, 2 g (NH4)2S04 et 15 g
d’agar; et le pH est ajusté a 8 + 0.2 (Ronald, 2010). Les isolats sont inoculés en spots et
incubés a 30 °C pendant 10 jours. L’apparition d’un halo clair autour des colonies indique un
résultat positif (Roberts et Selitrennikoff, 1988).

2.4.10. Production de l'uréase

La recherche de I'uréase s’est effectuée sur milieu de Christensen (Annexel) (Hammad et al.,
2013) dans des boites a Pétri, qui ont été ensemencé par touche de la souche a tester, puis
incubées a 30 °C pendant 10 - 14 jours. La lecture s’est faite aprés incubation. Si la souche

possede une uréase, la production de NHs fait virer I'indicateur rose-rouge au rouge violace.
2.5. Etude des caractéres biochimiques

Les tests biochimiques permettent en général de distinguer les espéces, méme eétroitement
apparentées entre elles (Tortora et al, 2003). Grace a cette étude, il est possible de connaitre
certaines caractéristigues du métabolisme bactérien. Dans cette étude, nous avons utilisé les
galeries API1 20 NE, API 20 E et APl 50 CH pour identifier nos isolats. La galerie APl 20 NE
et APl 20 E, se compose de 20 micro-tubes contenant milieux et substrats sous forme
déshydratée alors que la galerie APlI 50 CH se compose de 50 micro-tubes permettant I’étude
de la fermentation de substrat, appartenant a la famille des hydrates de carbone et dérives

(hétérosides, polyalcools, acides uroniques).
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Aprés ensemencement des isolats, la lecture se fait apres incubation a 30°C pendant 24/ 48/

72 h, on note sur la fiche des résultats de toutes les réactions.

2.5. ldentification moléculaire par le séquencage du géne de I’ARN 16S et analyse
phylogénétique

Un isolat a été choisi pour une identification moléculaire. La boite de Pétri libellée est
envoyée a la compagnie Macrogen (Netherlands) ou toute la procédure a été réalisée, depuis
I'extraction d’ADN avec des kits, la purification de PADN génomique avec des kits : Big Dye
(R) Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), le contrble de son qualité
par mesure spectrophotométrique et par électrophorése sur gel d’agarose, I'amplification par
Polymerase  Chain  Reaction (PCR) en utilisant deux amorces: 27f (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") et 1492r (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3)).

Le séquencage a éte réalise avec les mémes amorces utilisées dans la PCR. Pour I’ Analyse
phylogénétique, les séquences partielles de PARNr 16S des souches obtenues sont comparees
avec les séquences des ARNr 16S disponibles par la recherche des BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov ), dans le National Center of Biotechnology Information- USA
(NCBI) data-base.
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1. Caractérisation morphologique des souches
1.1. Macromorphologique

L’¢tude macromorphologique des souches d’actinobactéries aprés une culture sur les milieux
ISP2 et ISP4 a aidé dans [Iidentification possible des souches étudiées. Selon nos
observations, la plupart des souches présentent une croissance abondante sauf les deux
souches SO1 et S11. Elles sont d’une taille moyenne, d’un aspect poudreux, rugueux ou lisse,

qui adhérent a la surface de la gélose, de difrentes couleurs : grisatre, jaunatre, blanc

laiteuse et blanc jaunatre (figure 11).

Figure 11. Photographie présentant 1’aspect macroscopique de quelques souches sur le milieu

ISP2.
1.2. Micromorphologique

Les résultats des observations microscopiques des isolats confirment Iappartenance de ces
isolats aux groupes des actinobactéries, ce test a permet d’apprécier un certain nombre de

caractéres tels que I'aspect des filaments qui contribuent a I'identification des actinobactéries.

Figure 12. Aspect microscopique de Ila souche S02 au grossissement X10 et X40

d’actinobactéries au microscope optique (Zeiss).
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Figure 13. Aspect microscopique de la souche S 09 au grossissement X10 et X40

d’actinobactéries au microscope optique (Zeiss).

Figure 14. Aspect microscopique de la souche S 13 au grossissement X10 et X40

d’actinobactéries au microscope optique (Zeiss).

Les descriptions morphologiques des différentes souches ¢étudiées ont conduit a lune

identification possible des souches étudiées (Tableau 10).

Tableau 10. Identification possible des souches testées.

Code Identification possible

S 01 Streptomyces RF

S 02 Streptomyces S

S 03 Streptomyces S

S 04 Streptomyces

S 05 Streptomyces S

S 06 Streptomyces

S 07 Streptomyces S

S 08 Streptomyces S

S 09 Streptomyces S
S10 Streptomyces S
S11 Streptomyces S
S12 Streptomyces SRA RFS + RA
S 13 Streptomyces stérile
S 14 Nocardioides
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S 15 Streptomyces S
S 16 Streptomyces RF
S 17 Streptomyces S
S 18 Streptomyces
S19 Streptomyces S
S 20 Streptomyces S
S 21 Streptomyces S
S 22 Streptomyces RF

2. Effet PGPB des souches testées

Les résultats obtenus des tests des activitts PGPB des souches d’actinobactéries étudiées sont

représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11. Résultats des activités PGPB des souches d’actinobactéries testées.

HCN Sidé AMM Acc Pkv AlPv FePv ALK
S 01 - + - - + + + +
S 02 - + + + + + + +
S 03 - - - - + + + T
S 04 - + - + + + + +
S 05 - + + + + + + +
S 06 - + + + + + + +
S 07 - - - + + + + +
S 08 - + + + + + + +
S 09 - + + + + + + +
S10 - - + - + + + +
S11 - + + + + + + +
S 12 - - - + + - - +
S 13 - + - - + + - +
S 14 - + - + + + + +
S 15 - - - + + + + +
S 16 - - + + + + + +
S 17 - + + - + + + +
S 18 - + + + + + +
S 19 - + + + + + - +
S 20 - - + - + - + -
S 21 - - - + + + +
S 22 + + + - + A A A

A partir des résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, on constate que :

1. La production de HCN est détectée seulement chez la souche S 22.
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2. Huit souches (S 03, S 07, S 10, S12, S 15, S 16, S 20 et S 21) n’ont pas donné¢ de résultats

positifs pour la production des sidérophores.
3. La production d’ammonium est exprimée chez 13 souches parmis les 22 souches.
4. Plusieurs souches se sont avérées avoir une activit¢ ACC désammase.

5. Lactivité de solubilisation du phosphore a été trouvée positive pour la majorit¢ des souches

et cela pour les trois types de phosphore mnorganique testés.

6. La solubilisation du potassium a été positive pour toutes les souches sauf une seule, qui est

S 20.

L’un des facteurs nutritifs les plus lLimitants de la croissance des plantes est le phosphore.
L’utilisation des microorganismes solubilisant de phosphate pourrait dimmnuer I'apport des

fertilisants phosphatés selon Vessey (2003).

Le potassum se trouve généralement en trés faibles concentrations et plus de 90% du

potassium, dans le sol se présente sous forme de minéraux de roche et de silicate insolubles
(Kumar et Dubey, 2012).

La sécrétion de PACC désaminase par laquelle le précurseur de I'éthylene est dégradé et
I'éthylene, qui réduit la croissance des plantes, s'accumule moins est 'une des propriétés des

PGPB (Ilangumaran et Smith, 2017 ; Egamberdieva et al., 2019).
3. Résultats de Pactivité enzymatique

Le tableau suivant rassemble les résultats obtenus pour les activités enzymatiques testées par

les souches étudiées.

Tableau 12. Activit¢ enzymatique des isolats étudi€s

Ami Cell

O
E.
Q
&
&

Gela Pec Urée

2
8
ﬁ
5

S 01
S 02
S 03
S 04
S 05
S 06
S 07
S 08
S 09
S 10
S11 +

o+ o+t

+ o+ + + o+t
1
1

+ o+ o+ o+

+ 4+t +
4+ o+ +
+ 4+t +
e e e e S
T T S e e =

+ o+ o+
1
1
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Tableau 12 (suite). Activit¢ enzymatique des isolats étudiés

Ami Cell Chi Caséi  Gela Twee  Tyr Pec Urée

_|._

S12 +
S 13
S 14
S15
S16
S17
S 18
S19
S 20
S21
S22

+
+
1
1

+ 4+t + A+ o+ + o+
+ 4+ + + + o+ o+
+ 4+t + A+ o+ + o+
+ 4+ + + + o+ o+
+ 4+ + + + o+ +

o+ o+ o+ +

.

.

+ + + + + + + 4

+ + +
1
1

Ce tableau mdique que toutes les souches étudiées ont montré au moins une activité
enzymatique parmi les dix différentes activités testées. En fait, les données littéraires ont
rapporté que les actinobactéries sont capables de produre un grand nombre d’enzymes, qui
sont d’une valeur commerciale élevée (Zhou et al, 2000 ; Chakraborty et al, 2009 ;
Avramenko et Galynkin, 2010). Ce résultat, justifie aussi 'intérét que porte les chercheurs sur
ce type de microorganismes, un intérét qui n’a cessé¢ de s’accroitre au cours de ces dernieres
années, principalement en raison du grand nombre d’applications que les enzymes offrent
dans des domaines trés variés (Keyhani et Roseman, 1999 ; Bhat, 2000 ; Mobini-Dehkordi et
Javan, 2012).

3.1. Hydrolyse de ’amidon

D’apres le tableau 12, on remarque que toutes les souches d’actinobactéries étudiées ont pu
dégrader I'amidon, a I'exception des souches S 04, S 05, S 10 et S 14 qui se sont révélés
dépourvus de I'enzyme amylase. L’activit¢ amylolytique se traduit par la présence d’un halo
clair autour de la colonie aprés I'addition du « Lugol » (Figure 15). Les données
bibliographiques ont mentionné que « la-amylase » est le type d’enzyme amylolytique le
plus produit par les actinobactéries. Il est élaboré par différents genres tels que Streptomyces ;
Nocardiopsis et Streptosporangium (Vigal et al, 1991 ; Stamford et al., 2001 ; Chakraborty et
al., 2009).
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Figure 15. Activit¢ amylolytique des souches S14 et S 22.
3.2. Dégradation de cellulose

D'aprées les résultats présentés au tableau 12, les 22 souches d’actinobactéries ont pu produire
I'enzyme cellulase. Cette activit¢ se traduit par I'apparition d’un halo clair entourant la
colonie aprés l'ajout du « Rouge Congo a 1% » (Figure 16). Différentes cellulases ont été
mises en ¢évidence dans différents genres appartenant aux actinobactéries, i s’agit
principalement de Streptomyces (Jang et Chenks, 2003 ; Loliam et al, 2013),
Micromonospora (De Menezes et al, 2008 ; 2012), Cellulomonas (Saratale et al, 2010) et
(Stutzenberger, 1988).

Figure 16. Activit¢ cellulolytique de la souche S 14.

3.3. Dégradation de la chitine

Le test de la chitinase montre un résultat positif pour toutes les souches. La présence d’un
halo clairr, visible sans Plajout d’aucun réactif signific une activit¢ chitinolytique positive
(Figure 17). La dégradation de la chitine a été principalement remarquée chez le genre

Streptomyces. En fait; les chitinases ont ¢ét¢ décelées chez: Streptomyces lividans,

Streptomyces viridificans, Streptomyces aureofaciens, Streptomyces venezuelae, Streptomyces
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coelicolor et Streptomyces griseus (Miyashita et al., 1991; Gupta et al., 1995; Taechowisan et
al, 2003; Mukherjee et Sen, 2006; Heggset et al, 2009; Avramenko et Galynkmn, 2010;
Thiagarajan et al, 2011).

Figure 17. Activité¢ chitinolytique des souches S 14 et S 22.
3.4. Dégradation de la caséine

Le Tableau 12 montre que le test casémase a ét¢ positif pour toutes les souches
d’actinobactéries étudiées, cette activité se traduit par la présence d’un halo clair autour de la

colonie, visible sans 'ajout d’aucun réactif (Figurel8).

Figure 18. Activit¢ casémnolytique des souches S 14 et S 22.

Ces résultats sont en accord avec ceux présentés par El Shefei et al. (2010) ou ils ont montré
que Streptomyces albidoflavus est productrice d’une enzyme protéolytique sur un milieu a
base de lait écrémé, et ceux trouvés par Gulue et Deshmukh (2011) ou ils ont signalé que les
genres : Streptomyces, Micromonospora, Nocardia et Saccharopolyspora possédent une

activité protéolytique ; liée particulierement a 'enzyme caséinase.
3.5. Dégradation de la gélatine

Toutes les 22 souches ont pu dégrader la gélatine selon le tableaul2. Selon ces résultats
obtenus, I'hydrolyse de la gélatine précisée par lapparition d’une auréole claire autour des

colonies indiquant la production d’enzyme gélatinase. Toutes les souches d’actinobactéries
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montrent une forte dégradation de gélatine comme représentées dans la figure suivante. Les
résultats obtenus par Shiroza et al. (1982), confirment que la plupart des actinobactéries sont
capables de dégrader différents substrats protéiques tel que la gélatine grice a leur bagage
enzymatique.

Figure 19. Activit¢ de la gélatinase chez des souches S 01, S03, S02, S04 et S05.

3.6. Dégradation des lipides

Le méme tableau 12, démontre que toutes les souches possédent I'enzyme lipase qui leur
permit de dégrader le tween 80.Cette activité se traduit par la présence d’un halo opaque,
blanc perlé jaunatre a bord net sous la colonie ou a sa limite (figure 20). Verma et Khuller
(1983) ont rapporté la production d’une phospholipase C (Kcithinase) chez S. griseus qui a été
active a pH=7,5.

Figure 20. Activit¢ de lipase chez de la souche S14 et S 22.
3.7. Dégradation de la L-tyrosine

Le résultat de la dégradation de la L-tyrosine, tel que mentionné dans le tableau 12, indique

que seulement 06 souches parmi les 22 souches ont capables de dégrader la tyrosine S 01, S
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06, S 13, S 16, S 17 et S 18. En fait, une activit¢ positive se manifeste par 'apparition d’un

halo claire, qui peut se transformer en noir (Figure 21).

Figure 21. Activité tyrosinolytique des souches S 01, S 17 etS 18.
3.8. Dégradation de l'urée

Selon les résultats présentés au tableau 12, aucune souche parmi les 22 souches n’a pas pu

dégrader I'urée.
3.9. Résultats de la catalase

Toutes les souches d’actinobacteries ont présenté un dégagement gazeux abondant sous forme
de mousse qui indique la dégradation de I'eau oxygénée donc, catalase positive. Les résultats
obtenus par Qiong Ying et al. (2012) montrent que les souches d’actinobactéries sont aérobies

a catalase positive.
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Résultats de test

Figure 22. Nombre des isolats d’actinobactéries présentant le test catalase.
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3.10. Dégradation de la pectine

Selon les résultats de tableau 12, 11 souches parmi les 22 souches ont pu dégrader la pectine.
L’activit¢ pectinolytique fut I'une des activités décelées chez les actinobactéries. Plusieurs
especes se sont montrées productrices de pectinase telles que  Streptomyces

viridochromogenes (Agate et al., 1962) et Thermomonospora fusca (Stutzenberger, 1987).

Les résultats présentés nous permettent de dédure que la cellulose, la chitine, la caséine, la
gélatine, et le tween 80 sont les substrats les plus dégradés avec un pourcentage de 100 % des
souches étudiés; suivi par la tyrosine 86.66% ; ensuite 'amidon avec 81% et la pectine avec
50%, alors que l'urée présente 0 % car aucune souche parmi les souches étudiées n’a présenté

une activité uréase.

Nos résultats sont en accord avec ceux présentés par Gulve et Deshmukh (2011) pour I'étude
des activités enzymatiques de 90 souches d’actinobactéries isolées a partir des sédiments
marins, ou leurs isolats ont dominé quant a la production des enzymes protéolytiques: 76% et
70 % pour laction sur le lait écrémé et la dégradation de la gélatine consécutivement.
L’activit¢ uréasique a occupé¢ la derniere position, vu que 15 sur les 90 souches testées
(16.67%) possédaient 'enzyme responsable de I'hydrolyse de l'urée. Mais ils sont loin de
ceux rapportés par Minotto et al (2014) pour I'étude des activités enzymatiques de 23
souches d’actinobactéries isolées a partir des racines d’une plante de tomate (Lycopersicom
esculentum) ou is ont montrés que tous leurs isolats possédent une activit¢ amylolytique ;
ainsi que les travaux de Rodrigues (2006) pour I'é¢tude des activités enzymatiques de 188
souches d’actinobactéries ou i1 a mentionné la prédommance de Iactivit¢ amylolytique par
rapport aux autres activités enzymatiques étudies et que les genres Nocardia, Nocardiopsis,

Streptomyces et Terrabacter étaient les plus actifs.

4. Identification des souches S 15 et S 22 par les galeries API 20E et API 20 NE et APISO
CH

Le tableau (13) suivant présente les résultats des 3 trois galeries:
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Tableau 13. Résultats de lidentification par les galeries API 20E, API 20NE et API 50 CH de
souches S 22 et S 15.

N° |TEST  |ENYMESetREACTION | s2 | sis
API20NE
1 NO3 Réduction de nitrate en nitrite + +
2 TRP formation d’idole (tryptophane) R R
3 GLU Fermentation de Glucose + -
4 ADH Arginine Dihydrolase - -
5 URE Uréase - -
6 ESC Hydrolyse de Bglucosidase (esculine) + +
7 GEL Hydrolyse protéase 'gélatine’ + +
8 PNPG B galactosidase + +
9 GLU Assimilation de Glucose + -
10 ARA Arabinose + -
11 MNE Mannose + -
12 MAN Mannitol + -
13 NAG N acétyle glucosamine + +
14 MAL Maltose - -
15 GNT Potassium gluconate - -
16 CAP Acide caprique - -
17 ADI Acide adipique + -
18 MLT Malate + -
19 CIT Trisodium citrate - -
20 PAC Acide Phényl acétique + -
API 20E
1 ONPG B GALACTOSIDASE + +
2 ADH Arginine dihydrolase - -
3 LCD Lysine décarboxylase - -
4 OoDC Ornithine décarboxylase - -
5 CIT Citrate comme source de carbone - -
6 H2S production de H2S a partir de thiosulfate - -
7 URE Uréase - -
8 TDA Tryptophane désaminase R R
9 IND Production d'indole R R
10 VP - R R
11 GEL Gélatinase + +
12 GLU Glucose (utilisation des glucides) - -
13 Man Mannitol(utilisation des glucides) + -
14 INO Inositol(utilisation des glucides) + -
15 SOR Sorbitol(utilisation des glucides) - -
16 RHA Rhamnose(utilisation des glucides) - -
17 SAC Saccharose(utilisation des glucides) - -
18 MEL Meélbiose(utilisation des glucides) - -
19 AMY Amygdaline(utilisation des glucides) - -
20 ARA Arabinose(utilisation des glucides) + +
API 50 CH
1 |GLY | Glycérol |+ +
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Tableau 13 (suite). Résultats de l'identification par les galeries API

Ne° TEST ENYMES et REACTION S22 S15
2 ERY Erythritol + +
3 DARA D-arabinose - -
4 LARA L-arabinose + +
5 RIB D-ribose + +
6 DXYL D-xylose + +
7 LXYL L-xylose - -
8 ADO A-adonitol + +
9 MDX Méthyl-BD-Xylopyraoside - +
10 GAL D-galactose - +
11 GLU D-glucose +
12 FRU D-fructose + -
13 MNE D-mannose + -
14 SBE L-sorbose - -
15 RHA L-ramnose + -
16 DUL Dulcitol + +
17 INO Inositol + -
18 MAN D-mannitol - -
19 SOR D-sorbitol + -
20 MDM Meéthyl-aD-mannopyranoside - -
21 MDG M¢éthyl-aD--gluopyranoside - -
22 NAG N-acétylglucosamine - -
23 AMY Amygdaline - +
24 ARB Arbutine - -
25 ESC Esculine citrate de fer + +
26 SAL Salicine + +
27 CEL D-cellobiose + +
28 MAL D-maltose - +
29 LAC D-lactose - -
30 MEL D-melibiose - -
31 SAC D-saccharose + -
32 TRE D-trehalose + -
33 INU Inuline + -
34 MLZ D-mélézitose - +
35 RAF D-rafinose - +
36 AMD Amidon - +
37 GLYG Glycogéne + -
38 XLT Xylitol + -
39 GEN Gentiobiose - -
40 TUR D-turanose + +
41 LYX D-lyxose - +
42 TAG D-tagatose - -
43 DFURC | D-fucose + +
44 LFUC L-fucose - +
45 DARL D-arabitol - -
46 LARL L-arabitol - -
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Tableau 13 (suite). Résultats de l'identification par les galeries API

Ne° TEST ENYMES et REACTION S 22 S 15
47 GNT Potassium gluconate - -
48 2KG Potassium 2-Cétogluconate - -
49 S5KG Potassium 5-Cétogluconate - -

+: Positif - :Négatif R: Absence de réactif

Les deux souches S 15 et S 22 ont été testés pour leurs propriétés biochimiques en utilisant les
galeries API 20E, API 20NE et API 50CH. Les résultats de cette partie montre que ces deux

souches dégradent une large gamme de sources de carbones et présentes plusieurs activités

enzymatiques.
5. Identification moléculaire par le séquencage du géne de 'ARN 16S

L’¢tude des relations de parenté entre les espéces fait intervenir la phylogénie moléculaire, en
utiisant les séquences nucléotidiques de TARNr 16S. L’¢tude moléculaire est basée
principalement sur Dexploitation des logiciels informatisés qui traitent et analysent les
données introduites, et expriment par conséquent, les positions taxonomiques par I’obtention

d’arbres phylogénétiques par exemple.
5.1. Obtention de la séquence de PARNr 16S

Le séquencage du géne d’ARNr 16S de notre souche a ét¢ effectué et les séquences obtenues
ont ét¢ comparées aux séquences présentes dans le Serveur EzTaxon-e (http:/eztaxon-

e.ezbiocloud.net/; Kim et al, 2012), un outil en ligne pour I'identification des bactéries basé

sur les séquences d’ARNr 16S provenant de souches types. La séquence de notre souche est
mise dans la barre de EzTaxon pour une identification et un fichier FASTA est télécharger

(Figures 23 et 24).

Search EzBioCloud Database

D EEB 5D €D

Figure 23. Capture écran du site d’EzTaxon.
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€ Cc

EZwcive

(4] o 5] ™~ 5] jo}

L L sioCloue

Télécharger et ouvrir le fichier 1
FASTA

Figure 24. Etapes d’identification de la souche étudiée.
5.2. Téléchargement et installation du logiciel MEGA7

A partir du site ; https//www.megasoftware.net, le logiciel MEGA a été téléchargé, puis le

logiciel a été installé sur 'ordinateur en suivant les instructions du fournisseur.
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5.3. Alignement des séquences

Aprés ouverture du fichier FASTA, le logiciel MEGA s’ouvre, il faut Sélectionner toutes les
séquences puis, cliquer sur MUSCLE, Aligner 'ADN (Align DNA), Computer (Compute) et
enfin les séquences dont les base azotées sont alignées par correspondance (T aven A et G
avec C), toute ayant des couleurs différentes sont obtenues (Figure 25).
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Figure 25. Différentes étapes d’alignement a suivre au cours d’une analyse phylogénétique.
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5.4. Construction des arbres phylogénétiques

Sur la premiere page du programme MEGA7, nous choisissons PHYLOGENY, puis
concevoir 'arbre phylogénétique en adoptant la méthode de Maximum Likelihood, puis nous

cherchons le fichier enregistré dans I'étape précédente et enfin on clique sur Computer

(Compute). A la fin, 'arbre phylogénétique apparait (Figures 26 et 27).
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Figure 26. Etapes de la construction de I'arbre phylogénétique en utilisant la méthode de

maximul likelihood.
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Figure 27. Arbre phylogénétique basé sur I'analyse des séquences de I’ADNr 16S, montrant

Iidentification de la souche étudiée en utilisant la méthode de Maximum Likelihood.

Les analyses phylogénétiques peuvent étre réalisées pour plusieurs alignements de séquences
stockés dans le programme MEGA7. Elle comprend des méthodes du maximum likelihood
pour générer des arbres phylogénétiques qui représente des graphiques de relations de parenté
entre les espéces, supposées ayant un ancétre commun et Neighbor-Joining qui peuvent étre
enracinés ou non. Chaque nceud de I'arbre représente 'ancétre commun de ses descendants.
En général, un arbre phylogénétique renferme des clades qui représentent les "especes"
¢tudiées ou les taxons et des nceuds iternes qui représentent les ancétres virtuels ayant
divergés. Des arrétes qui illustrent les liens de filiation et la valeur de similarit¢ de la séquence
du géne de 'ARNr 16S a joué¢ un réle important dans la délimitation de nouveaux taxons et

dans I'identification des souches étudiées.

La souche que nous avons étudiée appartient au genre Streptomyces et particulierement la

souche S. kurssanovii avec un pourcentage de similitude de 99.65%.
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Conclusion

Dans ce travail nous sommes intéressés aux aspects phénotypiques macro-morphologiques et
micro-morphologiques, et essentiellement la biodiversité métabolique, pour cela 22 souches

d’actinobactéries ont été étudiés.

Nous avons pu constater une diversité culturale sur le milieu ISP2 qui est apprécié par la
couleur du mycélium arien et la présence ou non des pigments solubles. Les souches étudiées
ont montré une activité de solubilisation du phosphore et du potassium intéressante. Sur
I’ensemble des 22 souches testées, toutes les souches ont présenté une activité catalase
positive. Selon les résultats des tests biochimiques, la dégradation de différentes sources de
carbone a été notée pour les deux souches étudiées. Ces dernieres ont possédé des activités
remarquables de dégradation des substrats (cellulose, amidon, caséine, gélatine...) grace a la

production des enzymes hydrolytiques.

Les perspectives qui découlent de ce travail sont nombreuses. lls encouragent la poursuite des

études ; comme suit :

— Etude de la production d’autres enzymes potentiellement produites par nos souches
telles que la caséinase.

— Extraction et purification de I’enzyme concernée.

— Recherche de la production de I’acide indole acétique (IAA) chez les 22 souches
étudiées.

— Recherche et étude de I’activité antibactérienne des souches étudiées.

— Etude approfondie de toutes les souches afin de les identifier avec exactitude jusqu’au
niveau de I’espéce.

— Evaluation des effets des souches promotrices de croissance végétative (PGPR) sur le

rendement et I'état nutritionnel des plantes par des tests in vivo.
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Annexe 1 : Milieux de culture

Milieu ISP 2
Extrait de levure 4g
Extrait de malt 10g
D-Glucose 4g
Agar 18¢g
Eau distillée qsp 1000 ml
pH 7,2
Milieu ISP 4
Amidon soluble 10g
K2HPO4 lg
MgS04,7H20 lg
NacCl lg
(NH4)2S04 lg
CaCOs 2¢g
Solution saline Iml
Eau distillée gsp 1000 ml
pH 7,0 - 7,4
Milieu ISP2 additionnée de glycine
Extrait de levure 4g
Extrait de malt 10g
D-Glucose 4g
Glycine 15g
Agar 18¢
Eau distillée gsp 1000 ml
pH 7,2
Milieu de Pikovskaya (PVK)
Glucose 10g
Caz(PO4)2 S5¢g
(NH4)2S04 0.5g
NaCl 0.2g
MgS04.7H20 0.1g
KCl 0.2g
Extrait de levure 0.5g
MnSOs4. H2O 0.002g
FeSO4.7H20 0.002¢g
Eau distillée gsp 1000 ml
pH 7.2
Milieu Alexandrov
Glucose 5S¢
MgSO4.7H20 0.5g
CaCoOs 0.1g
FeCl 0.006g
Caz(PO4) 2¢g
Eau distillée gsp 1000 ml
pH 7.2
Milieu SMA
Skim milk agar 28¢g
Hydrolysat de caséine 5g
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Extrait de levure 2.5¢g

Dextrose lg

Agar 15¢

Eau distillée qsp 1000 ml
pH 7,2

Milieu nutritif de Sierra

Peptone 10g
CaCkh 0.1g
NaCl S5¢g
Tween 20 10 ml
Agar 15¢g
Eau distillée qsp 1 1000ml

pH 7.2
Milieu gélose nutritive additionné au CMC
KH2PO4 0.7g
K2HPO4 0.3g
MgSOq4 0.25¢g
Extrait de levure 0.2¢g
CMC 2g
Gélatine 2g
Eau distillée gsp 1000 ml

pH 7,0 - 7,4

Milieux gélose nutritive additionné d’amidon
Amidon soluble 10g
Extrait de viande lg
Extrait de levure 2.5¢
Peptone S5¢g
NaCl 5S¢
Agar 15¢
Eau distillée qsp 1000 ml

pH 7,2
Milieu TSA additionné de pectine
Peptone de caséine 15g
Peptone de soja 5g
NaCl 5S¢
Pectine 5¢g
Agar 15¢
Eau distillée gsp 1000 ml

pH 7,2
Milieu nutritif gélosé additionné 1%de gélatine
Peptone S¢g
Extrait de boeuf 3g
Gélatine 4g

Agar 15¢
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Eau distillée gsp 1000 ml
pH=7,2
Milieu gélosé a la tyrosine
Peptone 5¢g
Extrait de viande 3g
L-tyrosine 5¢g
Agar 20g
Eau distillée qsp 1000 ml
pH=7,2
Milieu gélosé a la chitine (CH-v)
Chitine 2¢g
K>HPO4 0.35g
MgSO47H20 0.2g
KH2PO4 0.15g
NaCl 0.3g
CaCO3 0.02g
FeSO4.7H20 10mg
ZnS0O4 TH20 Img
MnCL4H0 Img
Agar 18¢g
Eau distillée gsp 1000 ml
pH 7.2

Vitamines :  thiamine-HCl, riboflavine,
pyridoxine-HCI, mositol,panthoténate de calcium:
araison de 0.5 mg/l et biotine:0.25 mg/l.

Milieu de Christensen

Uree 20g
NaCl S5¢g
Peptone lg
Glucose lg
KH2 PO4 2g
Rouge phénol 0.012¢g
Agar 15¢
Eau distillée gsp 1000 ml
pH=6.5

Chrome Azurol Sulfate (CAS)
1. Préparation du colorant :

Solution 1 : CAS (flukaChemicals)0.06 g dans 50 ml d'eau distillée
Solution 2 : FeClk.¢H20 0.0027 g dans10 mlde 10mM HCl
Solution 3 : HDTMA 0.073 g dans 40 ml d'eau distillée

— Meélanger la solution 1 avec 9 ml de solution 2.

— Puis mélanger avec la solution 3.

La solution devrait maintenant étre d'une couleur bleue. Cette solution doit Etre

autoclavée et stockée dans un récipient en plastique. Avec:
2. préparation des solutions mixtes:

— milieu minimale9(MM9)solution stock salée : KHz(15g), NaCl (25g),

NH4ClI (50g) dans500 ml d'eau distillée
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— Solution stock glicose 20% : Glucose 20 g dans 100 ml d'eau distillée.

— Solution stock NaOH : NaOH 25 g dans 150 ml d'eau distillée pH~12

— Solution des acides casamino: acides casamino 3 gdans 27 ml d'eau
distillée et stérilisée avec microfiltre

3. Préparation du milieu CAS agar:

— Ajouter 100 ml de MM9 a 750 ml d'eau distillée .

— Ajouter piperazine-n,N'-bis (2-ethanesulfonic acid) PIPES (32,24 g)
ajuster le pH avec la solution NaOH(pH doit amené a 6.8)

— Ajouter lagar 15 ¢

— Autoclavé et laissé refroidir a 50°C

— Ajouter 30 ml de la solution stérile des acides casammo et 10 ml de la
solution a 20 % de glucose. Puis ajouter 100 ml de la solution CAS
bleu sur la paroi de la boutielle avec agitation

— Verser aseptiquement les boites de Petri (louden et al., 2011)

Dworkin et Foster (DF)

ACC 3mM
KH2PO4 4g
NaHPO4 6g
MgS04.7H20 2¢g
Glucose 2g
Acide gluconique 2g
Acide citrique 2g
FeS04.7H20 Img
H3BOs3 10mg
MnSO4.H20 11.19mg
ZnS04.7H20 124,6 mg
CuS04.5H>0 78,22 mg
MoO3 10 mg
Eau distillée gsp 1000ml
pH 7,2
Milieu DF additionné de (NH4)2$O4
(NH4)2804 3mM
KH2PO4 4g
NaHPO4 6g
MgS0O4.7H20 2g
Glucose 2g
Acide gluconique 2¢g
Acide citrique 2g
FeS0O4.7H20 Img
H3BOs3 10mg
MnSO4.H20 11.19mg
ZnS04.7H20 124,6 mg
CuS04.5H>0 78,22 mg
MoO3 10 mg
Eau distillée qsp 1000ml
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e Eau peptonée

Peptone 10g
NaCl S5¢g
Eau distillée qsp 1000ml

N.B. l'ajustement du pH des milieux de cultures s’effectue al’aide d’une solution de NaOH
ou d’une solution d’HCL.
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Solution saline
CuS04,5H20
FeSO4,7H20
MnC12,4H,O
7/nS04,7H20
Eaudistillée

Réactif de Nessler
Peptone

HgCh

kI

NaOH

Eau distillée qsp

Annexe 2 : Solutions et réactifs

0.64¢g
0.11g
0.79¢g
0.15¢g
1000ml

10g
10g
g
l6g
100ml

pH13.2+0.05

Solution de rouge Congo 1%

Rouge Congo
Eau distillée qsp

0.1g
100ml

Solution de lugol 0,1%

Iodure de potassium

Iode métalloide b
Eau distillée qsp

2g
lg
100ml

Solution de chloride de mercure

HgC12
HClconcentre
Eau distillée qsp

15g
20ml
100ml



