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Introduction Générale

Depuis des milliers d’années, les étres humains se servent des microorganismes, bactérie,
levure et moisissures pour fabriquer des produits industriels. Ces microorganismes omniprésents
dans notre environnement sont actuellement de remarquables agents producteurs de nombreuses
substances bioactives, utilisées pour leurs propriétés fonctionnelles dans des domaines
extrémement variés (Demain, 2000), au cours des derniéres années, la résistance des bactéries
pathogenes potentiellement mortelles de différentes maladies constituent un probléeme de santé
publique (Aslam et al., 2018).

Devant ces problemes, la recherche des nouvelles substances bioactives est nécessaire pour
lutter contre ces maladies. Parmi les sources majeures de molécules bioactives, on trouve les
bactéries, en particulier les Actinomycetes sont bien connus comme une source importante
d’antibiotiques (Al-Dhabi et al, 2018).

Aujourd’hui, la plupart des antimicrobiens connus ont ¢été isolés a 1’origine des
actinomycetes, en particulier du genre Streptomyces. Les substances produites comprennent toutes
les classes de médicaments importantes utilisées dans les cliniques, comme les B-lactamines,

tétracyclines, macrolides, aminoglycosides ou glycopeptides (Yvonne et Stegmann, 2019).

Par ailleurs, en Algérie peu d’expériences sont réalisees sur des bactéries (Actinomycetes)
du sol dans les régions arides. Se travaille consistera a faire une synthese bibliographique sur

quelques articles relié avec le sujet.

Alors, quelles sont les espéces des actinobactéries isole a partir des régions arides éetudier,

est ce que ces bactéries sont capable de produire des molécules d’intérét biotechnologique

Afin, de réaliser notre objectif qui est I’étude de I’activité antifongique et les caractéres

phylogénique de ces bactéries, la démarche suivie comporte les étapes suivantes :

Premiére partie une synthese bibliographique
Chapitre 1 Généralités sur les actinobacteéries et leur application
Partie expérimentale qui comporte deux chapitres :

Chapitre 2 matériel et méthode

Chapitre 3 résultat et discussion.
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Chapitre 1 Généralités sur les actinobactéries et leur application

1. Généralités sur les actinomycétes
1.1 Définition

Les actinomycétes sont des microorganismes procaryotes la plupart sont aérobie,
universellement trés répandus. Ils colonisent des milieux trés divers, ainsi que leur adaptation et
leur résistance a certaines conditions trés hostiles (Badis et al., 2006 ; Procop et al., 2020). Les
actinomycetes ont un role trés important dans le secteur pharmaceutique, ils peuvent également

étre pathogénes et nuisibles (Badis et al., 2006).

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses appartenant au phylum Actinobacteria et
ordre Actinomycetales. La majorité des actinobactéries sont des saprophytes avec un Gram positifs
et un pourcentage éleve en G+C, un pH neutre ou peu alcalin. Ils sont mésophiles, ou thermophiles
tolérant des températures jusqu’a 60°C (Omura, 1992). Elles sont des bactéries hétérotrophes, mais
plusieurs autres espéces sont chimio-autotrophe (Ensign et al., 1993).

1.2 L’habitat

Les Actinobacteria colonisent les milieux terrestres et aquatiques et forment 1’une des
principales populations de sol, ou ils participent a la rotation des composants du sol en composants
organiques par décomposition d’un mélange complexe de matiére organique des plantes mortes,

animaux et matériel fongique (Hazarika et Thakur, 2020).
1.3 La Morphologie

La germination des spores, 1’allongement et la ramification du mycélium végétatif, la
formation du mycélium aérien, la couleur du mycélium aérien et de substrat, la production de
pigments et la mobilité, tous ces caracteres morphologiques ont été utilisees pour identifier les
Actinobacteria (Anandan et al., 2016).

Les actinomycetes peuvent produire des filaments ramifiés de 0,5-1,0 um de diametre, plus
petite que celui des champignons et totalement différents aux ces dernier, leur croissance est lente
(Bettache, 2013).

Toute la structure d'une cellule d'hyphes correspond a une organisation bactérienne : le
cytoplasme contient des régions d'’ADN génomique, des ribosomes et diverses inclusions,
vraisemblablement des substances de réserve telles que des polyphosphates, des lipides ou des

polysaccharides. Les actinomycetes classiques ont un mycélium radial bien développé. Selon la
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différence de morphologie et de fonction, le mycélium peut étre divisé en mycélium substrat

et mycélium aérien. Certaines actinobactéries peuvent former des structures compliqueées, telles

que des spores, une chaine de spores, des sporanges et les sporangiospores (Qinyuan et al., 2016).

1.4 Classification des actinomycetes

Les séquences d’ARN ribosomique 16S ont fourni un arbre phylogénétique (Figure 1) qui

permet d’étudier I’évolution des actinomyceétes et fournit également une base pour la classification

(Embley et Stackebrandt., 1994).
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Figure 1: Classification phylogénétique des Actinobacteria basée sur les séquences du gene
codant d’ARNTr 16S (Zhi et al., 2009).

1.5 Cycle de développement des actinomycétes
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Le cycle de vie et de développement des actinomycetes est particulierement complexe et
implique un développement multicellulaire coordonné avec différenciation physiologique et
morphologique de plusieurs types de cellules, aboutissant & la production de métabolites
secondaires et a la dispersion de spores matures (Flardh et Buttner, 2009 ; Mccormick et Flardh.,
2012).

Le cycle de vie des Streptomyces commence par la germination d’une spore en faisant
pousser un ou deux tubes germinaux qui se développent en hyphes. Les hyphes se développent par
ramification et extension de la pointe, établissant ainsi un réseau d’hyphes qui forment
conjointement le mycélium végétatif. En réponse a des stress tels que 1’épuisement des nutriments,
une partie du mycelium est sacrifiée, suite a une dégradation autolytique via la mort cellulaire
programmée (MCP) ; cela conduit a la libération de nutriments dans I’environnement qui seront
utilisés pour la formation d’hyphes aériens et de spores. Le début de la différenciation cellulaire
coincide avec la production d’antibiotiques, ce qui offre une protection contre les micro-
organismes concurrents attirés par les nutriments libérés pendant la MCP (Anne van der Meij et
al., 2017).
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Figure 2 : Le cycle de vie de Streptomyces (Anne van der Meij et al.,
2017).
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1.6 Les applications des actinomycétes

La différenciation morphologique des actinomyceétes est accompagnée d une différenciation

métabolique (Bettache, 2013).
1.6.1 Dans les domaines médicaux, industriel

Depuis plusieurs décennies, les actinomycetes représentaient une source importante de
divers métabolites antimicrobiens. Approximativement deux-tiers des antibiotiques naturels sont

isolés des actinomyceétes (Anansiriwattana et al., 2006).
1.6.1.1 Les antibiotiques

Le tableau représente la liste des antibiotiques produits par diverses Actinobactéries et leur

application antimicrobienne.

Tableau 1: Liste des dérivés naturels produits par des Actinobacteria (Loucif, 2010 ; Prescott et
al., 2018).

Applications Produit naturel Souche productive
Antibiotique Clostomycine Micromonospora sp
Antibiotique Abyssomycine Verrucosispora sp
Antibiotique Tetracycline Streptomyces rimosus
Antibiotique Herbimycine Streptomyces hygroscopicus
Antibiotique Chloramphénicol Streptomyces venezuelae
Antifongique Amphotéricine Streptomyces nodosis
Antifongique Nystatine Streptomyces noursei
Antifongique Transvalecine Nocardia transvalensis
Anticancéreux Bléomycine Streptomyces verticillus
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1.6.1.2 Les enzymes

Apres les antibiotiques les enzymes sont les plus importants produits des actinomycetes
(Bettache, 2013).

Tableau 2: Les enzymes et leurs applications industrielles (Ranjani et al., 2016).

Enzyme L "application industriel Actinobacteria
Protéase Aliments Nocardiopsis sp.
Cellulase Detergents Thermomonospora sp.
Lipase Laities Streptomyces griseus
Xylanase Pates a papier Actinomadura sp.
Pectinase Textile Streptomyces lydicus
Amylase Industries de I’amidon Streptomyces erumpens
Phytase Aliments pour les animaux | Streptomyces luteogriseus R10

1.6.1.3 Les probiotiques

Les probiotiques sont les substances microbiennes vivantes qui ont un effet benéfique sur
I’héte par divers moyens, comme la modification de I’hote associé ou de la communauté
microbienne ambiante, en assurant 1’utilisation améliorée de I’aliment ou en améliorant sa valeur
nutritionnelle. En améliorant la réponse de 1’héte a la maladie ou en améliorant la qualité de son

environnement ambiant (Ranjani et al., 2016).
1.6.1.4 Les vitamines

La vitamine B12 telle qu’elle existe dans la nature peut étre produite par des bactéries ou des
actinobactéries. L’isolement de la vitamine B12 a partir des fermentations d’Actinobactéries a
suscité un intérét considérable pour la production possible de vitamines par fermentations
microbiennes. L’ajout de sels de cobalt aux milieux agit apparemment comme un précurseur pour
que toutes les actinobactéries produisent de la vitamine. Les fermentations produisant les
antibiotiques streptomycine, auréomycine, griséine et néomycine produiront également de la
vitamine B12 si le milieu est complété par du cobalt sans apparemment affecter les rendements en

substances antibiotiques (Ranjani et al., 2016).
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1.6.2 Dans le domaine agronomique
1.6.2.1 Bioherbicide

Une autre application intéressante des Actinobactéries est 1’utilisation de leurs métabolites
secondaires comme herbicides contre les herbes et les mauvaises herbes indésirables. Streptomyces
saganonensis produit des herbicidines et des herbimycines qui contrélent les mauvaises herbes
monocotylédones et dicotylédones (Xiliang, 1994).

1.6.2.2 Bioremédiation

Les actinobactéries possedent de nombreuses propriétés qui en font de bons candidats pour
une application dans la bioremeédiation des sols contaminés par des polluants organiques. Dans
certains sites contaminés, les actinobactéries représentent le groupe dominant parmi les
dégradateurs (Johnsen et al., 2002). Ils jouent un rdle important dans le recyclage du carbone

organique et sont capables de dégrader les polymeres complexes (Sanscartier et al., 2009).
1.6.2.3 Lutte contre les maladies des plantes

Les Actinobactéries, en particulier le genre Streptomyces, semblent étre de bons candidats
pour trouver de nouvelles approches pour lutter contre les maladies des plantes. L’agro-industrie
montre un intérét marqué pour Actinobacteria en tant que source de composés agro active de
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes et d’outils de lutte biologique (Tanaka et Omura,

1993 ; Behal, 2000).
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Chapitre 2 matériel et méthodes

Notre travail consiste a une synthése d’articles étudiant les caractéres et la classification des

actinomycetes en Algérie.
2. Isolement des souches d'actinomycetes

L’isolement a été réalisé par technique de dilution (Hayakawa et Nonomura, 1987) sur un
milieu contenant de la chitine-vitamine-B-agar (annexe 1), complété par de la gentamicine (10
ug/mL) et de I’amphotéricine B (50 ug/mL) ( Souagui et al., 2015 ) ou streptomycine (30 pg/L) et
de I’amphotéricine B (50 pg/L) (Sarika et al., 2021) ou rifampicine (5pg/mL) et de ’actidione
(50pg/mL) ou pénicilline (25 mg/l), de cyclosérine (10 mg/l) et d'acide nalidixique (20 mg/1) et la
nystatine a 30 mg/l, I'actidione a 50 mg/l pour inhiber la contamination bactérienne et fongique,
respectivement et les plaques ont été incubées a 30 °C pendant 10 a 21 jours (Badiji et al., 2006)

selon I’article.

Des autres milieux sont aussi utilisés dans 1’isolement des actinobactéries (WYE), Bennett

(annexe 1), (GLM) (annexe 1) (Boudemagh et al., 2005).

Les souches d’actinomyceétes sont subies a des tests préliminaire d’identification

phenotypiques macro- et microscopique (morphologiques, biochimiques, physiologiques).

Les souches cibles sont utilisées pour le dépistage de ’activité fongique proviennent de
I’ American Type Culture Collection (ATCC) et de 1’Unité de mycologie de I’Institut Pasteur
(UMIP) (Boudemagh et al., 2005).

Tableau 3: Les champignons cibles pour tester I'activité antifongique d'actinomycetes.

Les champignons
Les levures Les moisissures

Candida albicans UMIP 48,72, Candida Aspergillus fumigatus UMIP 1082,74.

albicans UMIP 884,65, Candida tropicalis R2 | Aspergillus niger ATCC 16404 et Fusarium
UMIP 1275,81. oxysporum UMIP 625.72. Alternaria sp.,

Candida albicans, Kluyveromyces lactis, Fusarium oxysporum, f.sp. albedinis,

Saccharomyces cerevisiae. Fusarium oxysporum f.sp. lini, Penicillium
Candida albicans C2, C3, IPA200 et sp Aspergillus carbonarius M333,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4226 Aspergillus flavus AF3,
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Candida albicans M2 Candida albicans M3 Fusarium culmorum FC200, Fusarium
Candida albicans IPA200. graminearum FG3 et Penicillium glabrum
PG1.

Aspergillus brasiliensis AB1 A. carbonarius
ACL1 A. carbonarius AC2 A. flavus NRRL
3251 Fusarium culmorum FC1 F. oxysporum
f. sp. albedinis Foal F. o. f. sp. radicis-
lycopersici Forl, Rhizoctonia solani AG3.

2.1 Etude de P’activité antifongique

Différentes méthodes sont utilisées pour la recherche de 1’activité antifongique

d’ Actinobactéries.
2.1.1 La méthode des cylindres d’agar

Des cylindres d’agar de milieu Bennett et GLM (Boudemagh et al., 2005) (de 3 a 6 mm de
diamétre) de cultures d’actinomycétes bien chargées sont coupés et placés sur le milieu casitone
pour les champignons filamenteux (annexe 1) ou YMA pour les levures (annexe 1) ou I’extrait de
malt (Souagui et al., 2015) (annexe 1), déja semé par les germes d'essai (microorganismes cibles).
Apres, les boites sont laissées 2-4 heures a 4 °C pour une bonne diffusion du métabolite
antifongique, les plaques ont été incubées a 28 °C pendant 24 h pour Candida. albicans et 48 heures
pour Candida. tropicalis R2 et les champignons filamenteux (Lemriss al., 2003). Les diametres
des zones d’inhibition autour des disques d’actinomycete ont été mesurés comme indication de
I’activité antifongique (Boudemagh et al., 2005 ; Boudjelal et al., 2010 ; Messaoudi et al., 2015 ;
Souagui et al., 2015).

2.1.2 La méthode de stries croisées

L’activité antimicrobienne a été évaluée sur les milieux ISP2 (annexe 1) et Bennett par la
méthode a stries croisées. La souche actinobactérienne a été inoculée en ligne droite sur un milieu
de culture ISP2 et Bennett solide, puis incubée pendant 10 jours a 30 °C. Aprés la période

d’incubation, les champignons cibles ont ét¢ ensemencés dans des bandes perpendiculaires qui
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traversent la bande de ’isolait. Aprés une incubation ultérieure a 30 °C pendant 24 heures pour les
levures, et a 25 °C pendant 36 & 48 heures pour les champignons filamenteux, 1’activité
antifongique a été déterminée en mesurant la distance d’inhibition entre les microorganismes cibles
et la souche actinobactérienne (Boudjella et al., 2006 ; Badji et al., 2007 ; Mustafa 2009 ; Aouiche
etal., 2012 ; Kumar et al., 2012 ; Boubetra et al., 2013 ; Bouras et al., 2013 ; Lahoum et al., 2019).

2.1.3 Autre méthode

Les isolats testés sont cultivés sur un milieu ISP2 pendant 8 jours a 28 °C. Ensuite, les plaques
ont été recouvertes de 10 mL d’ISP2 contenant 10* cfu/mL des champignons cible. Aprés 24 a 48
heures d’incubation a 28 °C, les plaques ont été examinées pour détecter 1’activité antifongique

dans une zone d’inhibition de la croissance fongique autour de I’isolat d’actinomycéte (Badji et al.,
2006).

2.2. Identification moléculaire et analyses phylogénétiques des souches d’actinomycétes

sélectionnées
2.2.1 Extraction d’AND

On distingue deux étapes essentielles pour I'extraction de I'ADN.
2.2.1.1 Destruction des cellules végétatives

L’isolat d’actinomycetes a été cultivé pendant 3 a 4 jours a 28 °C avec agitation dans des
fioles de 500 mL contenant 100 mL de milieu ISP2. La biomasse a été récoltée par centrifugation
(7000g,10 min) et lavée deux fois avec de I’eau distillée ou bi-distillée (Badji et al., 2006).

2.2.1.2 Purification d’ADN a partir des cellules végétatives perturbées

200mg de mycélium ont été utilisés pour I’extraction de I’ADN comme suit : I’échantillon a
été dispersé dans 80 pL de la solution de lyse theques, 5 uL d’une solution ARNse de 50 mg/mL
ont été ajoutés, et la suspension incubée a 37 °C pendant 60 min. Dix microlitres d’une solution de
protéinase K (20 mg/mL) ont été ajouteés et la solution de lyse et réincubée a 65 °C pendant 30 min.
Le lysat a été extrait avec un volume égal de phénol et centrifugé (7 000 g, 10 min). La couche
aqueuse a été réintroduite avec du phénol (50 % (v/v)), puis du chloroforme (50 % (v/v)). L’ADN

a été récupéré a partir de la phase aqueuse par 1’ajout de NaCl (150 mmol/L).

10



Chapitre 2 matériel et méthodes

concentration finale et de 2 volumes d’éthanol froid 95% (v/v) avant la centrifugation. L’ADN
précipité a été nettoyé avec 50 uL d’éthanol a 70 % (v/v), centrifugé (7000g, 10 min), remis en
suspension dans 50 pL de tampon TE et stocké a -20 °C. La pureté des solutions d’ADN a été
verifiée par spectrophotométrie a 260 et 280 nm, et les quantités d’ADN ont été mesurées a 260
nm (Badji et al., 2006).

2.2.2 Amplification par PCR et électrophorese en gel d’agarose

L’amplification par PCR est réalisée dans un thermocycleur (Hybaid, Omnigene Teddington,
Royaume-Uni) selon les conditions suivantes : un cycle de dénaturation initiale a 94- 98 °C pendant
3 a 10 min, 30 a 45 cycles comprenant du 30 s a 1 min de dénaturation a 94 °C, puis 30 s a 1 min
d’hybridation a 53 a 58 °C et 30 s a 1 min d’allongement a 72 °C, suivi d’un troisieme cycle de 5
a 10 min d’allongement final & 68-72 °C. A la fin du cycle, le mélange réactionnel a été maintenu
a 72 °C pendant 5 min, puis refroidi a 4 °C (Boudemagh et al., 2005 ; Badji et al., 2006 ; Souagui
et al., 2015).

Aprés I’amplification, les produits de la PCR sont analyses (séparer) par électrophorese sur
gel d’agarose 1uL d’échantillons (Ultrapure, Bio-Rad) et 0,5 pg ml*de bromure d’éthydium, dans
un tampon TAE 1X, et a été visualisée par fluorescence (UV) pour voir les bandes d’ADN, et en
présence d’un marqueur de taille. Apres la migration, le gel est examiné sous la lumiére (UV) pour
repérer les bandes amplifiées (Boudemagh et al., 2005 ; Badji et al., 2006 ; Souagui et al., 2015 ;
Messaoudi, 2020 ; Sarika et al., 2021).

Tableau 4: Les amorces utilisées en PCR.

Amorces Séquanes Références
ADNTr 16S : 5" CGGGGCGAGTTAAG KAAACT 3’ Boudemagh et al., 2005
91E 5" GCC CGG GAA CGT ATT CAC 3’
16S2
ADNr 16S : 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ Badji et al., 2006 ; Sarika
27F 5 GGTTACCTTGTTACG ACTT 3’ etal., 2021 ; Gacem et al.,
1492R 2020 ; Aouiche et al.,
2012.
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ARNTr 16S : 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ Souagui et al., 2015
P1 5" AAGGAGGTGATCCAGCGC 3’
P2
K:CouG

2.2.3 Séquencage de ’ADNr 16S
Le séquencage est réalisé par la technique de Sanger automatisée (Boudemagh et al., 2005).

Les mémes amorces que sont dans (le tableau 4) et un séquenceur automatisé ont été utilisés
a cette fin. La séquence a été comparée pour la similitude avec les espéces de bactéries de référence
contenues dans les banques de bases de données genomiques, en utilisant le NCBI BLAST
disponible a http:// www.ncbi.nih.gov/ (Boudemagh et al., 2005 ; Badji et al., 2006 ; ; Aouiche et
al., 2012 ; Souagui et al., 2015 ; Messaoudi, 2020 ; Sarika et al., 2021).

2.2.4 Analyses phylogénétiques

Les analyses phylogénétiques et évolutives moléculaires ont été effectuées a I'aide du logiciel
inclus dans différents version de MEGA paquet. La séquence d'ADNr 16S des échantillons
d’actinomycetes isolés a été alignee a l'aide du programme CLUSTALW contre des sequences
nucléotidiques correspondantes de représentants du genre Actinomadura extraites de GenBank.
Des matrices de distance évolutives ont eté génerées et un arbre phylogénétique a été déduit par la
méthode de jointure voisine (Boudemagh et al., 2005 ; Badji et al., 2006 ; ; Aouiche et al., 2012 ;
Souagui et al., 2015 ; Messaoudi, 2020 ; Sarika et al., 2021).

2.2.5 Hybridation ADN-ADN

Le principe d’hybridation est de comparer I’ADN génomique de deux souches bactériennes, I’'une
est une espece de référence connue et I’autre est une souche bactérienne isolée. Cette analyse est
demandée dans le cas ou les deux souches bactériennes partageant un pourcentage de similarité
supérieur a la limite de (98.65%), fixée par (Kim et al., 2014), pour différencier deux souches
bactériennes proches. En effet, si le pourcentage de renaturation (aprés hybridation) mesuré entre
les deux ADN est inférieur a 70 % cela veut dire que les deux souches appartiennent a deux
especes bactériennes différentes (Boudemagh et al., 2005 ; Badji et al., 2006 ; ; Aouiche et al.,
2012 ; Souagui et al., 2015 ; Messaoudi, 2020 ; Sarika et al., 2021).
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Dans cette partie on présente les résultats rapportés dans les travaux étudiés concernant les
parties relatives a la recherche de I’activité antifongique des Actinobactéries contre certaines

souche cible et 1’étude phylogénique de ces bactéries.
3.1. Résultats de I’activité antifongiques

Le tableau 5 résume les résultats des 30 Actinobactéries isolés des différentes régions sur

différents milieux de culture et par différentes méthodes ainsi les différentes espéces fongiques

cibles.
Tableau 5: Les résultats de I’activité antifongique.
Nombre Région Souche cible Activité Références
d’isolats observé
Une seule Ghardaia | Saccharomyces cerevisiae ATCC 4226 +++ Aouiche et
souche al., 2012.
Candida albicans C2 ++
Candida albicans C3 +++
Candida albicans IPA200 +++
Aspergillus carbonarius M333 +++
Aspergillus flavus AF3 ++
Fusarium culmorum FC200 +++
Fusaruim graminearum FG3 +++
Penicillium glabrum PG1 +++
Une seule | Beni-Abbes Candida albicans ++ Badji et al.,
souche (Bechar) Kluyveromyces lactis + 2006.
Saccharomyces cerevisiae +
Alternaria sp +++
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Fusarium oxysporum, f.sp. albedinis, +++
Fusarium. oxysporum f.sp. lini, +++
Penicillium sp +++
27 Ouargla, Candida albicans UMIP 48,72 GLM ++ Boudemagh
Biskra et Bennett - et al., 2005
El-Oued. Candida albicans UMIP 884,65 GLM ++
Bennett -
Candida tropicalis R2 UMIP 1275,81 GLM ++
Bennett -
Aspergillus fumigatus UMIP 1082,74 GLM +
Bennett +
Aspergillus niger ATCC 16404 GLM ++
Bennett +
Fusarium oxysporum UMIP 625.72 GLM ++
Bennett +
Une seule Adrar Candida albicans M2 ISP2 +++ Lahoum et
souche Bennett +++ al., 2019.

Candida albicans M3

ISP2 +++

Bennett +++

Candida albicans IPA200

ISP2 +++

Bennett +++

Saccharomyces cerevisiae ATCC 4226

ISP2 +++

Bennett +++

Aspergillus brasiliensis AB1

ISP2 +++

Bennett +++

Aspergillus carbonarius AC1

ISP2 +++

Bennett +++

Aspergillus carbonarius AC2

ISP2 +++

14




Chapitre 3 Résultats et discussions

Bennett +++

Aspergillus flavus NRRL 3251 ISP2 +++

Bennett +++

Fusarium culmorum FC1 ISP2 +++

Bennett +++

Fusarium oxysporum f. sp. albedinis ISP2 +++
Foal Bennett +++

Fusarium oxysporum f. sp. radicis- ISP2 +++
lycopersici Forl Bennett +++

Rhizoctonia solani AG3 ISP2 +++

Bennett +++

D’aprés ces résultats en peut estimer que les actinomycetes ont une propriéte importante dans
la production de certains composants particulierement les antibiotiques. Une grande majorité des
antibiotiques ont été isolés dans des nombreux programmes testés pour la recherche de nouveaux

agents chimio-thérapeutiques contre diverses bactéries (Sarika et al., 2021).

Selon les résultats de Aouiche et al. (2012), I’activité antimicrobienne de I’isolat de Ghardaia
est forte a tres forte contre les champignons filamenteux toxinogenes et moyenne contre les trois

souches de Candida albicans et trés forte contre Saccharomyces cerevisiae.

Badji et al. (2006), ont trouvé une activité antimicrobienne a large spectre. Il était fortement
actif contre les champignons tels que Alternaria sp. Penicillium sp. Toutefois, il était modérément
actif contre Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et Fusarium. oxysporum f.sp. lini et faiblement

actif contre les levures.

Alors que dans le travail de Boudemagh et al. (2005), montre une absence totale de 1’activité
contre les levures dans le milieu Bennett et faible contre les moisissures avec une activité forts a

remarquable dans le milieu GLM pour les deux types de souche cible.
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Selon cette ¢tude, le milieu GLM est le plus favorable a I’isolement et la production des

molécules antimicrobiennes des actinomycétes des sols sahariens de ces régions.

Par ailleurs, Lahoum et al. (2019), rapport une activité trés forte et remarquable contre tous
les champions cible et dans les différents milieux (Bennett, ISP2), la souche ABH26 a montré une
forte capacité a inhiber la croissance des levures et des champignons filamenteux.

Ces résultats sont similaires & ceux rapportés par Tabelsi et al. (2016), qui présente des
nouvelles especes des Streptomyces isolé a partir du sol de notre voisins Tunisie.

De méme, I’étude de Ouhdouch et al. (2001), réalisé dans le Maroc montre qu’entre 32
isolats d’actinobactérie antifongique ont été isolé de différents écosystéme 40% de ces isolats sont

obtenues a partir du sol rhizosphérique de Poenix dactylifera L. et argania. spinosa.

Par contre, Arafat et al. (2016), qui ont fait leur étude sur la région de Saudia, indiquent une
absence de I’activité de Streptomyces NBR vis-a-vis deux champignons filamenteux, Aspergillus
niger ATCC16404 et Aspergillus flavus ATCC16883 avec une activité trés forts contre Candida

albicans.

L’absence de ’activité antifongique chez certaines Actinobactéries contre certains germes
cible en particulier Candida albicans peut étre due a 1’évolution de la résistance de ces germes vis-

a-vis ces molécules antifongiques.

En revanche, on peut remarquer que les résultats de recherche d’activité antifongique réalisé
par la méthode de stries croisées selon Aouiche et al. (2012) et Lahoum et al. (2019), sont plus

éleve par rapport aux résultats des autres méthodes appliquées.

Ces travaux suggerent qu’il y’a plusieurs méthodes utilisées pour la mise en évidence de
I’activité antifongique des Actinobactéries mais les deux méthodes les plus utilisé sont la méthode
des cylindres d’agar et la méthode de stries croisées respectivement. On note que cette derniere est

moins appliquée car elle permet de donner une mauvaise observation des zones d’inhibition.

Ainsi, plusieurs milieux de culture sont utilisés dans le méme objectif mais on peut
remarquer que le milieu ISP2 est le plus favorable pour la production des substances

antimicrobiennes.
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3.2. Résultat de I’identification moléculaire
Les résultats de la caractérisation moléculaire ont éte effectuée par amplification par PCR.

Dans I’identification des actinomycetes, la séquence du géne de I’ADNr 16S a joué un réle
vital, ce qui est évident par des nombreux travailleurs (Al-Ansari et al., 2020, Daigham et
Mahfouz, 2020).

Cette méthodologie est simple, rapide et permet de réduire considérablement les tests
phénotypiques en limitant a quelques caractéres discriminants capables de séparer et d’identifier
les actinomycetes. Cette approche semble tres indiquée lors d’un dépistage rapide d’un grand
nombre de souches afin d’identifier le genre actinomycéte présent dans les différents isolats

(Boudemagh et al., 2005).

Dans I’étude de Aouiche et al. (2012), la séquence partielle du géne codant pour I’ARN 16S
(1464 pb) est déterminée et déposée au niveau du GenBank sous le numéro d’accession
(JN225875). L’identification moléculaire de 1’isolat d’actinomycétes a permis de rapprocher
I’isolat PAL111 de I’espéce Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 avec un taux de similarité de
99,7 %. La position phylogénétique de cet isolat vis-a-vis des especes les plus proches du genre

Streptomyces est représentée sur la Figure 3.

54— Streptomyces griseorubens NBRC 1278( )! (AB184139)

———— Streptomyees althioticus NRRL B-39817 (AY999791)

Streptomyces viridochromogenes NBRC 3113' (AB184728)

o Streptomyces paradoxus NBRC 14887" (AB184628)

Streptomyces griseoflavus LMG 19344" (AJ781322)

Streptomyces flaveolus NBRC 3715 (AB184786)
— Streptomyces collinus NBRC 12759" (AB184123)

98l Streptomyces violaceochromogenes NBRC 13100" (AB184312)

Streptomyces heliomycini NBRC 158997 (AB184712)

Isolat PAL111 (JN225875)

41

l
95 L— Streptomyces ambofaciens ATCC 23877" (M27245)

0.001

Figure 3: Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences du géne codant pour
I’ARNr 16S, montrant la relation entre 1’isolat PAL111 et les souches-types des espéeces les
plus proches du genre Streptomyces.
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Autre étude réalisee par Souagui et al. (2015) dans le sol de la région de Boussaada montre
que la souche étudiée peut étre étiqueté comme Streptomyces sp. SY-BS5. Les valeurs de
similitude les plus élevées ont été trouvées entre les séquences de Streptomyces sp. SY-BS5 et
Streptomyces cyaneofuscatus (JCM4364T) (99 %).

Les résultats du séquengage des souches d’actinomycétes C3 et 30 (El Oued) dans le travail
de Boudemagh et al. (2005) ont été obtenus sous forme d’électrophorégrammes (comme indique
le tableau 6) bruts sous le logiciel Chromas. Ces séquences sont soumises via Internet a I’aide du
logiciel Blast, pour comparaison avec les séquences homologues contenues dans la banque de
données (GenBank).

Tableau 6: Résultat de I’identification moléculaire et le pourcentage d’homologie.

Isolat Resultat du Blast Pourcentage d’homologie

Streptomyces caviscabies,
30 (El Oued) Streptomyces griseus 100%

Streptomyces setonii

Streptomyces himgiriensis,
C3 (El Oued) Streptomyces virginiae, 99%
Streptomyces lavendulae

Streptomyces subrutilus.

En outre, les résultats de Boudemagh et al. (2005), dans les trois régions nous donnent une
idée que le sol rhizosphérique de la région de Biskra offre le plus grand nombre d’actinomycétes
avec 52%, contre les deux sols non rhizosphériques d’El-Oued et d’Ouargla, avec, respectivement,
18% et 30%. Mais la présence d’un grand nombre d’actinomycétes dans le sol rhizosphérique ne
justifie pas une recherche juste pour ce type de niche écologique. Ces recherches indiquent que les
deux seules souches présentant une activité antifongique ont été isolées du sol non rhizosphérique
de la région d’E1-Oued.

Egalement, de nombreuses études réalisées dans ce sujet (Boudjella et al., 2006 ; Badiji et
al., 2007 ; Boudjelal et al., 2010 ; Meklat et al., 2013 ; Boubetra et al., 2015 ; Lahoum et al., 2019)
sur différentes régions (en particulier les sols arides) rapportent que le sol d’Algérie est une niche

¢cologique de divers espece d’ Actinobactéries.
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Conclusion

La propagation des maladies causées par des champignons pathogenes constitue une
préoccupation sanitaire majeure dans nos jours, 1’exigence de la recherche des nouvelles substances

bioactive contre ces champignons pathogenes est un pas essentiel pour éliminer ces maladies.

L’objectif principal de ce travail est une étude bibliographique des travaux de recherches
réalisés sur le sujet des Actinobactéries du sol aride de 1’Algérie, et particulierement 1’étude de
I’activité inhibitrice de ces dernier vis-a-vis quelques champignons pathogénes ainsi, les caractéres

phylogéniques de ces bactéries.

D’apres les 30 isolats étudiés, on remarque que les résultats sont variés en raison de la
production de métabolite secondaire qu’est variée d’une souche a un autre selon la composition de

milieu de culture, de la méthode utilisée, et la souche cible (champignons filamenteux/ levure).

Aussi, on peut déduire que tous les souches d’Actinobactéries indiquées dans les travaux
étudiés montrent une activité trés forte contre des divers champignons filamenteux et faible a

modéré contre les levures.

Les meilleurs résultats ont été observé dans la région d’Adrar, cet isolat a montré une activité

a large spectre contre différentes souches des levures et des moisissures.

D’aprés les études présentées on peut conclure que les Actinobactéries présentent des
caractéres phénotypiques et genotypiques différents ainsi une variation dans 1’activité inhibitrice

et la fréquence d’isolement en fonction de 1’origine d’isolement.

Cependant, le sol du Sahara de 1’Algérie est riche de différent genre et espéces des
Actinomycetes en particulier les Streptomyces capables de produire des molécules bioactives

utilisés dans des plusieurs domaines biotechnologiques.

Enfin, il est a noter que malgré ces travaux, les études des caracteres moléculaire sont encore

au début et insuffisant dans 1’ Algérie.

Nous espérons dans 1’avenir, d’identifier des souches actives notamment contre les espéces
de Candida et analysées la nature des substances antimicrobiennes par des techniques
performances (HPLC, RMN...).
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Les milieux de cultures
* Les milieux d’isolement des actinomycétes

Milieu chitine-vitamines-B-Agar (Messaoudi. O 2020).

L8] 0113 1 2 g/l
K2 H PO & o 0,35 g/L
KH 2P O .o 0,15 g/L
MESOA, TH20: ..o e 0,2 g/L
NG e e e 200 g/L
a0 e 0,02 g/L
FeSO4, TH20: ..o e e 0.01 g/L
ZNSOA, TH20: ..o 0.001 g/L
MNCT2, AH20: .o 0.001 g/L
N 18 g/
Eau distillee : ... e 1000 ml.
pH =7,2.

Milieu WYE : modifié par Reddi et Rao (Boudemagh A et al., 2005).

EXtrait de [eVUre OXOTUE & .....vieie e e e 025g1 !
A AT OXOTAC: ..\ttt 18gl!
pH=7,2

Les milieux d’isolement d’actinomycetes et de I’étude de ’activité antifongique
Milieu Bennett (Boudemagh A et al., 2005).
EXtrait de JoVUIE & ..o lgl!

Extrait de boeul : ... lgl!
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CasaminOACIAE: ... ..vieit ittt 2g1!
L2 101070 1] P 10g
|_1

AT L 15gl!
pH=7,3

Milieu GLM:(Boudemagh A et al., 2005).

EXtrait de JOVUIE & .. .o 3glt
EXtrait de malt : .. ..o, 3glt!
PP 0N .ttt 5gl!
GlUCOSE: ettt e e e e 10gl!
A G e 20g1!
pH=7,2

Le milieu casitone

BaCtO CASIEONE: ...\ttt e e e, 9gl!
EXrait de IOVUIE : ... e e 5gl!
Citrate de SOOIUM & ... .o 10gl1?
GIUCOSE = .ottt 20gl1!
Phosphate di-hydrogéne de potassium : ..........ccoiiiiiiiiiii e, 0,54 gl
Phosphate di-sodium d’hydrogene : .............cooouiiiriiriii e, 3,34gl?
AL e e 1 8 G T
Le milieu YMA

Base d’azote de 1eVUIe & .....vviviiiiiiee e 0,5 G T
PN 1y USRI 1,5gl!

GIUCOSE: .oeitiee e e e e e e 10 g T
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A AT e e ene e 20 @ -

Le milieu ISP2: (Shirling., Gottlieb, 1966)

EXErait de MAlt .....cooiouiiiieiiecieees et ettt et r e etae et enne e nees 109
N 1< RPN |

Eau distill€e......... oooiniii e 1000

ml
pH=7,2.
Le milieu MEA

Extraitde malt: . ..o . 30,0
MAITOSE ..t e e et srae e e ssaneneereenneens L2, 1D ()
DEXIIINE & e e e et ene e 29 1D ()

GIYCAIOL & oo et 203D ()
=T 0] (0] 0PTSRS PPURUPRRUPPPRRPRRRRPRN O A £ o o
N0 L o - TR UPRUPUPRRRORSRRRPRRRN o 0 N ¢ |

Ajuster le pH a 4,5 par addition d’une solution stérile d’acide lactique a 10%

Solution pour la purification d’ADN a partir des cellules végétatives perturbées

La solution de lyse théques

THS—HCI & L e LOO MMOI/L
E D T A et neenenee. 20 MMOI/L
NACK: <. 200 MMOI/L
LY SOZYMIE & ittt e e e e e et e eae e e sseesraesraesneeeneeeneees L QML

pH=7
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Tampon TE

THIS—HC o e e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeee. 10 MmO/
pH=7,4

E D T A & e e e L TMOI/L pH=8



Résumé




udﬂ.d\
Akl adil jall Gany dia il jall A Adlia ghalia pe Adlad) 4 il e A el Actinomycéte b siSs (ol dayfill Jaliis Al jal g guia gall 138 Ca3gy
Y 5 jrall 03gd Ay all (ailiadll dul ) 5 ddagiall
Al all g e 5 0l8 iy s zll e dle 3538 Ll Actinomycéte LosSs oo godasi (8¢ saluall Candl J3A (e Lele Jaaniall il
(Aspergillus carbonarius, a5 las ddle daulua elal A iledll s i 5 paall dalandd) <l ) G (e daadl CLESH a Gial oY Al 4 kil
Aspergillus flavu Fusarium culmorum Fusaruim graminearum, Penicillium glabrum, Alternaria sp, Fusarium oxysporum,
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Résumé

Le but de ce travail est 1’étude bibliographique de I’activité inhibitrice d’ Actinobactéries isolées de sol des régions aride

d’Algérie vis-a-vis des germes fongiques cibles, et les caractérisations moléculaires de ces isolats.

Les résultats rapportés par les travaux étudiés montrent que les Actinobactéries ont une haute capacité a produire des
molécules capables d’inhiber des germes fongiques trés pathogéne chez I’homme et ’environnement, les champignons
filamenteux étudiés (Aspergillus carbonarius, Aspergillus flavus, Fusarium culmorum, Fusaruim graminearum, Penicillium
glabrum, Alternaria sp, Fusarium oxysporum, Penicillium sp, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus brasiliensis,
Rhizoctonia solani) et la levure Saccharomyces cerevisiae montraient une sensibilité trés forte par contre les levures Candida

albicans, Kluyveromyces lactis , Candida tropicalis sont peu sensibles.

L’identification moléculaire par le séquengage du géne d’ADNr 16S indique que tous les isolats étudiés appartenaient

génétiqguement au genre de Streptomyces.

Mots clés : Actinobactéries, activité antifongique, champignon filamenteux, levures, sol aride.

Abstract

The interests of this subject, is the study of the inhibitory activity of Actinobacteria isolated from soil of arid regions of

Algeria against target fungal germs, and the molecular characterizations of these isolates.

The results obtained by our bibliographic synthesis show that Actinobacteria have a high capacity to produce molecules
capable of inhibiting highly pathogenic fungal germs in humans and the environment filamentous fungi studied (Aspergillus
carbonarius, Aspergillus flavus, Fusarium culmorum, Fusaruim graminearum, Penicillium glabrum, Alternaria sp, Fusarium
oxysporum, Penicillium sp, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus brasiliensis, Rhizoctonia solani) and yeasts
(Saccharomyces cerevisiae) showed a very strong sensitivity on the other hand yeasts (Candida albicans, Kluyveromyces lactis,
Candida tropicalis) are not very sensitive.

Molecular identification by sequencing the 16S rDNA gene indicates that all the isolate studied belonged g+enetically to
the Streptomyces genus.

Key words: Actinobacteria, antifungal activity, filamentous fungus, yeasts, arid soil.




