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Résumé

Résumé

Un grand nombre de microorganismes vivent dans le sol ou I"activité microbienne est
intense en particulier dans la zone liant le sol avec les racines, la rhizosphére. Cette derniére
peut contenir plus d’un million de microorganismes par gramme du sol. Certains de ces
micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables de coloniser efficacement

les systemes racinaires. Ces bactéries sont alors reprises sous le terme RPCP/PGPR.

La majorité des actinobactéries sont trouvés dans divers types de sol,certains sont
distribués dans les parties rhizosphériques. Cet environnement a été jugé une source riche
pour l'isolement des agents producteurs de nouvelles molécules bioactives : antibiotiques,

agents de biocontrdle et des promoteurs de croissance des plantes.

Dans la rhizosphere, les actinobactéries et particulierement les Streptomyces jouent un
role trés important dans la protection des racines des plantes par inhibition du développement
des champignons potentiellement pathogenes par leur sécrétion d’antifongiques. D’autres
genres appartenant aux actinobactéries sont également des producteurs de molécules
possédant des activités antifongiques. Les actinobactérie sont prouves également leur capacité
a produire des sidérophores et a solubiliser le phosphate. Par conséquent, ce groupe de

bactérie peuvent étre appliqués vivement en agriculture.

D’aprés la littérature, les actinobacteries suscitent beaucoup d’intéréts par leur
importance dans la production d’antibiotiques et autres métabolites secondaires
bioactives.Cette derniere révelent des activités biologiques variées tel qu’antibactériennes,
antifongiques, antiviral, anticancéreux, anti protozoaires, anti cholestérol ; ce qui fait d’eux
des producteurs intéressants en industrie pharmaceutique ou agrochimiques, en particulier

Streptomyces qui produisent des milliers d'antibiotiques.

Mots clés : Rhizosphére, PGPR, actinobactéries, moléculesbioactives, antibiotiques,

antifongiques, phosphate, sedirophores.



Abstract

Abstract

A large number of microorganisms live in the soil where the microbial activity is
intense, in particular in the zone linking the soil with the roots, the rhizosphere. The latter can
contain more than a million microorganisms per gram of soil. Some of these microorganisms,
mainly bacteria, are able to effectively colonize root systems. These bacteria are then included
under the term RPCP / PGPR. The majority of actinobacteria are found in various types of
soil, some are distributed in the rhizosphere parts. This environment has been judged to be a
rich source for the isolation of agents producing new bioactive molecules: antibiotics,
biocontrol agents and plant growth promoters.

In the rhizosphere, actinobacteria and particularly Streptomyces play a very important
role in the protection of plant roots by inhibiting the development of potentially pathogenic
fungi through their secretion of antifungals, other genera belonging to actinobacteria are also
producers of molecules possessing antifungal activities. Actinobacteria have also proven their
ability to produce siderophores and to solubilize phosphate. Based on their performance,

these microorganisms can be applied vigorously in agriculture.

According to the literature, actinobacteria arouse a lot of interest, because it is the most
important source of production of antibiotics and other bioactive secondary metabolites reveal
various biological activities such as antibacterial, antifungal, antiviral, anticancer, anti
protozoa , anti cholesterol, which makes them interesting producers in the pharmaceutical or
agrochemical industry, in particular Streptomyces which produce thousands of antibiotics.

Key words: Rhizosphere, PGPR, actinobacteria, bioactive molecules, antibiotics, antifungals,

phosphate, sedirophores.
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Introduction

Introduction

Le monde est confronté a un probléme de sécurité alimentaire dd a la surpopulation
mondiale qui conduit a une utilisation accrue des engrais chimiques pour augmenter la
productivité agricole. Bien que les engrais chimiques présentent des avantages, ils ont des
effets négatifs sur la santé humaine ainsi que sur la flore du sol et sur I’environnement. Cela a
suscité un intérét pour l'utilisation des bactéries/rhizobactéries promotrices de la croissance
des plantes (PGPB/R) en tant que principes actifs des biofertilisants. Les PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) favorisent la croissance des plantes par des mécanismes directs et
indirects tels que la production de phytohormones, la fixation de I'azote, la solubilisation du
phosphate, la production d'antibiotiques et des enzymes lytiques et la production de
sidérophores. Dans la présente étude, nous nous sommes concentrés sur les actinobatéries et

leur réle dans la promotion de la croissance des plantes (Lisa, 2019).

Les actinobactéries représentent I'un des groupes microbiens les plus répandus dans le
sol constitue environ 10 a 50% de la communauté de la microflore du sol (Wang et al., 2012),
elles possedent un potentiel considérable de biotransformation et de biodégradation des
pesticides. Des études confirment I’implication de diverses souches de ces bactéries a paroi
Gram-positive, dans la dégradation de pesticides avec des structures chimiques trés
différentes, notamment des organochlorés, des s-triazines, des triazinones, des carbamates,
des organophosphates, des organophosphonates, des acétanilides et des sulfonylurées (De
Schrijver et De Mot, 1999 ; Rao, 2000). Cette caractéristique particuliére est due a la
capacité des espéces d'actinobactéries a produire une variété d'enzymes extracellulaires
capables dedégrader des polluants chimiques complexes et récalcitrants (Sette et al., 2005).11
a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont produits par les

actinobactéries dont 6550 (40%) par des espéces de Streptomyces (Choulet, 2006).
Dans cette optique, notre manuscrit est scindé en trois parties :

- Une partie bibliographique qui comprend une synthése d’un ensemble de données sur les
bactéries rhizosphériques promotrices de la croissance des plantes (PGPB) et les mécanismes
impliqués dans la stimulation de la croissance des plantes ainsi la microflore de la rhizosphére

et les connaissances actuelles sur les actinobactéries en général et leurs métabolites bioactives.
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- Une deuxiéme partie consiste a mettre différents protocoles utilisées au laboratoire pour
étudier les actinobactéries rhizosphériques, leurs activités biologiques ainsi que leur capacité a

produire les sidérophores et la solubilisation de phosphate.

- A cause de la pandémie mondiale Covid-19 survenue en début de I'année 2020 et les
décisions administratives émanant de notre université prise en mois de mars 2020, nous étions
dans I'impossibilité matérielle et sanitaire de réaliser la partie pratique attendue de ce travail.
Aussi et afin d'enrichir ce document, nous avons ajouté une troisiéme partie comprenant une
synthese, de différents résultats obtenus par la littérature afin d’enrichir le contenu

scientifique.
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1. Larhizosphére

La rhizosphére est le volume de terre directement soumis a 1’action des racines. Elle
correspond aux surfaces d’échanges entre les racines et les minéraux de la terre ainsi qu’entre
les racines et les microorganismes, c’est une zone ou les relations entre plantes et micro-
organismes sont particulierement actifs. Elle constitue une continuité entre le milieu

biologique et le milieu physique (Vacheron et al., 2013).

Plus simplement, il s’agit du volume de sol adhérent aux racines et sous leur influence.
L’intense activité microbienne est la caractéristique essentielle de la rhizosphére. Elle est due
a la libération dans le sol de composés carbonés (les rhizodép6ts) qui stimulent la croissance
et le développement des microorganismes du sol. L’influence des racines sur I’activité des
microorganismes est appelée « effet rhizosphere ». L’intense activité microbienne dans, sur
et autour de la racine, résulte de la libération dans le sol d’une grande variété de composés
organiques servant de source de carbone, voire d’azote et d’énergie pour les microorganismes.
C’est le processus d’exsudation racinaire appelé rhizodéposition, qui est commun a toutes les

plantes supérieures (Dennis et al., 2010).

Dans la rhizosphére on distingue trois zones : I'endorhizosphére, le rhizoplan et le
ectorhizosphere. Dans cet environnement, il y a des interactions entre les racines des plantes,
les microbes, et le sol. Les propriétés physiques et chimiques du sol, peuvent modifient la

population microbienne dans la rhizosphére (Huang et al., 2014).

Les microorganismes sont partout, ils se développent malgré des conditions extrémes
qui sembleraient rédhibitoires pour tout organisme, et dans 1’ensemble de ses habitats, ils
jouent un role crucial dans I’équilibre des cycles biogéochimiques. Cependant, s’il y a un
habitat qui a particulierement été étudié et ou les microorganismes jouent un réle fondamental

pour ’Homme, c’est la rhizosphere.

Il a été montré que des relations se créent dans 1’écosystéme rhizosphérique au sein des
communautés de microorganismes et entre les microbes et la plante (Figurel). La plante
investit une partie de ses ressources pour entretenir des relations avec les microorganismes de
la rhizosphére. En un sens, elle fagconne la communauté de microorganismes autour de ses
racines en libérant dans 1’habitat rhizosphérique une partie du carbone qu’elle fixe par

photosynthése. Cette libération conduit a un échange mutuellement bénéfique puisque les
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microorganismes vont étre bénéfiques en termes de croissance de développement, de nutrition

ou encore d’immunité pour la plante. Sur la (figure 1) (Pieterse et al., 2016).

Le cadre orange regroupe les phénomeénes liés au genotype de la plante : métabolisme des
racines, fonctionnement du systéme immunitaire, et a la composition des exsudats qui
ensemble, influent sur la structure de la communauté de microorganismes de la rhizospheére.
Le cadre bleu représente les interactions microbes-microbes, il regroupe les activités des
microorganismes variables en fonction des souches qui vont avoir un role antimicrobien ou
probiotique et donc respectivement inhiber ou améliorer la croissance des autres
microorganismes. Finalement, le cadre violet présente les services apportés collectivement par
les microorganismes de la rhizosphére: transformation de [D’architecture des systémes
racinaires, améliorer I’accumulation de la nutrition et activer les systémes immunitaires par

«induced systemic resistance/suppression» (ISR/S).

L’extension de la zone rhizosphérique peut varie selon le type de sol, I’espece végétale et son

age et d’autres facteurs biotiques et abiotiques (Anand et al., 2016).

Microbiome -> Plant

Plant genotype-speiﬁc j Microbiome-specific

Nutrient uptake mediators

Host immune modulators

\ .

Toxins
Signaling molecules

Plant-growth regulators

Plant defense elicitors

rfé

Pathogens

antagonizing
Mutualist- microbes
antagonizing ISR-
microbes eliciting
microbes

Siderophores Microbe % Microbe Nutrient competition
Bioflim forman;n Strain-specific Quorum-sensing signals
acteriocins
Antibiotics Surfactants Lytic enzymes Niche exclusion
e T T T e e———— )
Trends in Plant Science

Figure 01 : Les interactions au sein de la rhizosphére impliquant la plante et les microorganismes

(Pieterse et al., 2016).
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Les rhizobactéries stimulatrices de la croissance des plantes (PGPR : Plant growth-
promoting rhizobacteria) : sont les bactéries du sol qui colonisent les racines des plantes et
améliorent leur croissance directement ou indirectement ; et a leur tour les racines des plantes
sécretent des métabolites qui peuvent étre utilises comme éléments nutritifs. La stimulation
directe peut inclure la fixation de I'azote atmosphérique, synthese de diverses phytohormones
et des enzymes, ainsi que la solubilisation des minéraux du sol. Tandis que la stimulation
indirecte qui comprend I'inhibition des phytopathogénes via trois types d'interactions, la
compétition, I’antagonisme et 1’induction de la défense de la plante (la résistance systémique
induit : IRS) (Osman et al., 2017).

Elles appartiennent a différents genres, parmi lesquels Pseudomonas, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, et Serratia (Nelson et Kloepper 2014; Glick 2014).

Les nombreux métabolites produits par ces souches PGPR peuvent étre classés en
fonction du type d'action qu'ils vont provoquer, impliquant des effets indirects ou directs. Le
mode d'action indirect s'observe en présence d'un agent pathogéne. Il conduit & une
modification des équilibres microbiens dans la rhizosphére qui aboutira a une protection de la
plante par suppression des microorganismes nuisibles. Par un mode d'action direct, les
bactéries stimulent la croissance des plantes, méme en absence d'agent pathogéne (Chen et
al., 2013; Hussein et Joo., 2014).

Plusieurs études sur la relation PGPR/amélioration de I'absorption des nutriments ont
conclus que I'application des inoculations bactériennes améliore considérablement
I’absorption du N, P, et K. En outre, le processus d'inoculation avec AzospirillumetBacillus
spp a montré une nette accumulation de ces minéraux dans les tissus de la plante (Amir et al.,
2005).

Fondamentalement, les PGPR sont définit par trois caractéristique intrinseques :
1) Elles doivent pouvoir coloniser la racine ;
2) elles doivent survivre et se multiplexer dans les micro habitats associer a la surface des
racines, en concurrence avec d’autre macrobioteet ;

3) elles doivent favoriser la croissance des plantes (Niranjana et Hariparasad, 2014).
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Figure 02 : Role des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (Gouda et al.,2018a).
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1.2 Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des plantes

1.2.1 Lasolubilisation de phosphate

Le phosphore est un élément nutritif indispensable et irremplagable pour les besoins
vitaux des plantes (Rfaki et al., 2014). La carence en phosphore dans les sols est une
contrainte majeure qui limite lacroissance des plantes due a sa faible solubilité. Les plantes
absorbent les formesinorganiques de phosphore qui contribuent a leurs croissance et a leurs
développement a un taux égal a 0.2% du poids sec de la plante (Oteino et al., 2015; Alori et
al., 2017).

Pratiqguement, le phosphore (p) joue un réle important dans tout processus métaboliques, y
compris la photosynthése, le transfert d’énergie, la transduction de signal, la respiration chez
les plantes (Khan et al., 2010).11 a aussi un role important dans la fixation de 1’azote chez les
Iégumineuses .Par conséquent, I’acquisition d’une concentration suffisante de phosphore
augmente la croissance et le développement des plantes dans different systemes de production
(Hayat et al., 2010).

Les plantes acquierent du phosphore dans la solution du sol sous forme d'anions
phosphates qui sont extrémement réactifs et sont immobilisés par précipitation avec des
cations tels que Ca?*, Mg?", Fe3*et AI3* selon les propriétés particuliéres du sol
(Sanyal et Datta, 1991 ; Halford, 1997).
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Les microorganismes bénéfiques solubilisant le phosphore convertissent les formes insolubles
en formes directement assimilable par les plantes lors de sécrétion d’acides organiques qui
diminuent considérablement la valeur du pH de la rhizosphere etentraine la dissociation des
liaisons dans les composes phosphorés insolubles tels que leCa3(P04)2, contenu dans les sols
calcaires (Afzal et Bano, 2008).

Les bactéries solubilisatrices du phosphate comme Rhizobium, Enterbacter, Serratia,
Citrobacter, Proteus, Klebsiella, Pseudomonas, ou encore Bacillus jouent un role pour la
nutrition des plantes puisqu’elles ont la capacité a convertir P insoluble au P soluble en
produisant des acides organiques, la chélation et I'échange d'ions ce qui augmente la fertilité
du sol. De plus, les sols contiennent des acides organiques de bas poids moléculaire avec un
ou plusieurs groupes carboxyliques et certains acides. Le rble des acides organiques dans la
solubilisation du P dépend fortement du sol (Gupta et al., 2012; Panhwar et al., 2013).
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Figure 3: Mécanismes d'action de solubilisation de phosphate (Khan et al., 2009) .

1.2.2 La production des phytohormones

Les hormones de croissance des plantes sont des produits chimiques organiques
naturelsqui sont biosynthétiseés a des stades particuliers de la viedes plantes et régulent
leur croissance (Asari et al., 2016).Les phytohormones sont parmi les régulateurs de
croissance les plus importants ; ils sont connus pour avoir un impact important sur le

métabolisme et la croissance des plantes, et en outre, ils jouent un réle essentiel dans la
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stimulation des mécanismes de réponse de la défense des plantes contre les stress
(Egamberdieva et al., 2017).

Dans la nature, les racines des plantes subissent divers types d'interactions avec des
micro-organismes. Ces interactions sont geénéralement reglementées par divers
physiochimiques et biologiques conditions, et devenir I'élément clé responsable pour la

croissance et la propagation des plantes (Dharni et al.,2014).
1.2.1.1 L’auxine : le régulateur clé du développement de la racine latérale

Les auxines représentées principalement par I’acide indole-acétique (AlA) sont les
plus importants hormones végétales, ou phytohormones, présentes dans tout le regne végétal.
Elles jouent un réle majeur dans le contréle de la croissance et du développement des plantes.
L’auxine est une phytohormone indispensable au développement des plantes. Le terme
d’auxine a été étendu a un ensemble des substances naturelles aux propriétés analogues ainsi

qu’a des hormones de synthése (Simon et Petrasek, 2011) (figure 4).

L’auxine agit sur 1’élongation et les divisions cellulaires. Ses roles sont nombreux, sur la
dominance apicale, la formation des fruits, la floraison, la réponse a I’environnement
(lumiére, blessures), le développement des organes, et particulierement des racines et les
racines latérales (RL). De nombreuses revues récapitulent les divers rdles de 1’auxine sur les
plantes (Kieffer et al., 2010 ).

Généralement, la majorité (> 80%) des bactéries du sol capable de sécréter les auxines

surtout I’acide indole acétique, via le métabolisme de tryptophane ( Ramos et al., 2010 ).
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Figure04: Role de l'acide acétique dans I'amélioration de la croissance végétale (Khan et al.,
2009).

1.2.1.2 L’Acide Indole Acétique (AIA)

L’TAA (Acide indole acétique)est le plus important du groupe des auxines (Khan,
2014), et quantitativement le plus produit par les PGPR. En tant qu’une molécule de signal, il
accomplit un rdle primordial dans le développement des plantes, tout en agissant sur
I'organogenese, les réponses trophiques, les réponses cellulaires telles que I'expansion des
cellules, la division, la différenciation et la régulation des génes (Chaiharn et Lumyong,
2011).

L'IAA est un métabolite dérivé de tryptophane (Trp)par de nombreuses voies dépendantes et
indépendantes de Tryptophane dans les plantes et les bactéries. Dans la voie dépendant, le
Tryptophane est converti en indole-3-acétamide (IAM) par Trp-2-monooxigénase et IAM est
métabolisé en IAA par IAMhydrolase (Matsukawa et al., 2007) (figure 5).

Plusieurs micro-organismes a savoir Alcaligenes, Arthobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas et Serratia soutiennent le
métabolisme du L-Trp naturellement sous I'impact des exsudats de racines de plantes, y
compris glucides, acides organiques, acides aminés, mucilages, composés phénoliques, acides

gras, stérols et vitamines (Nehra et al., 2016; Passari et al., 2016).
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Figure 5 : Biosynthése de I’auxine.

L’auxine (AIA) est synthétisée en majeure partie a partir du tryptophane, via trois voies de
biosynthese différentes. Il existe également une voie de biosynthése a partir du précurseur
indole, sans passer par I’étape du tryptophane.

Sources : Wikipedia Commons (A) et ( Quittenden et al., 2009) (B).

1.2.2 Production de sidérophores

Le fer est élément essentiel pour tous les organismes vivants pour tous les
microorganismes vivants pour les processus tel que la respiration et la synthése de I’ADN. Il
est abadant dans le sol et se présente sous forme d’oxyde de fer (Fe*®) ?insoluble ( compant
et al., 2005).Lorsque les cellules microbiennes percoivent une carence en fer, I'expression des
genes codant les enzymes nécessaires a la synthese et au transport des sidérophores est activée
(Saha et al., 2013).

Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire, de 400 a 1000 kDa, avec une
forte affinité pour le fer Fe3*et permettent la nutrition en fer des microorganismes (Saha et al.,
2013). Ces molécules contiennent géneralement un ouplusieurs de ces quatre groupesassurant
la chélation des ions Fe® : les catécholates, les phénolates, les hydroxamates et les a-
hydroxycarboxylates (Miethke et Marahiel, 2007).L'ion Fe3*est chélate par le sidérophore
selon la denticité de ce dernier .Les bactéries synthétisant les sidérophores lient le complexe
fer-sidérophore a l'aide d'un recepteur specifique situé sur la membrane cellulaire externe de
la bactérie (O'Sullivan et O'Gara, 1991).

11
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De nombreuses bactéries associées a des plantes et qui peuvent synthétiser des sidérophores
tel que Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Streptomyces, Serratia, Azospirillum, et
Bacillus, a donner aux plantes un avantage concurrentiel dans la colonisation des tissus
végétaux en les aidant a exclure d'autres micro-organismes de la méme niche ecologique, et
peuvent également contribuer a la suppression de pathogénes dans la rhizosphére. De plus, il a
été montré que les bactéries productrices de sidérophores résistant aux métaux, et jouent un
role important dans la croissance et la survie de la plante, ainsi que I’induction de la résistance

des plantes (Z1och et al., 2016).
2 Lamicroflore de la rhizosphére

Les plantes sont colonisées par un nombre étonnant de microorganismes qui peuvent
atteindre des densités cellulaires bien supérieures au nombre de cellules végétales (figure 6).
De plus, le nombre de génes microbiens dans la rhizosphere dépasse de loin le nombre de

genes végétaux.
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Figure 6 : La microflore de la rhizosphere (Mandes et al., 2013) .
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2.1 Lesalgues

Les algues sont des eucaryotes chlorophylliens. Leur chlorophylle les rend autotrophes,

sont surtout présentes sur la surface du sol ou dans ses deux ou trois premiers centimetres du
sol. Les algues sont peu abondantes, soit 10° par gramme de sol, mais fournissent
néanmoins de la matiére organique, certaines sont fixatrices d'azote.
Elles sont représentées par des espéces de Chlorophyceae, Cyanophyceae et les Diatomées Il
leur faut, en effet, pour la photosynthese, recevoir un minimum d'éclairage. Certaines algues
hétérotrophes (Euglenes) peuvent vivre plus profondément. Beaucoup de ces algues sont
entourées d'une couche mucilagineuse qui abrite de nombreuses bactéries( Djigaldjibril,
2003).

2.2 Les bactéries

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les plus
actifs du sol, d’ou un gramme de sol forestier contient en moyenne environ 4 x 107 bactéries,
tandis qu'un gramme de prairie ou le sol cultivé en contient selon les estimations 2 x 10°
bactéries (Prescott et al., 2013).

Les bactéries représentant plus de 1000 especes, sont responsables de nombreux processus :
libération des éléments nutritifs a partir de la matiére organique et des minéraux du sol.
Oxydation de I’ammonium en nitrates (nitrification - bactéries nitrosomonas et nitrobacters).
Production d’hormones de croissance qui favorisent le développement desracines.
Compétition avec les micro-organismes pathogénes limitant ainsi les risques de maladie
(symbiotech.over-blog.com, 2017).Les plantes ayant des antécédents médicaux ont produit
de nouveaux médicaments sont préférées pour les isolements d'endophytes. Les tiges, les
feuilles et les racines sont les parties préférées pour l'isolement des bacteries et
actinobactéries exemples Glycomyces Sambucus sp; Rhodococcus Cercidiphilli sp;

Streptomyces Phytohabitans sp ;Pseudonocardia serianimatus sp ) .
2.3 Champignons

La densité des champignons est estimée & 10° par gramme de solParmi les genres les
plus fréequents dans la rhizosphere, on citera Fusarium, Mucor, Rhizopus, Penicillium,
Rhizoctonia, Phoma. Certaines espéces sont antagonistes de champignons pathogeénes,
d'autres s'associent aux racines des plantes cultivées comme les mycorhizes (Dommergue et

al., 1970).Plusieurs extraits liquides des cultures des champignons endophytes ont démontré
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une inhibition de la croissance de plusieurs especes de champignons phytopathgenes (Inacio
et al., 2006; Kim et al., 2007).

(Dingle et McGee, 2003; Istifadah et McGee, 2006) ont fait I’expérience avec les
endophytes du blé Chaetomium et Phoma, I’inoculation de ces champignons ainsi que
I’application de leurs filtrats de cultures sur la plante ont réduit de la méme fagon la sévérité

de la maladie foliaire causé par Puccinia spp, et Pyrenophora.
2.4 Protozoaires

Les protozoaires sont les moins nombreux, leur densité est de I'ordre de 102 par g de sol
(Tokiniaina, 2010).Les espéces les plus communes sont: Heteromitaglobosa,
Colpodacucullus et Hartmanellahyalina. La plupart sont hétérotrophes, certains sont
phototrophes; ils se nourrissent de bactéries, de levures, de champignons et d’algues, ils
peuvent étre impliqués dans la décomposition de la matiére organique (Wild, 1993 ; Maier
et al., 2000).

3 Actinobactéries

3.1 Historique

Selon Waksman I’histoire des actinomycetes connus aujourd’hui sous le nom des
actinobacteria ou actinobactéries, peut étre divisee en cing grandes péeriodes :
- Premiére période (1874-1900): a été nommée « période médicale » est celle de la
découverte de leurs roles dans la pathologie : Cohn en 1875 découvre le premier actinomyceéte
qu’il appela Streptothrix foeresteri; Harz en 1877, isola I’agent responsable des
actinomycoses du bétail et le nomma Actinomyces bovis.
- Seconde période  (1900-1940): se rapporte a la mise en évidence et a 1’étude des
actinomyceétes du sol : avec les travaux d’Orla Yensen (1909) qui créa la famille des
Actinomycetaceae qui comprend un seul genre Actinomyces, par la suite, de nombreuses
especes telluriques furent isolées et décrit, Buchanan (1917) créa 1’ordre des Actinomycetales.
Les especes qui composant le genre Actinomyces, étaient trés différentes, certains auteurs ont
commencés par scinder ce genre en plusieurs autres représentants taxonomiques. Au cours des
annees (1919-1940), une meilleure connaissance des germes a été acquise, grace aux
recherches d’Orskov (1923) qui créa le genre Micromonospora. Ce genre regroupe les

actinobactéries qui ne produisent pas de mycélium aérien. Jensen (1932) regroupe dans le
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genre Paraactinomyces (actuellement Nocardia) les actinobactéries dont le mycélium de
substrat se fragmente.

- Troisieme période: Commence en 1940 est celle de la découverte des antibiotiques
produits par les actinobactéries. En 1943, Waksman et Henrici créent le genre Streptomyces
(en combinant les noms des genres Streptothrix et Actinomyces) qui regroupe les
actinobactéries dont le mycélium aérien produit des chaines de spores portées par des
sporophores. En 1944, Waksman découverte la streptomycine produite par Streptomyces
griseus cette période a résultée en un accroissement brusque du nombre d’espéces décrites.

- Quatrieme période: (1940-1970) peut étre définie comme une période de développement
de criteres morphologiques et biochimiques pour la classification des actinobactéries, en
paralléle avec la meilleure compréhension de la physiologie de ces bactéries de leur intérét
pour la production de metabolites secondaires et leur potentialité de biodégradation de
COMpOSEés organiques.

En 1958, (Pridham et al.), proposa un systeme de classification des Streptomyces basé sur
la morphologie des chaines de spores et la couleur du mycélium aérien ; Ettling et al.,
(1958) introduit un critére important dans la différentiation des especes : la production des
pigments mélanoides.

-Cinquiéme période: Depuis les années 1960, I’essor des méthodes de génétique, initiées
par Hopwood puis de génomique a révolutionné la classification des especes et d’exploration

du potentiel biotechnologique de ces microorganismes (Merizig, 2015).

3.2 Caractéristiques générales des actinobactéries

Etymologiquement, le mot actinomycéte a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut
dire rayon et «mykes» qui veut dire champignon «Champignons a rayons» ou «Champignons
rayonnants». Ont été considérés comme un groupe intermédiaire entre bactérie et
champignons (Merizig, 2015).

Les actinobactéries, anciennement actinomycéte sont des bactéries filamenteuses, a paroi
Gram positive, ayant une teneur élevée en bases nucléotidiques (G+C) qui varie entre 57 et
75% (Heuer et al., 1997 ; Jeffrey, 2008, Anandan et al., 2016) et présentant un aspect
cellulaire particulier, qui les distingue des autres bactéries unicellulaires et qui rappelle celui
des moisissures. En effet, ces bactéries développent un mycélium végetatif et/ou un mycélium
aerien, pouvant porter des spores considérées comme des structures de reproduction et de

résistance. Ces mycéliums sont fins et courts, contrairement a ceux des moisissures, de ce fait,
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les actinobactéries sont facilement différenciables des moisissures, par une simple observation
microscopique des cellules ou des colonies (Lechevalier, 2016).

La croissance des espéces d’actinobactéries en présence de 1’oxygeéne est variable, mais la
majorité des especes sont aérobies strictes. Elles sont chimio-organotrophes, pouvant utiliser
des molécules organiques complexes comme sources d’énergie et de carbone, grace a leur
faculté a produire une panoplie d’enzymes capables de dégrader les composés chimiques les
plus récalcitrants. Cette propriété leur confére un réle primordial dans la minéralisation de la

matiere organique des ecosystémes qui les hébergent (Anandan et al., 2016).

Les actinobactéries forment un large groupe hétérogéne renfermant des genres différentiables,
principalement, par leur aspect morphologique général. Ainsi, il y a ceux qui présentent un
mycélium rudimentaire, presque inexistant, qui se fragmente en batonnets, c’est le cas du
genre Mycobacterium. D’autres se distinguent par un mycélium fugace se fragmentant
facilement en corps coccoides ou batonnets, comme chez les Nocardia. Enfin, il y a le genre
Streptomyces qui est le plus répandu des actinobactéries, dont les especes forment un
mycélium de base prononcé et persistant, au-dessus duquel peut se former un mycélium
aérien, ou les hyphes portent a leurs extrémités des structures reproductrices appelées
conidies. Les spores sont, dans certains cas, comme chez Actinoplanes, produites dans des
sacs appelés sporanges, renfermant des sporangiospores (Anandan et al., 2016 ; Lechevalier,
2016).

Si certaines espéces d’actinobactéries sont connues pour leur pathogénicité chez
I’homme, les animaux et certains veégéetaux (certaines souches de Mycobacterium,
Streptomyces, Gardnerella, Nocardia, Corynebacterium, Actinomyces), d’autres présentent
des aspects bénéfiques considérables, se résumant, en premier lieu, en leur aptitude a
synthétiser des composés antimicrobiens a large spectre, contre les infections microbiennes
qui peuvent toucher I’homme, animaux et plantes. Aussi, comme cité ci-dessus, la variété
d’enzymes que peuvent produire certaines souches, est a 1’origine de la dégradation de
composés chimiques naturels et synthétiques, jouant ainsi un réle dans la minéralisation de la
matiére organique et, par la méme occasion, dans la décontamination des environnements

pollués (Alvarez et al., 2017).

16



Revue bibliographique

3.3 Habitat des actinobactéries

Les actinobactéries sont ubiquitaires ; elles sont recensées en grand nombre dans le
sol, et peuvent coloniser d’autres écosystémes comme les milieux aquatiques (eaux douces et
caux marines), I’air, les débris végétaux et les produits alimentaires. Elles sont également
rencontrées dans des milieux extrémes, comme les sols polaires, les sols désertiques, les sols
contaminés par les hydrocarbures, les pesticides et les métaux lourds, ou encore les milieux
d’extréme salinité (Anandan et al., 2016 ; Alvarez et al., 2017).

Le sol reste I'habitat le plus important pour les actinobacteéries, les streptomycétes composants
majeurs de sa population. Selon de nombreux rapports, Streptomyces le genre le plus
abondant selon la littérature.

Les actinobactéries terrestres ont divers potentiels antimicrobiens intéressants. Oskay
et al. ont isolés des actinobactéries qui avait la capacité de produire de nouveaux antibiotiques
a forte activité antibactérienne. En anoxique, la rhizosphére des mangroves, les especes
actinobactériennes telles que Streptomyces, Micromonospora et le Nocardioforme s'est avéré
étre abondant, ce qui est 1000 a 10000 fois plus faible que les terres arables a cause de
I'influence des marées ( Tan et al., 2009 ). De méme, Nocardia isolé du sol des mangroves a
produit de nouveaux métabolites cytotoxiques qui inhibent fortement les lignées cellulaires

humaines, comme l'adénocarcinome gastrique (Schneider et al., 2006 ).

Le sol de désert est également considéré comme un environnement terrestre extréme ou seuls
certains des espéces, en particulier dans lesquelles les actinobactéries, utilisent
souvent Microcoleus comme source de nourriture. Il 'y a plusieurs rapports montrant la
répartition des actinobactéries a divers endroits, comme le sol du sable (Cario, Egypte;
Falmouth, MA), sol alcalin noir (Karnataka, Inde), loam sableux (KeffiMetropolis,
Nigéria; Presque Isle, PA), sol de dessert alcalin (Wadi EI Natrun, Egypte; Wadi Araba,
Egypte) et le sol de dessert subtropical (Thar, Rajasthan), o Streptomyces sp etaient
dominants suivi par les autres organismes, tels que Nocardia, Nocardiopsis et Actinomycetes
(Cundell et Piechoski, 2016 ).

Selon une étude qui a été réalisé par Nithya et al., 134 actinobacteries cultivables
morphologiquement distingués ont été isolés a partir de 10 échantillons différents de sols
désertiques.De méme, les actinobactéries jouent un réle majeur dans la communauté

microbienne de la rhizosphére des plantes récalcitrantes, et donc la région de la rhizosphere
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est considerée comme l'un des meilleurs habitats pour I'isolement de ces micro-organismes
(tabeau 1).

Priyadharsini et al. ont isolé 45 isolats morphologiquement distinctes a partir de 12 sols
differents de riziéres et ont observé leur capacité a inhiber lacroissance de Cyperus
rotundus . Les isolats comprennent Streptomyces sp, Streptoverticillium sp, Actinomadura
sp., Kitasatosporia sp., Nocardiopsis sp , Pseudonocardia sp, et Kibdelosporan-gium sp.
Plusieurs actinobactéries ont été isoles a partir de sols algériens. Certains d'entre eux
appartiennent aux genres rares tels que Actinomadura, Nanomuraea, Nocardiopsis,
Saccharothrix, Spirillospora et Streptosporangium (Badji et al., 2007).

Tableau 1 : Exemples de certains actinobactéries rhizosphériques et de leurs fonctions pour

les plantes.
Espece L’intérét Espeéce végétale Références
de P’isolement
Micromonospora -Solubilisation du -Haricot (Phaseolus El-Tarabily et al.,
endolithica phosphate  pour Vulgaris) 2008).
favoriser la
croissance des
plantes
Streptomyces griseus  -Protection contre la -Blé (Triticum spp.) (Hamdali et al.,
fonte des  semis 2008).
causée par Pythium
ultimum
Frankia species -Fixation biologique -Plante actinorhizienne (Rascio et al.,
de l'azote (Casuarina equisetifolia) 2008).
Norcardia levis -Lutte biologique  -Sorgho (Sorghum (Kavitha et al.,
contre la maladie du bicolor) 2010).
fletrissement a
Fusarium oxysporum
Streptomyces species  -Agir en tant que -Tomate (Solanum  (Patil et al., 2011).
biocontrdle contre lycopersicum)
Rhizoctonia solani
Streptomyces species  -Biorestauration -Mais (Zea mays) (Benimeli et al.,,

des sols contaminés 2008).
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3.4 Caractéres culturaux et morphologiques

Les milieux de culture utilisés pour la détermination des caracteres morphologiques
sont généralement ceux établis par I’International Streptomyces Project (ISP) (Shirling et
Gottlieb, 1966). Pour les genres rares (non Streptomyces), les milieux glucose-asparagine et
amidoncaseine sont utilisés (Anandan et al., 2016).

Les actinobactéries se développent plutbt lentement, comparativement aux autres bactéries,
leur temps de génération varie de 2 a 3 jours (Kitouni, 2007). Selon les conditions de
croissance (physico-chimiques et nutritionnelles) et I’espéce actinobactérie considérée, le
développement bactérien peut apparaitre deés les trois premiers jours de I’incubation, ou

prendre plus de temps, variant d’une a quatre semaines.

Morphologiquement, les actinobactéries peuvent étre classes en deux groupes.Le
premier se compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques
particulieres et forme seulement une masse de filaments ramifiés.

Le second comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que le
premier (Lechevalier, 1985). Les colonies formées par les actinomycetes sur des milieux
solides présentent différents aspects macroscopiques qui peuvent étre regroupés en trois
types :

> Des colonies poudreuses couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au milieu,

> Des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides,

> Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens

attachés au milieu par des crampons.

Les différents genres d’actinobactéries peuvent sporuler soit en morcelant certaines hyphes
pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conditions hostiles que les hyphes, soit
en produisant des endospores (Thermoactinomyces).D’autres genres d’actinomycétes
sporulent en produisant des sporanges tel que le genre Streptosporangium
(Kalakoutskii et Agre, 1976) .
Les spores peuvent, selon les genres, étre produites :

e isolément (Micromonospora),

e deux a deux longitudinalement (Microbispora),

e en courtes chaines (Actinomadura),

e en longues chainettes (Streptomyces).
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Les chainettes de spores peuvent étre ramifiées ou non, droites, flexibles ou en spirales. De

plus, elles peuvent étre rayonnantes autour d’hyphes sporophores (Figure 7).
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Figure7 : Type de structures sporulées chez les Streptomycetes (Eranga Jayashantha,
2015) .

La majorité des actinobactéries cultivés sur milieu solide forment un mycélium de substrat et
un mycélium aérien. Néanmoins, il existe des groupes qui ne forment qu'un mycélium de
substrat poussant a la surface et dans le milieu de culture ou un mycélium aérien dont les

hyphes sont attachés au milieu par des crampons (Errakhi, 2008).

En culture liquide et sans agitation, les hyphes formés apres la germination des spores
montent en surface pour croitre en contact de l'air (Keulen et al., 2003). Cependant, en milieu
liquide avec agitation, il n'y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores. Les
Streptomyces forment d'abord des filaments libres, qui se ramifient et s'agrégent pour former

des pellets (figure 8).
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(®)

Figure 8 : Streptomycetes .(a) Colonies de Streptomyces et d'autres bactéries du sol dérivées
de I'épandage d'une dilution du sol sur une plaque de gélose a I'amidon de caséine.(b)Photo en

gros plan de Streptomyces coelicolor (Eranga, 2015) .
3.5 Cycle de vie et de développement

Le cycle de vie de nombreux actinobactéries commence par la germination des spores
(Figure 9). Ce processus néecessite la présence des ions de calcium. Cette germination donne
naissance a un mycélium primaire ramifié (O'Gara et al., 2008). Un mycélium aérien vient
s’installer au-dessus du mycélium de substrat. Ce dernier s’autolyse et les produits de la lyse
sont utilisés par le mycélium aérien. C’est généralement, a ce moment-la que les composeés dit
métabolites secondaires sont synthétisés (Smaoui, 2010). A I’extrémité du mycélium aérien
se forme des spores asexuées a paroi fine appelées conidies ou conidiospores. Ces spores
naissent par séparation du mycélium primaire habituellement en réponse a un stresse
environnemental comme le manque de nutriment par exemple. Si les spores sont enveloppées

dans un sac, on les appelle des sporongiospores. Généralement ces spores ne sont pas
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résistantes a la chaleur, mais résistent bien a la dessiccation et sont donc doués de capacités
adaptatives importantes. Les actinobactéries sont immobiles, excepté pour les spores de

certains genres (Actinoplan, Spirillospora....etc.) (Prescott et al., 2010) .
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Figure 9 : Schéma représentatif du cycle de vie des actinobactéries sporulant (Barka et al.,
2016).

3.6 Caractéres biochimiques et physiologiques

Les propriétés physiologiques et biochimiques des bactéries en général, sont dues a
I’activité enzymatique et des protéines qui les régulent, et qui traduisent elles-mémes.
L’expression des génes impliqués, la caractérisation physiologique et biochimique est donc le
reflet indirect du génome et sa réalisation est beaucoup plus facile qu’une analyse génomique,
d’ou I’importance de cette étape dans la systématique bactérienne. Des tests physiologiques et
biochimiques classiques sont utilisés pour la caractérisation phénotypique des actinobactéries.
Il s’agit de récolter des données sur la croissance a différentes valeurs de température, de pH,
de concentrations en sel, et d’oxygéne ; sur la croissance en présence de substances
antimicrobiennes ; sur I’activité enzymatique, et donc ’utilisation de certains substrats (Li et
al., 2016).
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De maniere générale, les actinobactéries se développent quasiment sur les majeurs
intervalles de températures. Ainsi, les mésophiles croissent sur une large plage de 20 a 42°C,
les thermotolérantes survivent jusqu’a 50°C, les thermophiles modérées poussent entre 45 et
55°C, alors que les thermophiles strictes se développent entre 37 et 65°C, avec un intervalle
optimum de 55 a 60°C. Il est a noter que certaines especes du genre Streptomyces sont
psychrophiles. Pour I’isolement de souches mésophiles, thermotolérantes et thermophiles
modérées, a partir du sol, les températures d'incubation de 28°C, 37°C et 45°C sont

usuellement et respectivement, prises en considération (Anandan et al., 2016).

La majorité des actinobactéries préfére les milieux neutres ou légérement alcalins. Cependant,
des souches acidophiles sont répertoriées avec un optimum variant entre 4,5 et 55
(Boughachiche, 2012). La réponse des actinobacteries a la présence de concentrations élevées
de sel, varie selon le genre considéré. La plupart des souches halophiles sont isolées de sols
salés, et quelques genres seulement le sont a partir d’environnements marins, tels que

Micromonospora et Rhodococcus (Anandan et al., 2016).
3.7 Taxonomie des actinobactéries

La classification des actinobactéries a été depuis longtemps réarrangée. Les
actinobactéries  sont traditionnellement classés comme une partie autonome dans la
taxonomie des bactéries (figurel0) . Dans le manuel de Bergey’s of determinative
bacteriology, les actinobactéries sont inclus dans plusieurs sections du volume quatre. Tous
les actinobactéries sont inclus dans 1’ordre Actinomycetales. L'ordre Actinomycetales est
subdivisé en quatre familles : Streptomycetaceae, Actinomycetaceae, Actinoplanaceae et
Mycobacteriaceae.

Le Manuel Bergey de Systématique Bactériologique 2éme édition (2012), se présente en cing
volumes (Tableau 2), contenant des noms d’especes bactériennes, internationalement
reconnues, dont I’identification moléculaire est basée sur les séquences des genes codant
I’ARNr 16S, qui est pour le moment, ’analyse la plus significative pour 1’identification des
actinobactéries (Anandan et al., 2016) . Le choix de ’ARNr 16S est dii d’abord a sa présence
chez toutes les bactéries, a sa stabilité fonctionnelle et a sa composition en régions hautement
conservées et d’autres variables. D’autres analyses, tout aussi significatives, consistent en
I’hybridation ADN/ADN, ainsi que la détermination du coefficient du (G+C)%, les

actinobactéries se distinguant par des taux éleves, allant de 50 a 80% (Chen et al., 2016).
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Suborder:

Corynebacterineae | Streptomydnese || Propionibacterinese

Preudonocansneae Catenudisporineae || Micrococdineae
Frankress Mucromonosporinese Kineasporinese
Streptosporangineae Glycomycineae || Actinomycinese

Figure 10 : Un arbre phylogénétique basé sur le génome basé sur 97 séquences génomiques
du phylum Actinobacteria ( Barka et al., 2016).
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Tableau 2 : Classification des actinobactéries (Anandan et al., 2016) .

Les archées et les bactéries profondément ramifiées et Volume 1
phototrophes

Les protéobactéries Volume 2
Les Firmicutes Volume 3
Les Bacteroidetes, Spirochaetes, Tenericutes (Mollicutes), Volume 4

Acidobacteria, Fibrobacteres,Fusobactéries

Les Actinobactéries Volume 5

Dans le volume 5, le phylum Actinobacteria est divisé en six classe :

Actinobacteria, Acidimicrobiia , Coriobacteriia , Nitriliruptoria , Rubrobacteria , et
Thermoleophilia.La classe Actinobacteria renferme quinze (15) ordres qui sont
Actinomycetales, Actinopolysporales, Bifidobacteriales, Catenulisporales, Corynebacteriales,
Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, Micrococcales,
Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales,
Streptosporangiales (Kampfer, 2012).

3.7.1 Role des actinobactéries dans la durabilité agricole et environnementale

Les actinobactéries englobent un grand groupe d'especes d'importance industrielle et
agricole. Ils sont une source prolifigue de nouveaux métabolites secondaires [agents
antimicrobiens, antitumoraux, anti-inflammatoires (Brana et al.,, 2015), antioxydants
(Karthik et al., 2013)] et d'autres composés pharmaceutiquement intéressants. Les espéces
actinobactériennes ont une importance économique considérable a la fois en agriculture et en
écologie environnementale illustrée a la (figure 11). Le phylum Actinobacteria comprend un
nombre considérablement élevé de genres favorisant la croissance des plantes que les
bactéries (Hamedi et Mohammadipanah, 2015). Les actinobactéries favorisant la
croissance des plantes sécretent une vaste gamme de modulateurs chimiques, qui stimulent
directement la croissance des plantes ou agissent indirectement en soutenant d'autres microbes

bénéfiques pour les plantes.Les actinobactéries du sol tuent ou inhibent la croissance des
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agents pathogenes des plantes via la production d'antibiotiques, garantissant ainsi la bonne
santé des plantes. Le terme «médicament miracle» a été proposé pour les antibiotiques, car
ceux-ci diminuent la menace causee par les agents pathogenes des plantes et des animaux
(Demain, 1999).Les actinobactéries comprennent le plus grand nombre de genres producteurs
d'antibiotiques, qui produisent environ 45% du total des antibiotiques connus (Raja et
Prabakarana, 2011).lls sécrétent des alcaloides tertiaires volatils tels que la géosmine
(Gerber et Lechevalier, 1965) et le 2-méthylisoborneol (2-MIB) (Gerber, 1969), qui
expliquent I'odeur terreuse du sol (Wilkins, 1996) et indiquent la fertilité et les niveaux de
nutriments du sol aux agriculteurs. Certaines actinobactéries présentent une relation
mutualiste comme I'actinorhizal (Verghese et Misra, 2002), I'actinolichene (Lazo et Klein,
1965) et les associations d'endophytes (Taechowisan et al., 2005) pour favoriser la remise en
forme des plantes via la morphogenése des plantes. D'autres roles écophysiologiques des
actinobactéries comprennent la fixation de l'azote, la solubilisation des phosphates et la
production de phytohormones (auxines et cytokinines) et de sidosphores (Palaniyandi et al.,
2013), qui ajoutent une valeur supplémentaire & I'importance des taxons actinobactériens du

point de vue de l'agriculture.

Outre la promotion de la croissance des plantes et la suppression des maladies, les
actinobactéries jouent un réle essentiel dans divers processus de dégradation biologique. Ils
ont une haute compétence pour dégrader les polymeéres récalcitrants tels que les produits
chimiques toxiques (pesticides, insecticides et herbicides), les colorants, les bioplastiques et
les produits pétroliers et pétroliers. Leur role impératif dans la désintoxication des métaux
lourds a également été documenté. En général, les études de laboratoire liées a la dégradation
microbienne ne réussissent pas toujours pendant la biorestauration in situ, car les cellules
microbiennes utilisées sont soumises a des défis environnementaux a la fois biotiques et
abiotiques qui peuvent diminuer leur taux de survie et leur efficacité de dégradation. Par
conséquent, les microbes isolés des sites pollués sont de meilleurs candidats pour la
biorestauration.

De nombreuses études confirment le fait que les espéces actinobactériennes montrent une
suprématie dans les zones fortement contaminées (Gremion et al., 2003; Chikere et al.,
2009).Les actinobactéries ont un potentiel de tolérance ou d'acclimatation considérable pour
les composes ou métaux toxiques, ce qui les aide a se développer dans des sites fortement

pollués ainsi qu'a assainir I'environnement. L'utilisation d'actinobactéries et de leurs enzymes
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comme outil de bioremédiation peut ainsi constituer une porte d'entrée efficace vers le

domaine de la biotechnologie environnementale.

Plant growth promotion Decontamination of
pollutants

fertilizers

ACTINOBACTERIA

Dye-
effluents

alleviation

Figure 11 : Un diagramme schématique montrant le rdle des actinobactéries dans
I'agriculture et la durabilité de I'environnement (Shivlata et Satyanarayan, 2017).

3.7.2 Actinobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPA)

La premiére preuve concluante de la promotion de la croissance des plantes par
I'inoculation de micro-organismes bénéfiques sur les graines a été rapportée par Kloeppler et
Schorth (Bloemberg et Lugtenberg, 2001) .Une illustration schématique des traits
d'actinobactéries favorisant la croissance des plantes est présentée a la (figure 12 ) .Les
actinobactéries favorisent principalement la croissance des plantes en stimulant les hormones,
en améliorant la disponibilité du fer, la fixation et la symbiose de I'azote, la solubilisation du
phosphore et la réduction du stress.
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Figure 12 : Propriétés favorisant la croissance des plantes des actinobactéries( Subramanian
et al., 2016).

3.8 Métabolites bioactifs

3.8.1 Production d’antimicrobiens

Le premier role qui vient a I’esprit quand le groupe des actinobactéries est évoqué,

consiste en la production d’une diversité de substances antibactériennes et antifongiques. Plus
de 80% des molécules antimicrobiennes utilisées, proviennent des actinobactéries et
particulierement, des genres Streptomyces et Micromonospora, qui les synthétisent pour, entre
autres, éliminer d’éventuels organismes compétiteurs (Anandan et al., 2016) (figure 13).
Les molécules d’antibiotiques produites par le groupe d’actinobactéries présentent des
structures variées, leur permettant d’étre classées dans différentes familles d’antibiotiques,
comme les béta-lactamines, les aminoglycosides, les macrolides, les anthracyclines, les
tétracyclines, les glycopeptides, les chloramphénicolés, les nucléosides et les polyénes (figure
14). Chaque classe possede un mécanisme d’action qui lui est spécifique et agit sur des cibles
bien déterminées, telles que la synthése de la paroi cellulaire et de la membrane
phospholipidique, I’inhibition de I’ARN polymérase et la synthese protéique, le blocage de la
transcription et de la réplication de I’ADN (Grasso et al., 2016).
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Des etudes menées par Zhang et al. (2003) et Farris et al. (2011), ont démontré la production
de bactériocines (peptides a activité antibactérienne, a grand intérét dans la bioconservation
des aliments), par des souches telluriques de Streptomyces ipomoeae et Streptomyces
scopuliridis, respectivement. Certaines actinobactéries peuvent produire plus d’une substance
bioactive (Streptomyces griseus), aussi une méme molécule a activité antimicrobienne peut
étre synthétisée par différentes espéces d’actinobactéries, c’est le cas de ( I’actinomycine et
streptothricine ) par exemple (Anandan et al., 2016).

Cependant, I’émergence de souches possédant une multiples résistances vis-a-vis aux
molécules d’antibiotiques, constitue un réel probleme de santé publique, ce qui incite les
chercheurs du monde entier & mettre la main sur de nouvelles molécules dont le mode
d’action différe des substances actuelles. Cela ne pourra se faire qu’a travers la recherche et
I’solement de nouvelles souches d’actinobactéries bioactives en utilisant des écosystmes peu
exploités.

Le tableau 3 représente la liste des antibiotiques produits par diverses actinobactéries avec une
excellente application antimicrobienne (Tableau 3).

Figure 13 : Liste des antibiotiques produits a partir des actinobactéries (Anandan et al., 2016) .
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Figure 14 : Antibiotiques produits par Streptomyces. (a)Action antibiotique des micro-organismes du
sol .Les plus petites colonies entourées de zones d'inhibition (fleches) sont des streptomycetes; les
colonies plus grandes et étalées sont des espéces Bacillus, dont certaines produisent également des
antibiotiques.(b)L'undécylprodigiosine, un antibiotique de couleur rouge, est excrétée par des colonies
de S. coelicolor (Eranga Jayashantha ,2015).

Tableau 3 :Exemples des antibiotiques produits par les actinobacteéries .

Antibiotique Espéce productrice Action Références
-1,8-Dihydroxy-2- Streptomyces sp Antitimeur -(Ranjani Anandan
methoxy-3-methyl-; et al.,2016)
anthraquinone
-1-Hydroxy-1- Schisandra chinensis  Aticancéreux -(Ranjani Anandan
norresistomycin et al .,2016)
-Chloramphenicol Streptomyces Antibactérien, -(Ranjani Anandan

venezuelae inhibiteur de et al., 2016)
protéines la

biosynthese

-Daryamides Streptomyces sp Anticanereux, -(Ranjani Anandan
Antifongique et al.,2016)

-Streptomycine S. griseus -Antibactérien. -(Lee et al., 2018)

-Grixazone B -Produit comme - (Arakawa, 2018)

parasiticide a basse -(Tsujimoto et al.,
température 2016)
disponibilité de
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-Lankacidin C

-Lankamycine

- Avermectines

-Acide clavulanique

-Céphamycine C

-Actinorhodin
-Prodiginines
-Albaflavenone

-Acide clavulanique

- Céphamycine C

- Monensin

-Tétracyclines

-Auréomycine

. rochei

. avermitilis

. clavuligelus

. coelicolor

. venezuelae

. cinnamonensi

. rimosus

. aureofaciens
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phosphate.
-Antibactérien
-Antibactérien
-Antitmeur

- Antimicrobien
- Antiparasitaire

- Pesticide

-Antibactérien

-Antibactérien
-Antibactérien
-Antibactérien

-Antibactérien

-Agent favorisant la
croissance
-Herbicide

-Antibactérien

-Antibactérien
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- (Luetal., 2018)
- (Luetal., 2018)

-(Cheng et al.,2018),
- (Choi et al.,2018),

- (Rath et al.,2018),
-(Zhang et al.,2015)
-(Flores-Gallegos et
Nava-Reyna (2019),
-(Romero
Rodriguez et

al .,2018)

- (Cihak et al.,
2017),

-(Gaoetal., 2012),
-(Huang et al,
2001),

-(Moore et al., 2012)
-(Cytryn et al,
2017),

- (Mousa et Raizada
2015),

- (Thanapipatsiri et
al., 2016)

-(AlMatar et
al.,2017),

-(Zhang et al., 2016)
- (Lee et al., 2015),
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al.,2017)

- (Francis, 2017)
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3.8.2 Antifongiques

Les actinobactéries ont été reconnues comme l'un des principaux microbes
antagonistes contre certains agents pathogenes des plantes en raison de leur capacité a sécréter
des composes métaboliques, qui inhibent la croissance des agents pathogenes en se faisant
concurrence pour les nutriments.Les actinobactéries produisent des antibiotiques dans la
région de la rhizosphere et contribuent ainsi a inhiber la croissance des pathogenes fongiques,
ce qui a son tour favorise une colonisation efficace de la rhizosphere. Par exemple, les
antibiotiques méthylvinylcétone produits par les actinobactéries modifient la morphologie des
champignons pathogénes et finissent par les tuer. Le genre Streptomyces a été largement
exploité pour la production d'antibiotiques et a révélé une activité antagoniste contre Pythium
aphanidermatum, Alternaria sp, Colletotrichum higginsianum, Fusarium oxysporum et
Acremonium lactucum (Hong et al., 2002).

Selon Molano et al. un antibiotique actinomycine, synthétisé par Nocardia sp. ont montré
une inhibition in vitro contrairement a Fusarium oxysporum isolé a partir d'un échantillon de
sol de rhizosphére. Les agents antifongiques produits par les actinobactéries présentent une
activité a large spectre contre les champignons pathogénes des plantes. Un meétabolite
antifongique, la Mildiomycine, isolé de Streptoverticillium rimofaciens, inhibe la biosynthése
des protéines fongiques et est intensément actif contre l'oidium sur diverses cultures. Le
principal site d'action de ces fongicides est la localisation de la synthése de la chitine dans les
parois cellulaires fongiques. Des exemples de certains agents antifongiques actinobactériens
et de leurs fonctions sont présentés dans le (tableau 4) .Streptomyces lydicus WYEC 108
produisant un biofongicide soluble dans I'eau a été autorisé par Natural Industries Inc., TX,
USA et enregistré comme Actinovate soluble en 2004 et il contréle efficacement certaines

maladies courantes transmises par le sol et les feuilles.
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Tableau 4 : Agents antifongiques actinobactériens et leurs modes d’action.

Les agents

antifongiques

Actinomycins

Validamycin

Tetracenomycin

Nikkomycin

Galbonolides

Candicidin

Espéce productrice

Streptomyces

anulatus
Streptomyces
hygroscopicus
Streptomyces canus
Streptomyces tendae

Streptomyces galbus

Streptomyces
griseus

Action

Inhibition de la
synthese des
protéines.

Inhibition d'enzyme
tréhalase.

Inhibe la réplication
de 'ADN .

Inhibe la synthése de
la chitine

Inhibe la biosynthése
des sphingolipides
Targets ergosterol in

fungal membrane

Références

(Bister et al.,2004)

(Iwasa et al.,1970)
(Zhang et al.,2013)
(Bormann et
al.,1985)

(Fauth et al.,1986)

(Acker et
Lechevalier, 1954)

3.8.3 Enzymes

Une grande variété d'enzymes biologiquement actives sont produites par des
actinobactéries marins et terrestres (tableau 5). Les actinobactéries sécrétent des amylases a
I'extérieur des cellules, ce qui aideaux pour effectuer la digestion extracellulaire. Cette
enzyme a une application importante en biotechnologie telles que I’industrie alimentaire et

les industries (Pandey A et al., 2000).

Un autre aspect important des actinobactéries est la productiondes cellulases, qui sont

une collection d'enzymes hydrolytiques qui hydrolysent les lilaisons glucosidiques de
cellulose et dérivés cello-digosaccharides apparentés.
La lipase est produite a partir de divers actinobactéries, bactéries et champignons et est utilise
dans les industries des détergents, des denrées alimentaires, des oléochimies, parameétres de
diagnostic, et aussi dans les industries des domaines pharmaceutiques (Schmid RD et Verger
R, 1998).
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Beaucoup d'Actinobacteria ont été isolées de diverses sources naturelles, ainsi que dans les
tissus végéetaux et lessols. Les fonctions biologiques des actinobactéries dépendent
principalement des sources & partir desquelles les bactériessont isolées. Les actinobactéries, en
particulier les streptomycetes, sont connues pour sécréterles protéases dans le milieu de
culture (Sharmin S et al., 2005). De méme, les actinobactéries représenten une excellente
ressource pour la L-asparaginase, qui est produite par une gamme d’actinobactéries,
principalementceux isolés des sols, tels queS. griseus, Streptomyces karnatakensis,
Streptomyces albidoflavus et Nocardia sp ( Dejong PJ, 1972) et (Narayana KJ et al., 2008 ).
Les racines et les rhizomes de plusieurs plantes médicinales thailandaises telles quecitronnelle
( Cymbopogon citratus ) et le gingembre ( Zingiber officinale ) ont longtemps été utilisés en
médecine traditionnelle pour les maux d'estomac et le traitement de I'asthme. Le Sol
rhizosphérique de ces plantespeut étre une source actinobactérienne attrayante, qui a la
capacité de produire de nouveauxmétabolites. Des enzymes telles que la catalase, la chitinase
et I'uréase sont également produites a partir d'Actinobacterie.

Tableau 5 : Enzymes et leurs applications industrielles (Anandan et al., 2016) .

Enzyme Actinobactéries Utilisation Secteur
d’application
protéase Thermoactinomyces Détergents Détergent
sp
Nocardiopsissp, Fabrication de fromage Aliments
Streptomycespactum,  Clarification Brassage
Streptomyces, Dehiding Cuir
Streptomycessp Traitement du caillot de sang Médecine
Cellulase Streptomycessp , Enlévement des taches Détergent
Thermobifida

halotolerans,
Streptomycessp., Finition des jeans Textile

Thermomonosporasp, Ramollissement de coton

Streptomyces ruber Désencrage, modification de Papier et pate
fibres
Lipase Streptomyces griseus  Enlevement des taches Détergent

Stabilité et conditionnement de Patisserie
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Xylanase

Amylase

Pectinase
Glucose
oxidase

Keratinase

Phytase

Actinomadura sp.,

Streptomyces spp.
Streptomyces sp.,
Streptomyces
erumpens,
Nocardiopsis sp,

Thermobifida fusca,

Nocardiopsis sp

Streptomyces lydicus

Streptomyces
coelicolor,

Nocradiopsis sp. SD5

Streptomyces

luteogriseus R10

pate
Aréme de fromage
Désencrage, nettoyage

Digestibilité

Blanchissement

Détachant

Douceur du pain et volume

Drainage,désencrage,amélioration
Production de glucose etsirops de
fructose

Elimination de Il'amidon des
tissus

Clarification , puree

Récurage

Renforcement de la pate

Dégradation des plumes

Digestibilité des phytates
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I. Matériel et méthode

1 Echantillonnage

Un échantillonnage représentatif se doit de garantir que I'analyse de I'échantillon, ou
du groupe d'échantillons, reflete le niveau de concentration des microorganismes en question
dans le sol rhizosphérique prélevé. Les racines des arbres doivent étre dégagees, puis 100g du
sol fermement lié aux racines sont prélevés (Yilmaz et al., 2008).L’échantillon trié est placé

dans un flacon stérile et transporté au laboratoire.

2 Isolement des actinobactéries

2.1 Préparation des dilutions et isolement

La préparation des suspensions mére par I’introduction de 10g de 1’échantillon dans un

flacon contenant 100ml d’eau physiologique stérile.

» L'isolement des actinobactéries se fait par [1’utilisation des milieux sélectifs.
Généralement, les chercheurs utilisent le milieu gélosé Olson (Annexe 1) additionné d'un
antifongique, la nystatine (50 pg/l) et d'un antibactérien Gram (-) la polymyxine (20ug/l).

> Des dilutions décimales de 107 jusqu’a 107 sont préparées a partir des solutions méres.
Par la suite, 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur le milieu Olson précédemment

stérilisés et coulés dans des boites de Pétri stériles. Ces dernieres sont, alors incubées a 30
OC et observées aprés deux, trois et quatre semaines d'incubation.

> A l'aide d'un microscope optique, les colonies d’actinobactéries peuvent étre repérées

d'apres leur aspect macroscopique caractéristique. Les colonies possédant un aspect
typique aux actinobactéries sont purifiées sur milieu Yeast Malt Extract Agar (YMEA) +
CaCO3 (Annexe 1).Les isolats purs d’actinobactéries sont conservés, d’une part, dans le
milieu YMEA coulé dans des tubes & essai inclinés avant solidification puis mis & +4 °C
et d'autre part dans un milieu liquide ISP2 (Annexe 1) dans des tubes eppendorf
additionnés de glycérol a raison de 20% (v/v) puis les tubes sont conservés & -20 °C .
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3 Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries

3.1 Activité antibactérienne

Dans le but de réaliser un screening des souches actives, plusieurs protocoles pour le
test de I’activité antibactériennea ont éte utilisés .Généralement ces tests se réalisent contre
des bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 2592 et Bacillus subtilis ATCC
6633) et contre des bactéries a coloration de Gram négatives (Klebsiela pneumoniae ATCC
700603, et Escherichia coli ATCC 25922).

3.1.1 Standardisation des inocula

Pour utiliser une charge identique pour tous les microorganismes cibles, il est
nécessaire de standardiser tout les inocula. A partir d’une culture de 18h sur milieu Muller
Hinton (Annexe 1), une suspension dans 1’eau physiologique de chaque bactérie cible est
préparée. La densité cellulaire de chaque suspension est ajustée par dilution dans de 1’eau
physiologique stérile est en comparaison avec la solution 0,5 McFarland (une densité optique
égale a 0,5 a 650 nm) (Annexe 2), de fagon a obtenir une concentration finale de 106 UFC/ml
aprés incorporation dans le milieu (Cavalla et Eberlin, 1994).

La standardisation des champignons est effectuée par la méthode de suspensions dilutions par
mesure de la densité optique (DO = 0,5) avec un spectrophotomeétre (Shimadzu UVmini.
1240) a différentes longueurs d’onde selon le germe. Le dénombrement des spores est

effectué a I’aide de la cellule de Malassez, La charge de I’inoculum utilisée est de

10’spores /ml (Billerbeck et al., 2002 ; Matan et Matan, 2008).

3.1.2 Technique de striés croiséees

Cette méthode préconisée par Boubetra et al., (2013) consiste a ensemencer la souche
d’actinobactérie en un seul trait a la surface de milieu solide ISP2 et en bordure de la boite de
pétri. Aprés incubation de 1’actinobactérie pendant 10 jours a 28C°, les microorganismes
cibles sont ensemencés perpendiculairement a la strie longitudinale de la souche
d’actinobactéries (figurel5) .La lecture de résultats se fait par la mesure du diametre
d’inhibition entre la bordure de 1’actinobactérie et la souche cible aprés 24 heurs d’inhibition

Pour les bactéries et 48 h et 72h respectivement pour les champignons.
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(1) Ensemencement
actinomycétes (souche test) en
stries transversales

Incubation 10/ 28°C

(2) Ensemencement
germes cibles

Zones d'inhibition

(3) Meswre des zones d mhubition aprés 24 4 48h d'imncubation & 37°C/28°¢

Figurel5 : Mise en évidence de I’activité antimicrobienne sur une milieu ISP2par la

technique de stries croisées (Boubetra et al., 2013).

3.1.3 Technique des cylindres agar

Les isolats d’actinobacteriés sont ensemencés en striec serré a la surface du milieu
ISP2 et incubés a la température de 28 °C pendant 14 jours. Des cylindres de 5 mm de
diameétre sont alors prélevés a I’emporte-piece et déposés a la surface du milieu Muller-Hinton
préalablement ensemencé par les bactéries tests. Les boites pétris sont ensuite placées a 4 °C
pendant quatre heures pour permettre une diffusion des substances et apres elles sont incubées
a la température de 37 °C pendant 24 heures. Les zones d’inhibition formée autour des

cylindres sont alors mesurées (Pazhanimurugan et al., 2012) ( figure 16).
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1) I

Milieu 15°2

Culture de 1a souche d acunomycere sur - Milieu 1592

Germe cible 10
Cylindre de @ UFC/ml
prlose

’—QOE-SOOﬁ i

Milieu Muller Hinton

-

Deécoupage des cylindres de gélose de 6mm de diameétre et dépdt sur muilien Muller Hinton préalablement ensemence]
pas etalement ea surface le germe cible

)

Meswe des diametres des zones d mhibabon en (mm) apres 24 et 48h d'meubation

Figure 16 : Mise en évidence de l'activité d'antibiotique de l'isolat d'actinobactérie sur milieu

Muller-Hinton par la méthode des cylindre d'agar (Bastide et al., 1986).

3.2 Activité antifongique

La capacité des isolats d’actinobacéries a inhiber le développement des moisissures
phytopathogénes ou pathogéne (exemple Fusarium oxysporum,Aspergillus niger, Alternaria
sp) se détermine sur milieu Potato Dextrose Agar PDA (Annexe 1), en utilisant la technique
des cylindres d’agar. Un disque de 6 mm de diametre issu d’une culture pure de 1’agent
phytopathogéne ou pathogéne est déposé au centre de la boite. Ensuite, des disques de
’actinobactérie sont placés parallélement et autour a une distance de 3 cm du disque de
champignon. Ces boites sont incubées a 30 °C pendant 14 jours. Des boites contenant juste le
disque de champignon sont incubées dans les mémes conditions, elles servent de contrbles
(Tour et al., 2004). Apres les périodes d’incubation, 1’évaluation de I’inhibition est estimée
par le calcul du pourcentage d’inhibition (I1%) de la croissance mycélienne selon la formule
suivante 1%: (C-T/C) x 100 ou C: la croissance de la moisissure dans la boite contréle; T :

croissance de F. oxysporum ou A. niger en présence des souches étudiées.
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4 Solubilisation des phosphates

La méthode décrite par Gaur (1990) permet d’évaluer la capacité de solubilisation des
phosphates sur milieu Pikovskaya (PVK) (Annexe 1) contenant du Ca 3(PO4)2 comme
source de phosphate (Pikovskaya, 1948).

4.1 Solubilisation des phosphates sur milieu solide : test qualitatif

Un volume de 10 pl de suspensions bactériennes issues de pré cultures fraiches, est
déposé a la surface du milieu PVK solide additionné de bleu de bromophénol (Pikovskaya,
1948). Apres incubation a 28 + 2 °C pendant 7 jours, le diametre de la colonie et de I’halo qui

I’entoure ont été mesurés. L’indice de solubilisation est calculé par la formule suivante :

Diamétre de I’ahalo (mm)-diamétre de colonie la

1S(%)= *100
Diameétre de la colonie (mm)

4.2 Solubilisation des phosphates en milieu liquide : test quantitatif

Les isolats ayant présenté un indice de solubilisation élevé (IS> 2) a I’issue du test
qualitatif, sont soumis a un test quantitatif. Pour chacun des isolats investis, un volume de 50
ml du milieu NBRIP(Annexel) liquide est inoculé avec 200 pl de suspension bactérienne
fraiche et les tubes sont incubés a 28 + 2 °C pendant 7 jours sous agitation modérée de
180rpm (Rfaki et al., 2015). Ensuite, les cultures sont centrifugées a 10.000 rpm pendant 10
min (Dipaket et al., 2016) et le surnagent est utilisé pour la quantification du phosphore
solubilisé, par colorimétrie a 890 nm (Harwood et al., 1969). la quantité de phosphate (p)
solubilisé est déterminé en soustrayant la quantité de P soluble du témoin (milieu non inoculé)

de la quantité de P soluble contenu dans le surnageant des milieux inoculés avec les isolats.

5 Production et dosage de I'auxine

5.1 Préparation de ’inoculum

La production des auxines est realisee sur le bouillon nutritif ou le bouillon ISP2,

supplémentés de L-tryptophane (1g/L) (Penrose et Glick, 2003).
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Des suspensions actinobactériennes de 108 cellules/mL sont établies a partir des pré-cultures
de 24 heures, en ajustant 1’absorbance de ces suspensions (entre 0,8 a 0,12) a une longueur
d’onde A= 650 (Kumar 2010). Un volume de 100 uL des suspensions actinobactériennes est
utilisé pour inoculer 20 mL du bouillon de fermentation contenu dans des tubes Falcon de 50
mL. Les tubes sont incubés a 30°C avec une agitation permanente de 180 rpm pendant 72
heures (Cherif, 2014).

5.2 Production d’Acide Indole Acétique (AlA)

Pour évaluer la synthese d'l1AA, des souches actinobactériennes sont inoculées dans
des flacons Erlenmeyer contenant 50 ml de bouillon extrait de levure-tryptone (YT)
(HiMedia), complétés avec 5 mg ml-1 de L-tryptophane, et conservés dans un agitateur
incubés (200 tr / min, 30 ° C, 5 jours).Les flacons contenant le bouillon de culture sont
ensuite été centrifugés a 4000 rpm pendant 30 min. Une concentration équimolaire de réactif
Salkowski (1 ml 0,5 M FeCl3 dissous dans 50 ml 35% HCIO4) (Annexe 3), est ajoutée a 2
ml de surnageant. Le mélange est incubé dans I'obscurité pendant 30 min et I'apparition de la
couleur rose a indiqué la production de composés d'indole. La production d'IAA a ensuite été
confirmée par chromatographie sur couche mince (TLC) tel qu'utilisé par Ahmad, Ahmad et
Khan (2005). L'absorbance est mesurée dans un spectrophotometre a 530 nm et la
concentration d'lAA est calculée en utilisant une courbe standard d'lAA pure (Goudjal et al.,
2013).

6 La production de sidérophore

6.1 Production de sidérophores sur milieu solide

La production des sidérophores a été testée en utilisant la gélose Czapek sans fer
(Annexe 1). Les isolats bactériens ont été ensemencés par spot, puis incubées a 30°C pendant
7 jours. Ensuite, les cultures bactériennes ont été superposées par 15 mL de la gélose
fer/Chrome azurol S (CAS) (Annexe 1) (Pérez-Miranda et al., 2007). Les halos orange
formés autour des colonies sur la gélose bleue aprés incubation a température ambiante ont
été considérés comme révelateurs de la production des sidérophores (Sanchez-Cruz et al .,
2019).
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6.2 Production des sidérophores sur milieu liquide

Le milieu King B liquide (Annexel), étant donné sa composition exempte de fer, est
préconisé pour mettre en évidence la production des sidérophores. Le milieu est ensemencé
par 100 ul des cultures et incubé a 30°C / 3jours. Les cultures sont centrifugées a 5000 rpm
/20min puis 500 pl du surnageant sont mélangés a 500 ul de la solution CAS incubé 30 min a

I’obscurité. La couleur virera du bleu a I’orange selon le taux de production des sidérophores.

La DO est mesuré par spectrophotométrie & 630nm. Le principe est que le milieu de culture
possede initialement une couleur bleue due au complexe fer-CAS (Annexe 1)
hexadécyltriméthylammonium (complexe Fer/CAS/HDTMA) qui vire au rouge-orangé suite
au déplacement du fer par le sidérophore produit par le microorganisme. Cette compétition
pour le fer se fera au profit du sidérophore formant ainsi le ferri-sidérophore de couleur rouge-
orangé (Cherif, 2014).
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Figure 17 :Test biologique en milieu gélosé pour la mise en évidence de la production de

sidérophores (Samuel et al., 2009).
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Il. Résultats et discussion

1. Isolement et purification des actinobactéries a partir d’un sol rhizosphérique

Les actinobactéries sont des micro-organismes capables de coloniser différents
écosystemes grace a leur caractéristique compétitive. Le nombre des actinobactéries est trés
différent d’un site a un autre et qui peut étre influencé par la disponibilit¢ de la matiere

organique essentielle pour leur croissance.

En Algérie, plusieurs études portant sur 1’isolement des actinobactéries, la taxonomie des

souches isolées et 1’étude des antibiotiques secrétés, ont été réalisées (Lamari et al., 2002 ;

Zitouni et al., 2005).

Parmi ces travaux, 1’étude de (Leulmi et al., 2018) qui ont pu récolté 99 souches

d’actinobactéries.L’isolement des actinobactéries a été réalisé a partir d’un sol rhizosphérique
et d’un sol montagneux provenant de la région de Khenchela et du sol environnant la Sebkha
(wilaya de Oum EIl Bouaghi). Cette variation des sites de prélévement a pour but d’augmenter
les chances d’isolement d’actinobactéries possédant, éventuellement, un potentiel élevé de
production de molécules bioactives.
L’addition au milieu d’isolement des substances inhibitrices tels que la nystatine et la
polymexine (figure 18) permet de stopper la croissance des germes envahisseurs et de
diminuer fortement le nombre de bactéries non mycéliennes indésirables (Leulmi et al.,
2018).

i', \- ~—gr
B AN

Figure 18 : Aspect sur milieu solide YMEA +CaCO3 des isolats purs d’actinobactéries(
Leulmiet al., 2018).
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Ce nombre obtenu par (Leulmi et al., 2018) est considéré petit en comparaison avec
celui obtenu par (Bouaziz et al., 2018) qui ontisolés un totale de 112 d’actinobactéries
d’écosystemes différents a partir de trios solsrhizosphériques de la région de Ouargla (Sud
Est de I’ Algérie).

Ces deux travaux ont montré que les sols arides et semi arides, représentent un
¢cosysteme particulier, renferment un potentiel assez riche d’actinobactéries tant du point de

vue quantitatif de biodiversité et d’activité antimicrobienne (Sabaou et al., 1998).

D’apres les résultats de (Bouaziz et al., 2018), il apparait que le nombre des souches
d’actinobactéries isolées a partir des milieux additionnés d’antifongiques est nettement
supérieur a celui des milieux sans antifongique. Ce qui confirme que 1’addition d’antifongique
aux milieux de culture réduit la prolifération des champignons au profit des bactéries
actinomycétales (Takizawa et al., 1993).

Cependant, sur un lot de cinquante-cinq souches d’actinobactérie isolées a partir
d’échantillons de sol aride prélevés dans la région de Biskra, dix souches a structure
filamenteuse ont été purifiées par (Reghioua et al., 2006) .Ces souches sont connues par leur
morphologie caractéristique qui les distingue des autres microorganismes. Elles sont trés
souvent pigmentées, d’aspect compact, sec, lisse ou rugueux, quelques fois en forme dechou-

fleur ou sous forme de cratére.

Selon la littérature, I’utilisation du milieu amidon-caseine est trés recommandé pour la
purification des actinobactériescar il contient de I’amidon et de la caséine qui par leur
présence rendent les milieux de culture moins favorables a la croissance des autres
bactéries.Aussil’addition de nystatine a raison de 50 pg/ml de milieu de culture s’est montrée
efficace pour I’élimination des champignons qui génent par leur développementenvahissant le
développement des actinobacterie. Plusieurs auteurs, a juste titre, considerent que I’emploi de
substances antifongiques est une précaution essentielle dans 1’isolement desactinobacteries

(Suzuki et al., 2001 ),et cela correspond au résultat précédent de (Bouaziz et al., 2018).

La présence d’acide nalidixique a raison de 25 pg/ml de milieu de cultures est avérée efficace

pour I’élimination des bactéries a coloration de Gram négative selon (Reghioua et al., 2006).
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2. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des souches d’actinobactéries est mise en évidence par
plusieurs méthodes (méthodes de diffusion en gélose,technique de double couche,..) vis-a-vis
de plusieurs souches bactérienne test (exemples Bacillus cereus, Escherichia coli,
Streptococcusfeacalis, Pseudomonas aeruginosaetStaphylococcus aureus).L’une des
caractéristiques des actinobacteries est leur capacité a ralentir et /ou d’inhiber I’activité et la
croissance des bactéries et des champignonspathogénes et phytopatogénes (Harir et al.,
2018).

Dans cette optique et d’aprés ’analyse des résultats obtenu par la littérature, quatre-
vingt anse (91) isolat d’actinobacteries ont été collectés par (Saker et al., 2015) a partir de
sols de quatre région différent M’zab, Biskra, M’sila et de Boughezoul (Médéa) en Algérie.
Cette population actinobactérienne présente une diversité culturale (aspect; couleur et
diametre des colonies et quantité de mycélium aérien) et morphologique (sporulation et

présence du mycélium aérien et mycélium du substrat et fragmentation ou no de ce dernier).

Le pouvoir antagonistes de ces 91 actinobactéries des sols est effectué par la méthode
des cylindres d’agar  vis-a-vis des microorganismes (bactéries, levures et champignon
filamenteux) dont la plupart sont pathogénes ou encore phytopathogenes. Les résultats
montre que 69(75.8%) souches sur les 91 testées ont une activité antibiotique contre au moins
un microorganisme cible. Les souches actives ont inhibées surtout les champignons
filamenteux et les levures. En effet Les 69 souches actives ont toutes une action
antifongique, dont 47 (45%) essentiellement antifongique et 22 (24%) a la fois antifongique et
antibactérienne. Ce pourcentage des souches actives est inferieur par rapport a celui obtenu
par (Leulmi et al., 2018).

L’activité antimicrobienne de ces souches d’actinobacteries isolé et purifié¢ a été mise
en évidence par la technique de cylindre d’agar .d‘aprés (Leulmi et al., 2018), les résultats
montre que sur les 65 souche d’actinobacteries 95% d’entre elles ont présenté une activité
antibactérienne et/ ou antifongique vis-a-vis au moins de I’'une des souches cibles. Et,
seulement 24% des isolats ont inhibé, au moins, la croissance du mycélium d’un champignon
phytopathogéne. En outre, les résultats de ce screening aussi est plus élevés en comparaison
a celui obtenu par (Belyagoubi et al., 2014) qui a pu récolter cent-huit (108) actinobactérie a
partir des sols préleves de différente sites de Tlemcen et Laghouat en Algérie.
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L’analyse de résultats obtenus dans cette étude indique que I’activité antibactérienne des
actinobacteries par la technique des cylindresd’agar, représentent un pourcentage de 31,2%
(33) pour les souches isolées de Laghouat et 54,5%(58) pour les souches isolées de Tlemcen,
alors que I’activité antifongique occupe un taux de 37,5% (34) pour les souches isolées de
Laghouat et 18,2% (16) pour celles isolées de Tlemcen.

La variabilit¢ de 1’activité antimicrobienne observée entre ces différentes sols
rhizosphériques peut étre justifiée par la variabilité de la profondeur des prélévements des sols
rhizosphériques, de méme il est déja connu que la charge microbienne du sol change avec le
changement de la profondeur (Kremer, 2019).D’un autre coté et d’aprés (Kattere et Andren,
2001), le nombre et I’activité des microorganismes changent d’une région a une autre,
influencé par le contenu de matiéres organiques du sol, la texture du sol, le pH, I’humiditg, la

température, I’aération et d’autres facteurs.

3 Solubilisation de phosphate

Selon (Khan et al., 2016),la solubilisation du phosphate inorganique est un autre
mécanisme par lequel les actinobactéries jouent un réle important dans la promotion de la
croissance des plantes. La croissance globale des plantes est affectée par la disponibilité des

éléments nutritifs essentiels des plantes, comme le phosphore (P) (Hamdali et al., 2008).

Le bouillon de Pikovskaya amendé avec (Cas (POs) 2), (FePO4) ou (AIPO4), comme sources
de Phosphate inorganique ont été utilisé par (Boukayaa N et al., 2018) pour mettre en
¢vidence la capacit¢ de solubilisation du phosphate des souches d’actinobactéries. Les
résultats donnés montrent que toutes les actinobactéries testées ont bien poussés sur les trois
milieuxde Pikovskaya, et qu'elles ont dissous le phosphore des sources de phosphate

tricalcique et de phosphate d'aluminium.

Plusieurs souches bactériennes, fongiques et actinobactériennes se sont révélées
solubilisantes le phosphate organique . lls convertissent les formes insolubles de phosphate,
comme le phosphate tricalcique (Cas (POs4) 2), le phosphate daluminium (AIPO.) et le
phosphate de fer (FePO.), aux formes solubles de phosphore (Khan et al., 2014).

Ces résultats sont en accord avec les résultats de (Franco et al., 2010), qui ont signalé
des activités élevees des actinobactéries qui possedent la capacité de solubiliser du

phosphate. (Franco et al., 2010) indiquent que la plupart des souches d'actinobacteries
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testées semblent avoir la capacité de solubiliser des sources de P inorganique peu disponibles
ou de minéraliser du P a partir des sources de P organique dans le sol. En fait, 70% d’entre

eux solubilisé le P inorganique dans le milieu PVK.

Ce résultat est largement supérieur a celui observé par plusieurs autres études tel que
les résultats de (Anwar et al., 2016) qui montre que parmi les (98) isolats sélectionnés six
souches (6%) d’actinobacterie étaient pour solubiliser le phosphate en produisant des zones

claires autour des colonies aprés 7 jours d’incubation.

On conclure que,la grande aptitude des isolats d’actinobactéries a solubiliser le
phosphate inorganique peut étre liée a ’adaptation au milieu extréme qui exprime des teneurs
faibles en phosphate libre. En fait, le phosphate en milieu salin se précipite avec Ca+2 et il
devient inaccessible pour 1’utilisation par les microorganismes et/ou les plantes (Singh et
Singh, 2013).

Pour répondre, les microorganismes développent leurs aptitudes a la solubilisation du
phosphate par plusieurs mécanismes, tels que la libération des acides organiques, conduisant
ainsi a I’acidification du milieu et donc I’accumulation des protons H+ qui se complexent
avec les ions Ca2+, permettant la libération du phosphate (Illmer et Schinner, 1995). Un
autre mécanisme utilisé par les microorganismes pour la solubilisation du phosphate est la

production des enzymes telles que la phosphatase (Taktek et al., 2017).

4  La production des auxines

Les auxines sont des phytohormones qui induisent la formation des poils racinaires et
des racines latérales et augmentent la capacité des plantes a absorber les nutriments a partir du
sol. Selon la littérature, les auxines produites par les souches d’actinobactéries isolées et
sélectionnées promotrices de la croissance de plantes sont révélées par 1’utilisation du réactif
de Salkowsky. La production de 1’acide indole acétique est réalisée a partir de différentes
voies métaboliques. La présence de I'indole dans le milieu de culture, est fortement liée

al’intensité de la coloration rose, due principalement au réactif de Salkowsky.

La majorité des actinomycetes PGPR synthétisent I'|AA (acide indole acétique), qui est

responsable de l'augmentation du nombre de racines adventives qui aident la plante a absorber
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un grand volume de nutriments et absorber I'eau, tandis que l'augmentation des exsudats

racinaires a son tour profite aux bactéries (El-Tarabily, 2008).

La synthése des hormones de croissance des plantes, dont I’AIA est le plus efficace, est une

faculté tres commune chez les actinobactéries (Cherif, 2014).

Sur la base de 98 actinobacteries rhizosphériques qui ont été isolés de différents champs de
blé et de tomates, Punjab, Pakistan. (Anwar et al., 2016) indiquent que I'analyse qualitative
du surnageant de culture d'isolats d'actinobacterie sélectionnés montre que environ 80% des
actinobactéries rhizosphériques sont capable a produire I’IAA. Le L-tryptophane est
considéré comme le précurseur parce gue son adjonction est nécessaire a la production. La

production d'IAA est comprise entre 10 et 79,5 pug / ml.

Ces résultats (79.5 ug/ml) de I'IAA ont dépassés le niveau des travaux précédemment

rapportés par ( Khamnaetal.,2009) ou la production de I’IAA est de valeur de 28.5ug/ml

(Khamna S et al., 2009) représente que sur un lot de 445 isolats d'actinobacteries ont été
obtenus a partir des sols de rhizosphére de plantes médicinales ,Trente-six (8,1%) des isolats

d'actinobacteries ont produit de I'lAA.

5 La production des sidérophores

La production de sidérophores est une autre caractéristique qui stimule la croissance
des plantes en formant un complexe avec la forme de fer (Fe 3+) dans la rhizosphére, rendant
le fer indisponible pour les phytopathogénes. Il est suggéré par (Tan et al., 2009) que la
production de sidérophores est un facteur important pour I'antagonisme des phytopathogénes
et le développement de la croissance de la plante.

D’apres les résultats de (Anwar et al., 2016) , parmi 98 actinobactéries 83 (85,7%)
des souches testées produisent des sidérophores ayant pour conséquence I’apparition d’un
halo oronge sur gélose, ces souches jouent probablement un réle majeur dans la promotion de

la croissance des plantes.

Ce résultat est nettement supérieur a celui obtenu par (Khamna et al., 2009) qui

montrent que parmi les 445 actinobacteries ; La production de sidérophores a été trouvée
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dans 45 (27,5%) de tous les isolats d'actinobacteries .Cette production se manifeste par la

formation d’un halo orange sur la gélose(CAS) autour des colonies.

Alors que sur un total de 112 isolats d'actinobacteries qui ont été récupérés par
(Joanna L, 2011) du sol de deux sites géographiquement distincts en Australie, dont les
isolats ont été évalués pour leur capacité a produire des sidérophores pendant leur croissance.
Les résultats indiquent que les populations d'actinobacteries des deux sites avaient
caractéristiques de production de sidérophores tres similaires, avec 15 (17%) et 2 (3%) par le

deuxiéme et le premier site respectivement.

D’apreés ces résultats on remarque que la majorité des souches isolées a partir de ces
différents sols rhézosphériques produisent des sidérophores a des taux trés variables.La
capacité de production intrinséque de sidérophore de ces souches d’actinobacteries est sous
I’influence des facteurs environnementaux (Valdebinito et al., 2006). Plusieurs facteurs
agissent sur la synthése des sidérophores : le pH, la teneur en fer et les formes d’ions de fer, la
présence d'oligo-éléments (Duffy et Defago, 1999). Cependant, sur milieu solide la
production est beaucoup moins apprécié¢e que sur milieu liquide. Ceci serait da a 1’inhibition
de la croissance des actinobactéries par les composants du milieu de culture ou a la nature du

sidérophore produit (Gangwar et Kaur, 2009).
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Conclusion et perspectives

L’utilisation des technologies microbiennes dans ’agriculture s’étend trés rapidement
par l’identification de nouvelles souches bactériennes efficaces dans 1’amélioration de la
croissance des plantes, les PGPR, (Plant GrowthPromotingRhizobacteria). En général, les
micro-organismes rhizosphériques, exercent sur les plantes diverse effets influencant leurs
développements en améliorant leurs competitivités et leurs réponses aux facteurs de stress
externes. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes, ayant de multiples activités
dirigées vers la promotion de la croissance des plantes vis-a-vis de I'expositiondes potentiels
de biorémédiation en détoxifiant les polluants tels que, les metaux lourds, les pesticides et le
contrdle d'une gamme de phytopathogenes en tant que biopesticides, ont montrés des résultats
spectaculaires dans différentes études sur les cultures (Rachel et al., 2018).

Comme les autres PGPR, les actinobactéries utilisent également des mécanismes
directs et indirects pour influencer la croissance et la protection des plantes. Les
actinobactéries PGP influencent directement la croissance des cultures de plusieurs maniéres:
la production d'hormones de croissance végétale comprenant l'auxine (acide indole-3-
acetique: 1AA), les cytokinines, les gibbérellines et I'acide abscisique; fixation de I'azote; et la
solubilisation du phosphore, du zinc, du fer et du potassium et donc une disponibilité accrue
des nutriments. En dépit de la satisfaction de ces besoins nutritionnels de base, ils favorisent
également la croissance des cultures indirectement en produisant I'ACC désaminase, une
enzyme anti-stress, et en fournissant une protection contre les attaques d'agents pathogenes et
de ravageurs par la production d'antibiotiques tels que le 2,4-diacétylphloroglucinol, la
kanosamine, acide phénazine-1-carboxylique, pyolutéorine, néomycine A, pyrrolnitrine,
pyocyanine et viscosinamide. La sécrétion de sidérophores permettant la captation du fer,
privant les champignons pathogénes du voisinage; la production de métabolites de bas poids
moléculaire tels que I'acide cyanhydrique (HCN) qui inhibe le transport d'électrons et donc la
perturbation de I'apport d'énergie aux cellules; la production d'enzymes lytiques telles que la
chitinase, la B-1,3-glucanase, la protéase et la lipase qui lysent les parois cellulaires fongiques

et bactériennes pathogenes ( Gopalakrishnan et al., 2016).
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D’aprés la littérature, Les actinobactéries présentent une activité a la fois
antibactérienne et antifongique contre les bactéries soit Gram positive ou Gram négative et de
méme contre les champignons pathogenes et phytopathenes. Leurs performances prouvées

dans la capacité a produire les sidérophores et a solubiliser le phosphate.

Pour cela, ces bactéries constituent un groupe fort utile en biotechnologie. Leur hétérogénéité,
leur diversité écologique et leur exceptionnelle capacité a produire des métabolites importants
utilises dans le monde de la médecine, en raison de leur assistance précieuse pour sauver
I'nomme contre les maladies infectieuses et aussi dans la lutte biologique contre les maladies
des plantes. Egalement, les actinobactéries jouent un rdle vital dans la fertilit¢ du sol et

favorise la croissance des plantes.

Au terme de ce travail qui ouvre plusieurs perspectives de recherches consisteraient a:

v Réalisation des tests d’inoculation in vivo (sur plantes), au laboratoire et sur champs ;
pour voir leurs caracteres de promotion de la croissance des plantes (direct et indirect);

v Approfondir les techniques de purification, identification et caractérisation chimique
des molécules antifongiques et antibactérienne produites.

v’ Faire une étude par GC-MS pour avoir une idée sur la nature des sidérophores produits

par les actinobactéries.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Milieu Olson
Sodium casein .............ccceeeeenennnn 28

Laspragine .........cccoovvvvivnienennnn.. 0.1g
Sodium propionate ........................ 4g
K2HPO4 ... 0.5g
FeSO4 ..o 0.01g
AZAT ettt e 10g
Eau distillée........cooovvievieieniee 1000ml
pH=7.2

Muller Hilton

Extrait de viande...........................l. 2g
Hydrolysat acide de caséine ...........17,5 g
Amidon.........o.ooiii, I,5¢g
YN e 10g
Eaudistillée ............ccooooenn.l. 1000 ml
pH=7,4

Milieu Czapek sans fer
SACCNAIOSE......ccvvevecieciee e 30g
NANOS.....cciiiiiei e 39
KCL. e 0.5g
MQgSO4,7TH20.......cciiiiiiiiiec 0.5g
K2HPO4.....coiici e 19
AN i 159
Eau distillée........cccooeniiiciii 1000mL
pH=7.3

Milieu TY
Tryptone.......cooovviiiiiiiiiiiiiiinn., 2.5¢
CaCl2...ciiiiiii 0.35¢g
Extraitde levure..........................l 1.5g
AT .o, 15¢g
Eaudistillée ...................ooei. 1000mL
pH=7

Milieu ISP2

Extraitde levure ..................cooeenl. 4g
Extraitdemalt .......................ol 10g
Glucose ..o, 4g
AT o 20g
Carbonate de calcium ........................ 2g
Eaudistillée ...................ooiin. 1000 ml

pH=7,3
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Milieu YEMA

Extrait de levure........ccoceveveieeecieeciieeee e, g
Mannitol...........cooooiiiiiiiii 10g
Phosphate dipotassique..................... 0.5g
Sulfate de magnésium....................... 0.2g
Chlorure de sodium.......................... 0.1g
Rouge Congo........covvvvviiiiiiiii., 0.025¢g
N . | 20g
Eeudistillée.............ooovieiiiinnn. 1000mL
pH =6.8

Milieu KING-B
Peptone.......coovviiiiiiii 20g
Glycérol.......oovvviiiiiiiiiiin 10 mL
Phosphate dipotassique...................... 1.5¢
Sulfate de magnésium, 7H20............... 1.5g
AGar ..o, 15¢
Eau distillée. ..o, 1000mL
pH=7.2

Milieu GN
Peptone.........ooooiiii Sg
Extraitde levure.................oooiiinnn 3g
AT .o 15¢
Eau distillée...............ooviiiian. 1000mL
pH=7

Milieu PVK

Extraitde levure..........................l 0.5g
GIUCOSE.....coeeiece e 10g
Phosphate tricalcique.......................... 5¢g
Sulfate d’ammonium...........ccccccvvernnnnee. 0.5g
Chlorure de potassium...................... 0.2g
Sulfate de magnésium.........c.cccccuveevunennnns 0.1g
Sulfate de manganése .................. 0.0001g
Sulfatede fer...............cooooiiiiii. 0.0001g
AT ., 15¢
Eaudistillée...............cooiiiint. 1000mL
pH=7.2

Milieu PDA

Infusion de pomme de terre................ 200g
Glucose...c.ovvviiii i, 20g
AGar. . i 20g
Eaudistillée..................ooo 1000mL

pH =5.6.
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Mileu fer/Chrome azurol S (CAS)

Chrome azurol S..........ccooiiiiiiins 0.065¢
HDTMA ... 0.0729¢g
PIPES.....ooiee e 30.249
1 mM FeCl3,6H20 dans 10 mM HCI....10mL
AGAIOSE. ....ceviiiieiiieiiee e 99
Eau distillée........ccooovriiiiiiiiie, 1000mL
pH=7

Milieu NBRIP

GlUCOSE. ...veeieii i 5¢g
(NHA)2SO4...oooooo 0.05g
MgS047H20......ccoiiiiiiiiiiie, 0.125G
NaCl...oooiii 0.1g
Na-InsP6............oooii 2.5¢
Kelao 0.1g
AT . 7.5g
PH =7

Annexe 2: Les solutions

Eau physiologique

Chlorure de SOAIUM........uvveeiiiieeeeeee e

Eau distillee .....ooveiiniiiieeeeee e

Solution de Mac Farland

Solution de BaCl2. 2H20, 190 ...oovi e 0.6ml

Solution de H2SO04, 1 0. .. .no e e,

Annexe 3

Le réactif de Salkowski

Solution aqueuse de Fecl 3 (8,11g /100 ml)..............
L’acide perclorique ........cccceeeeveeienienienieneenenieseeenn

) DT e 1115 1 (T



