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	Introduction


Introduction
[bookmark: bbib0495]       La  naissance de l’antibiothérapie, en 1940, a complètement révolutionné et innové le domaine médical en suscitant une réduction  significative  de  la  mortalité  associée aux    maladies  infectieuses.    Malencontreusement,    la    résistance bactérienne  aux  antibiotiques  traditionnels  a  rapidement  constitué  un  problème  de  santé important à l’échelle mondiale (Avorn et al., 2001). C’est  pourquoi,  en  considération  de  la propagation  rapide  des  maladies  et  de  l’émergence  d'agents   pathogènes   résistants   aux  antibiotiques, la conception de nouveaux médicaments est éminemment pressant et primordial (Jiang et al., 2008). De même  pour  lutter  contre  les  maladies  potentiellement  mortelles  telles  que  le  cancer (Olano et al., 2009).
       À la fin du XXe siècle, avec les progrès croissants de la science et de la technologie, certains produits naturels apportés par les  actinobactéries  avaient  été  largement  utilisés  en  milieu clinique comme antibactériens, antifongiques, anticancéreux, antitumoraux et  antiparasitaires (Butler, 2004).
       Etant les premiers producteurs d'un grand nombre  d'antibiotiques commercialisés (Arul Jose et Jebakumar, 2013 ; Abdelmohsen et al., 2015), les actinobactéries constituent l'un des phylums  bactériens  les  plus  dominants  dont  la  plupart  de  ses  espèces  sont  des   micro-organismes vivants libres que  l'on  trouve  de  manière  omniprésente  dans  les  écosystèmes aquatiques  et  terrestres.  Leur  diversité  assure  un  potentiel  de  biosynthèse  robuste  et  de polyvalence dans la production de métabolites secondaires et composés biologiquement actifs, d'une grande diversité structurelle et d'une importance commerciale, y  compris  de  nouvelles substances antibiotiques (Elsayed et al., 2015 ; Barka et al., 2016).
	[bookmark: _Hlk138447566]
	Introduction


       Face à la propagation des métaux lourds dans l’environnement, des méthodes écologiques pour nettoyer les milieux pollués à l'aide de différentes espèces microbiennes ont émergé comme approche privilégiée pour la dépollution des polluants. Cette approche est  plus acceptée car elle est moins intrusive et plus réparatrice des fonctions du sol par rapport aux approches physico-chimiques standard (Kidd et al., 2009).  
       Dans  la  nature,  les  actinobactéries  sont  des colonisateurs  dominants  (Naik et al., 2013)  et  sont   importantes   pour   le   recyclage   des biomatériaux réfractaires par la formation d'humus et  la  décomposition  (Stach et al., 2005). En raison de leurs rôles bénéfiques  dans  la  nature,  ces  bactéries  ont  suscité  une attention  notable,  notamment  en  ce  qui  concerne  leur  capacité  à  dégrader  les  polluants organiques et inorganiques et leurs utilisations en guise de substrats.
2

       Ce travail vise à caractériser et à chercher certaines activités biologiques, d’un ensemble de 16 souches d’actinobactéries, dotées d’une résistance aux métaux lourds, isolées par Mme SOUAGUI S., au niveau des deux sites de Ouadghir et Béjaia, et cultivés sur des milieux  de culture varié, afin d’évaluer et d’estimer leur potentiel antimicrobien sur le plan médical, pour la production d’antibiotiques, et également sur leur capacité antioxydante et leurs faculté à synthétiser une gamme d’enzymes  et  une  pluralité  de  métabolites  secondaire  à  pouvoir phosphatasique,  anticancéreux  et  promoteur  de  la  croissance  des  plantes  (PGP), tout   en    mettant  en  évidence  les  caractères morphologiques  de  ces  souches.  Pour  ceci,  cette recherche est scindée en trois parties :
· La première partie est dédiée à une synthèse bibliographique, entament des généralités sur les actinobactéries et  leurs  métabolites  secondaires,  tout  comme  leurs  résistance  aux métaux lourds.
· La deuxième partie est consacrée pour énumérer, le matériel et les méthodes employées, afin de mener à bien nos objectifs, d’étudier le potentiel actif de nos souches.
· Enfin la troisième partie portera sur la discussion de ce qu’on a  obtenu  comme  résultat, suivie d’une conclusion.

	
	Introduction
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	[bookmark: _Hlk139475489]Chapitre I :
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Partie I : Caractéristiques générales des Actinobactéries 
I.  Description des actinobactéries 
       Le nom Actinomycetes provient du grec "atkis" (un rayon) et  "mykes" (champignon), ayant des critères à la fois de bactéries et de  champignons  (Das et Khosla, 2009),  mais  il  a largement de caractéristiques différentes pour le limiter au royaume des  bactéries  (figure 1).
[bookmark: _Hlk140005979]       Les actinobactéries désignent un vaste  groupe de procaryotes   comportant   l’ordre   des Actinomycétales  (Mariat et Sebald, 1990),  représentant  des  bactéries  Gram   positifs   et filamenteuses avec un haut coefficient de Chargaff (% GC), généralement compris entre 60 et 75%, elles marquent une croissance plus lente que celle des autres bactéries  en  un  temps  de  génération moyenne de 2 à  3  heures  (Larpent et Sanglier, 1989) et  se  caractérisent  par  un   phylum  grand  et  complexe (Stackebrandt et al., 1997; Zhi et al., 2009).  Elles sont considérées  comme  d'excellents  élaborateurs  de   produits   pharmaceutiques   tels   que   les antibiotiques et les enzymes industrielles et sont bien connus comme  une  source  importante  de  nouvelles  métabolites  secondaires  biologiquement  actifs  (Goodfellow et al., 2010 ; Bae et al., 2016).
[image: ]       L’actinomycine a été à l’origine de leur découverte en  1940,  par  Wacksman  et  Woodruff  à partir  d’une  culture  de  Streptomyces  antibioticus  et  de  la   streptomycine    produite    par Streptomyces griseus (Schatz et al., 1944). 






Figure 1 :  Certaines  colonies  d'actinomycètes  qui  ont  été  dénombrées  dans  la   forêt   de mangrove de Pahang (Malek et al., 2014).
I.1.  Habitat des actinobactéries 
       Des fréquences élevées et culminantes d'actinobactéries ont été observées dans divers types d'écosystèmes terrestres, aquatiques et dans l'atmosphère (tableau I). Dans les écosystèmes terrestres, les actinobactéries libres sont très abondantes, notamment dans le  sol, 
3

5

où  elles comptent de 106 à 109 cellules par  gramme  (Barka et al., 2016).  Étant donné  que  les actinobactéries sont largement adaptées pour vivre dans de conditions  oligotrophes,  elles vivent épilithiquement et endolithiquement même sur les surfaces des bâtiments, les  roches, les monuments en pierre et les statues (McNamara et al., 2006 ; Mihajlovski et al., 2017). 
       Leurs avantages incluent la capacité à produire des spores résistantes  en  réaction  à  des conditions  revêches   (B.-Z. Fang et al., 2017 ; Makhalanyane et al., 2015).   De   plus,   les   actinobactéries produisent  des  pigments  comme  la  mélanine  pour  se  protéger  contre  les radiations  élevées,  les  températures  extrêmes  et  les  radicaux  libres  (Manivasagan et al., 2013).
	[bookmark: _Hlk141126527]Chapitre I :
	Synthèse bibliographique


Tableau I :       Exemples     des     différents     milieux    de     vie      des       actinobactéries.
	Chapitre I :
	Synthèse bibliographique


	Habitat
	Références

	Biotopes terrestres

	le sol
	(Lacey, 1973 ; Larpent et Sanglier, 1989)

	
	La rhizosphère anoxique des mangroves
	(Tan H et al., 2009)

	
	La litière, de l'humus, du fumier et les surfaces rocheuses
	(Cross 1981 ; Goodfellow et Williams 1983)

	Milieux aquatiques
	Eau douce
	(Kitouni et al., 2005)

	
	Eau de mer
	(Ramesh et Mathivanan, 2009)

	
	Les sédiments sous-marins
	(Jensen et al., 2005)

	
	Les fonds marins profonds
	(Stach et al., 2004)

	Environnements extrêmes
	Le sol dessert (les sols sableux, les sols alcalins noirs, les sols limoneux sableux, le sol de dessert et le sol de dessert subtropical)
	
(Cundell et Piechoski, 2016)


	
	L’antarctique
	(Lee et al., 2012)

	
	Les sols contaminés par les métaux lourds
	(Hemmat-Jou et al., 2018)

	
	Sol pollué
	(Alvarez et al., 2017)



I.2.  Cycle de développement des actinobactéries       
       Le cycle de vie des actinobactéries comprend trois processus physiologiques majeurs : la croissance  végétative,  la  différenciation  et  la  sénescence  cellulaire,  suivies   de   la   mort
(Ait Barka et al., 2016).  Bien  que   les   actinobactéries   présentent   un   cycle   biologique similaire à celui de certains champignons, leur  structure  procaryotique  les  classe  parmi  les bactéries. Ainsi leur cycle de développement débute par  la  germination  d'une  spore  sur  un milieu solide, donnant naissance à un mycélium végétatif, qui est formé d'hyphes  ramifiés  et multi-nucléoïdes ancrés dans le milieu solide. Un mycélium aérien se  développe  à  partir  du mycélium  végétatif, en utilisant ce dernier comme substrat. Pendant ce processus,  le mycélium 

végétatif  s'autolyse et  les  produits de la  lyse  sont  cannibalisés  et  utilisés  comme source de  nutriments par le mycélium aérien (Miguélez et al., 1999) (figure 2).
[bookmark: _Hlk149844988][image: ]       La croissance des hyphes se fait de manière apicale, c'est-à-dire par le  sommet  (Flärdh, 2010). Suivie en parallèle avec la formation des Septas, ce qui conduit à la formation  d'unités uni-génomiques.  Les  cellules  se  différencient  ensuite  pour  former  des   spores,   appelées « sporongiospores » si elles sont localisées dans des « sporonges ». 
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Figure 2 : Cycle de développement des actinobactéries, de la germination des  spores  à  la formation de nouvelles spores (Ait Barka et al., 2016).
I.3.  Taxonomie des actinobactéries 
       Les actinobactéries sont l'une des plus grandes unités taxonomiques parmi les 18 lignées majeures reconnues dans  le  domaine  des  bactéries.  Elles  comprennent  5  sous-classes,  6 ordres et 14 sous-ordres (Ludwig et al., 2012). Les genres au sein du phylum  Actinobacteria présentent une grande diversité en  termes  de  morphologie,  de  physiologie  et  de  capacités métaboliques. La taxonomie des actinobactéries a évolué au fil du temps avec  l'accumulation
des connaissances. L'ordre des Actinomycetales, établi  par  Buchanan  en  1917  (Buchanan, 1917), appartient à ce groupe d'organismes procaryotes. 
       La taxonomie des actinobactéries a évolué au fil du temps avec l'accumulation des connaissances. En effet, une nouvelle taxonomie mise à jour du phylum Actinobacteria  a  été  présentée, se basant sur les  arbres  d'ARNr  16S  (Ludwig et al., 2012).  Cette  révision  a  conduit  à  la suppression des sous-classes et des sous-ordres en élevant les anciennes sous-classes  au  rang de classes et les anciens sous-ordres au rang d'ordres,  respectivement  (Gao 
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[image: ]et Gupta, 2012). Ainsi,  le  phylum  est  maintenant  divisé  en  six  classes  :  Actinobacteria,   Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria et Thermoleophilia (figure 3).
Figure 3 : Arbre phylogénétique basé sur 97 séquences du  génome  des  actinobactéries  (Ait Barka et al., 2016).
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I.4.  Classification des actinobactéries 
       Au fil des décennies, la classification des actinobactéries a connu plusieurs évolutions  en fonction des avancées scientifiques. Depuis 1940, elle a pris de l'ampleur et a  continué  d'être 
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révisée (Belyagoubi, 2014). Selon Lechevalier  et  Lechevalier  (1965),  la  classification  des espèces se basait sur des  critères  morphologiques  et  chimiques.  En  raison  de  leur  grande 
diversité,   des   approches   physiologiques,   numériques   et   moléculaires   sont    devenues
indispensables pour différencier les actinobactéries.
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I.4.1.  Classification morphologique 
       L'étude morphologique des actinobactéries, telle que rapportée par Badji (Badji et al., 2006), repose sur l'observation de plusieurs caractères  morphologiques  essentiels. Ces   critères incluent la nature (fragmentée ou non) et la couleur du mycélium aérien, ainsi que   du substrat. On évalue également la présence de sporophores sur le mycélium, la présence de sclérotes ou de synnemata, ainsi que la présence, la forme et la mobilité des spores (Figure 4). On prend en compte leur agencement sur les hyphes, leur quantité, ainsi que la présence éventuelle de sporanges et leur type (Figure 5). Enfin, la production de pigments solubles sécrétés (PS) et leur teinte sont également examinées.
[image: ] 












[image: ]Figure 4 :  Morphologie  des   spores    des    actinobactéries    (Breton  et  Theilleux, 1989).
Figure 5 : Différentes chaines  de  spores  chez  les  actinobactéries  (Ait Barka et al., 2016).
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I.4.2.  Classification physiologique 
       Un large éventail de caractéristiques physiologiques a fait l'objet d'évaluations approfondies, telles que le profil d'utilisation des glucides, le métabolisme de la source   d'azote, la dégradation et l'hydrolyse de divers substrats, ainsi que la sensibilité  à  différents  inhibiteurs (Shirling et Gottlieb, 1966 ; Messaoudi et al., 2015).
I.4.3.  Classification chimio-taxonomique 
       L'étude chimio-taxonomique des actinobactéries, selon Goodfellow et Minnikin (1985), consiste à examiner les variations chimiques au sein de ces organismes et à utiliser des caractères chimiques dans leur classification afin d’identification leur genres et  leur  groupes.
       Les principaux éléments pris en compte dans cette étude sont les composés prédominants de la paroi cellulaire, tels que les acides aminés pariétaux et les lipides présents dans les enveloppes cellulaires au niveau de la paroi cellulaire (Lechevalier, 1980). De  même  que  la structure du peptidoglycane, la constitution phospholipidique des membranes, la  composition en  sucres  cellulaires,  la  production  d'antibiotiques  et  les  tests  biochimiques  tels  que   la réduction du nitrate, l'hydrolyse de  l'urée,  l'hydrolyse  de  l'acide  hippurique  et  la  synthèse  de  mélanine  chez  Streptomyces (Staneck et Roberts, 1974 ; Lechevalier  et al., 1977 ; Larpent et Sanglier, 1989).
I.4.4.  Classification moléculaire :
       Au cours des dernières décennies, la biologie  moléculaire est devenue un outil puissant  et essentiel en taxonomie. Aujourd'hui, il est impensable de proposer une  nouvelle  espèce  sans effectuer des analyses génétiques. 
       Les principales méthodes d'analyse moléculaire utilisées pour la détermination des espèces comprennent l'hybridation ADN-ADN (Wayne et al., 1987), le séquençage de   l'ADN ribosomique 16S selon la méthode  décrite  par  (Stackebrandt et al., 1997),  et  le  calcul  du pourcentage de GC, qui est généralement requis lors de  la  proposition  de  nouveaux  genres. Ces critères ont joué un rôle  essentiel  dans  l'établissement  de  la  phylogénie  complète  des actinobactéries (Figure 3).
II. Types d'actinobactéries 
       Physiologiquement et écologiquement, la plupart des actinobactéries sont aérobies, mais il existe des exceptions. De plus, elles peuvent être hétérotrophes ou  chimio-autotrophes,  mais la plupart  sont  chimio-hétérotrophes  et  capables  d'utiliser  une  grande  variété  de  sources
8
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nutritionnelles,  y  compris  divers  polysaccharides  complexes  (Lechevalier et Lechevalier, 1965 ; Zimmerman, 1980) (tableau II). 
Tableau II :       Différents       types       d’actinobactéries       et        leurs       caractéristiques.
	Type d’actinobactéries
	Habitat
	Caractéristiques
	Références

	Actinobactéries thermophiles

Exemples :
Thermomonospora Microbispora
Saccharopolyspora
	Sol acides et alcalis, environnements salins et xérophiles
	Mésophiles (20°C - 42°C)
	(	(Jensen et al
.,2005)
(Jiang et
Xu, 1993)

	
	
	Thermotolérantes (+50°C)
	

	
	
	Modérément thermophiles (45°C - 55°C)
	

	
	
	Strictement thermophiles (37°C - 65°C)
	

	Actinobactéries acidophiles

Exemples :
Streptacidiphilus Kitasatospora
	Les forêts acides et les sols de drainage minier
	Les groupes de grappes acidophiles et acidophiles stricts neutrotolérants.
	(Khan et Williams, 1975)
(Hagedorn, 1976)

	
	
	Les groupes de grappes
PH (3,5 - 6,5) avec un pH optimal de (4,5 - 5,5)
	

	Actinobactéries halophiles

Exemples :
Micromonospora, Rhodococcus
Streptomyces
	L'eau de mer, les sols salins, les lacs salés, les environnements salins alcalins
	Les halophiles extrêmes (2,5 - 5,2 M) de sel
	(Maldonad-o et al., 2005)


	
	
	Les halophiles extrêmes limites (1,5 - 4,0 M) de sel
	

	
	
	Les halophiles modérés (0,5 à 2,5 M) de sel
	

	Actinobactéries endophytes
Exemples :
Kitasatospora
Pseudonocardie
	Utilisent les plantes comme hôtes
	-Protègent des plantes contre les insectes et les maladies et constituent une part importante de la rhizosphère.
	(Benson et Silvester, 1993)



III. Métabolisme des actinobactéries 
       La diversification morphologique est perpétuellement suivie d'une ségrégation métabolique. Un métabolisme secondaire se met en place en induisant une biosynthèse de  composés d'une mirifique diversité de structures et d'activités biologiques (Choulet et al., 2006). 
1. Métabolisme primaire 
       Le métabolisme primaire des actinobactéries est similaire à celui des autres organismes. En effet la production de métabolites primaires ou généraux essentiels ont la capacité d’assurer la formation de la structure cellulaire, tout en permettant le bon fonctionnement  du métabolisme général (Theilleux et al., 1993). 
2. Métabolisme secondaire 
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       Le métabolisme secondaire se distingue du métabolisme primaire par le fait qu'il concerne des métabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de l'organisme, dites secondaire (Theilleux et al., 1993). Généralement parlant, le métabolisme secondaire est considéré comme l’ensemble des voies de synthèse de composés qui n’ont ensuite pas des fonctions ostensibles dans le métabolisme cellulaire (Colombié, 2005). Les  actinobactéries sont la source la plus prolifique de métabolites secondaires bioactifs, avec  une complexité structurelle diverse et variables (Takahashi, 2004), décelant un large éventail de  bioactivités, notamment antimicrobiennes (Umezawa et al., 1966), antifongiques  (Fukuda et al., 2005), anticancéreuses (Omura et al., 1977), antiparasitaires (Ǒmura, 2003) et activités immunosuppressives (Barka et al., 2016).
IV. Activités biologiques des actinobactéries 
1. Activité Antimicrobienne 
       La résistance aux antibiotiques constitue une cause importante de décès liés aux maladies infectieuses  (Ravikumar et al., 2012).  De  ce  fait  les  actinobactéries  font  l'objet  d'études approfondies en raison de leur activité antibactérienne, aboutissant à la  conception  de  divers antibiotiques comme les Marinopyrroles produites par les Streptomyces sp,  actives  contre  S. aureus résistant à la  méticilline  (Hughes et al., 2008).  Les  champignons  sont  pareillement responsables de nombreuses maladies ciblant les végétaux, l’homme et l’animal, estimant que 
les 4/5 des maladies  des  végétaux  sont  dues  à  ces  microorganismes  (Lanier et al., 1976). Cependant les Streptomyces sp DA11 marines isolé du sud de la Chine, associé à une  éponge Craniella australiensis, a produit l'enzyme chitinase et  a  révélé  des  activités  antifongiques contre Aspergillus niger et Candida albicans (Han et al., 2009).
2. Activité Antioxydante        
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       Le terme "antioxydant" fait référence à une substance qui s'oppose à l'oxydation et agit en retardant ou en prévenant la détérioration, les dommages ou la destruction provoqués par  le processus d'oxydation (Dekkers et al. 1996). Ils englobent une classification  de   plusieurs substances organiques, comme les vitamines A, C et E, le sélénium et caroténoïdes  (Dekkers et al., 1996 ; Kaczmarski et al., 1999). L'analyse de Dermacoccus isolés  des  sédiments  du Challenger Deep (10898 m) de la Mariana Trench  ont  démontré  de  nouveaux  pigments  de type phénazine après oxydation et réduction nommé  Dermacozines  AG  doté  d’une  activité antiradicalaire  (Pathom-Aree et al., 2006 ; Abdel-Mageed et al. 2010)  aussi  bien  que  les Lipocarbazoles à forte activité de piégeage des radicaux libres (Schneider et al., 2009).
9
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3. Activité Enzymatique 
       Les actinobactéries sont d'une importance énorme car ils possèdent la capacité de sécréter une variété d'enzymes hydrolytiques extracellulaires (Saadoun et al., 2007 ; Tan et al., 2009 ; Sathya et Ushadevi, 2014) citant les amylases dont l'occurrence est une  caractéristique chez  Streptomyces  (Vigal et al., 1991),  les  cellulases   produites   essentiellement par les Streptomyces drozdowiczii et S. lividans (Javmen et al., 2013 ; Yassien et al., 2014),   les xylanases  thermostables,  produites  typiquement  par   les   Thermoactinomyces   thalophilus (Kohilu et al., 2001), les lipases (Taibi et al., 2012), les protéases,  élaborées  principalement par    les    Streptomyces    thermonitrificans    d'actinobactéries (Boeckle et al., 1995), les kératinases (Balachandran et al., 2012),  les L-asparaginases,   utilisées   comme    agents thérapeutiques dans le traitement de certains cancers chez l'homme, significativement dans  la leucémie lymphoblastique aiguë  (Mostafa et Salama, 1979),  et  également  les  chitinases dotées d’un potentiel antifongique grâce à leur activité de dégradation du chitine  (Kim et al., 2003).
4. Activité anticancéreuse                                                                              
       Le cancer demeure l'un des problèmes de santé les plus graves, avec le cancer du  sein  se classant comme la deuxième cause de décès par cancer chez les femmes à  l'échelle  mondiale (Ravikumar et al., 2010). Il existe  actuellement  un  nombre  limité  d'études  portant  sur  la recherche de composés bioactifs purs  extraits  d'actinobactéries  marines,  susceptibles  d'être utilisés comme agents anticancéreux et  agents  contre  les  organismes  infectieux  comme  la Salinosporamide A isolé de Salinispora  tropica  qui  induit  l'apoptose  dans  les  cellules  du myélome multiple (Prudhomme et al., 2008) et l’enzyme  tyrosinase  isolés des  actinobactéries du  sol,  identifiée comme marqueur  chez  les  patients  atteints  de  mélanome
(Gradilone et al., 2010)   et  sert  de cible pour l'activation de prodrogues (Jawaid et al., 2009).
5. Activité PGP 
       La contribution des actinobactéries aux systèmes du sol ont une  influence   économique significative (Yadav et al., 2018), considérées comme compétentes  pour  la  rhizosphère  car elles peuvent utiliser les nutriments végétaux qui s’y trouve et stimuler le développement  des plantes après inoculation. Les  Streptomyces  sp isolé du blé  a  montré  des activités PGP, à savoir la solubilisation du phosphate, la  production d'acide  indole-3-acétique  (IAA),  de  sidérophore,  de  phytase  et  de   chitinase,   ainsi   que l'utilisation de sucres rhizosphériques (Jog et al., 2014) (Figure 6).
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[image: ]Figure 6 : Rôle des actinobactéries dans diverses parties de la  plante  (Narsing et al., 2022).
6. Activité phosphatasique :
       Le phosphore (P) est le deuxième nutriment le plus important pour les plantes après l'azote, cependant, 95 à 99  %  de  celui-ci  reste  sous  forme  insoluble,  donc  indisponible  pour  les plantes (Corona et al., 1996). Les engrais  chimiques  appliqués  pour  pallier  le  manque  de phosphore   précipitent   rapidement   après   l'application    (Pundarikakshudu, 1989),    par conséquent, pour compenser, des excès d'engrais phosphatés  sont  ajoutés,  ce  qui  conduit  à l'eutrophisation (Correll, 1998), en revanche des actinobactéries solubilisâtes de phosphate rares, mais extrêmement efficaces, ont été  signalés par de nombreux chercheurs comme Micromonospora  associé  aux  carottes  (El-Tarabily et al., 1997). Le  mécanisme  de  solubilisation   du   phosphore   par  ces microorganismes est  dû à l’hydrolyse  du  phytate  (qui  constitue  jusqu'à  60  %   du   phosphore organique du sol) en sécrétant des phosphatases, permetant la transformation du phosphore de sa forme  non  disponible  à sa forme disponible (Palaniyandi et al., 2011 ; Palaniyandi et al., 2013). 
Partie II : Métaux lourds 
I. Caractéristiques des métaux lourds 
       L'augmentation des contaminations par les métaux lourds due au activités industrielles pose un risque substantiel pour la  santé  publique  et  l'environnement.  Les  métaux  et  les métalloïdes ayant  des  masses  atomiques  et  des  densités  supérieures  à  50  et  4  g/cm 3, respectivement, sont classés comme métaux  lourds (Sayqal et Ahmed, 2021).  Les  métaux
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lourds typiques comprennent l'argent (Ag),  l'arsenic  (As),  le  nickel  (Ni),  le  zinc (Zn), le cadmium (Cd), le mercure (Hg), le chrome (Cr), le fer (Fe),  le  plomb  (Pb),  cuivre (Cu), vanadium (V), manganèse (Mn), platine (Pt),  or  (Au)  et  l’aluminium  (Al)  (Tchounwou et al., 2012 ; Sayqal et Ahmed, 2021). Les métaux lourds ont tendance à posséder une demi-vie biologique élevée (le plomb a une  demi-vie de 5000 ans) attribuée à leur  nature  non  biodégradable, provoquant une  bioaccumulation  et une bioamplification  dans  la   chaîne    alimentaire   entraînant    de    graves    conséquences environnementales  et  sanitaires  (Yang et al., 2015).  Le   contact   direct,   l'ingestion   ou l'inhalation  de  ces  métaux  lourds,  même  à  faible  concentration,  est   souvent   toxique, affectant le  système  nerveux  central  avec  des  mutations  et  des  dommages  génétiques, augmentant le risque  de  cancer  et  d'effets  tératogènes (Balaji et al., 2015  ;  Jaafari et Yaghmaeian, 2019). 
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II. Résistance des actinobactéries aux métaux lourds 
       Les actinobactéries peuvent utiliser des  composés  peu  coûteux  et/ou  toxiques  comme  sources  de  carbone  et d'énergie, présentent une résilience, une persistance et une robustesse  environnementales  qui dérivent d'un potentiel  catabolique  et  anabolique  polyvalent,  et  ne  sont  généralement  pas pathogènes, et présentent généralement une très bonne résistance basale
[bookmark: _Hlk150187824]aux métaux. Tous ces aspects   font   des   actinobactéries   d'excellents   candidats   pour    la    bioremédiation    des environnements pollués par les métaux lourds (Solecka et al., 2012 ; Liao et al., 2016 ; Park et al., 2018). Les principales stratégies de tolérance/résistance des actinobactéries à la toxicité des métaux lourds  ont  associées  aux  processus  de  biosorption,  de  bioaccumulation  et  de biotransformation (Shivlata et Satyanarayana, 2020).
       La biosorption représente un mécanisme de tolérance microbienne qui permet l'abaissement  de  la  concentration  locale  en  métaux  et  se  produit  par   des   interactions
électrostatiques entre les ions métallique et les groupes fonctionnels présents sur les surfaces  microbiennes  telles que les protéines, les glucides, les polymères de  la  paroi  cellulaire,  la   
[bookmark: _Hlk150188176]substance  polymère extracellulaire (EPS) et les facteurs de chélation des métaux (par exemple,  les  sidérophores et les métalloprotéines) (Gupta et Diwan, 2017). En outre la bioaccumulation, implique le transport  actif  de  métaux  lourds  dans  les  cellules  à  travers  des  systèmes  d'absorption spécifiques (Avery, 1995 ; Ledin, 2000 ; Brooks et al., 2011). En effet  l'internalisation  des métaux lourds dans le cytoplasme bactérien peut être médiée par des canaux ioniques ou des transporteurs exploitant un gradient de concentration et  des  transporteurs  actifs  dépendant soit de la consommation d'ATP, soit du gradient  électrochimique  comme  source  d'énergie. Cet  aspect  est  particulièrement   important   pour 
13

[bookmark: _Hlk150188273][image: ]les   bactéries   détenant   des   activités enzymatiques   (comme   les   nitrogénases   et   les   oxydoréductases) qui utilisent des molybdoprotéines  comme cofacteurs, ce qui rend  impératif  pour  ces  micro-organismes d'acquérir  du  Mo  (le  molybdène)   (sous   forme   d'oxyanion   MoO42-),  qui  se  produit généralement soit par la haute affinité transporteur de cassette  ATP-binging  (ABC)  ou  des systèmes de transport à faible affinité (Pau et al., 1997). Une fois à  l'intérieur  des  cellules, certains métaux lourds peuvent être utilisés comme accepteurs  d'électrons  terminaux  et/ou cofacteurs dans les métalloprotéines et les enzymes (Ehrlich, 1997 ; Valls et de Lorenzo, 2002 ; Gadd, 2010). Ils peuvent également être transformés par des processus redox ou des réactions d'alkylation à savoir la biotransformation (Ledin, 2000) (Figure 7).
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 Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes biotiques  d'interaction  entre  les actinobactéries et les métaux lourds (Presentato et al., 2020).
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I.  Matériel
I.1.  Matériel analytique 
Le matériel, les milieux de culture et les solutions utilisées  dans  ce  travail  sont  résumés  en Annexe I, et II.
I.2.  Matériel biologique 
I.2.1. Souche d’actinobactérie 
       Dans cette étude, 16 souches d'actinobactéries ont été  examinées   faisant   partie   de   la collection de Mme SOUAGUI S., isolées à partir des deux sites de Bejaia et Ouadghir, et identifiées résistantes à un métal lourd spécifique pour chaque gamme notant ; 
· les OCdS1/S2/S3/S4/S5/S9/S10,
· les OZnS1/S2/S3/S4/S5 et la BZnS5, 
· les BCrS2/S4 
· et la S10 en exception.
       L'objectif principal de cette étude était d'évaluer le potentiel de ces souches en termes         de production de différentes biomolécules possédant diverses activités biologiques, ce qui pourrait avoir des implications importantes dans divers domaines de la recherche et de l'application. Les activités étudiées comprenaient les activités antimicrobiennes,  enzymatiques, antioxydantes, promoteurs de croissance des plantes (PGP), ainsi que leur résistance aux métaux lourds.
I.2.2.  Germes cibles 
[bookmark: _Hlk144465851][bookmark: _Hlk140869605][bookmark: _Hlk142479911]       Dans le cadre de cette étude, 15 germes cibles ont été sélectionnés pour le screening des activités antimicrobiennes. Les bactéries ont été gracieusement offertes  par  l’institut  Pasteur d’Algérie, tandis que les moisissures par Dr. BOUAOUD Yousra ( Enseignante-chercheur  au Département de Microbiologie de l’Université A.  MIRA-Bejaia).  Parmi  ces  germes,  quatre sont des bactéries à Gram  positif  ;  Listeria  innocua  CLIP  74915,  SARM  ATCC  43300,  Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC 6633, les  six  autres  germes sont des bactéries à Gram négatif ; Escherichia coli ATCC 25922,  Escherichia  coli  ST131,  Vibrio cholerae ATCC  14035,  Salmonella  typhi  ATCC  14028,  Pseudomonas  aeruginosa   ATCC  27853  et  Acinobacter baumannii,  une  levure  ;  Candida  albicans   ATCC  10231,  et quatre moisissures phytopathogènes ; Fusarium oxysporum, Botrytis sp, Aspegillus niger et penicillium sp.
II.  Méthodes 
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II.1. Repiquage des souches 
       Les souches d’actinobactéries conservées à 4°C sur le milieu SCA (Starch-Caséine-Agar) 
additionné du métal à savoir ; SCACd, SCAZn et SCACr à raison de 200 ppm et sur  le  milieu Mincer respectivement pour les souches des OCd, des Ozn, des BCr et l’isolat S10, sont repiquées sur le même milieu correspondant à leurs milieux d’isolement et incubées à une température de 30°C pendant 5 à 7 jours pour revivifier et vérifier leur puretés.
II.2.  Sélection de la meilleure souche productrice d’antibiotiques 
II.2.1.  Standardisation de l’inoculum des germes cibles :
[bookmark: _Hlk143537119][bookmark: _Hlk150188596][bookmark: _Hlk143533262]       Les germes cibles, comptant les bactéries et la levure âgés de 24h et les moisissures âgés de 72h, respectivement ensemencés sur le milieu PCA et Sabouraud (Annexe II) ont été standardisés par la méthode de dénombrement sur boite de Pétri. Les charges sont ajustées par dilution de telle sorte à avoir une concentration de 107 UFC/ml pour les bactéries (Billerbeck et al., 2002) et de 106 UFC/ml pour la levure ou les spores/ml pour les moisissures (Bastide et al., 1986). Après une bonne agitation au vortex, les suspensions sont ensemencées par écouvillonnage sur le milieu Muller-Hinton pour les bactéries et la levure et sur le Sabouraud pour les champignons phytopathogènes (Annexe II). 
II.2.2.  Test des Cylindre d’agar 
       Pour mettre en évidence les activités antimicrobiennes contre les 14 germes cibles, la méthode des cylindres d'agar a été utilisée (Bastide et al., 1986). Les isolats purifiés ont été ensemencés en stries serrées sur les deux milieux Mincer (Mincer et al., 2002) et SCA (Kuster et Williams, 1964) (Annexe II) pour mettre en évidence, d’une part le meilleur milieu de production d’antibiotiques, et d’autre part la sélection de la souche la plus active.
[bookmark: _Hlk142070745][bookmark: _Hlk142838050]       Après 7 jours d'incubation à 30°C, des cylindres d'agar de 6 mm de diamètre ont été découpés stérilement à l'aide de l’extrémité d'une pipette Pasteur et ont été déposés à la surface des deux milieux Muller-Hinton et Sabouraud préalablement ensemencés avec un des germes cibles. Les boîtes de Petri contenant les cylindres d'agar ont été conservées à 4°C durant 2 heures pour permettre la diffusion des substances actives potentiellement produites. Ensuite, elles ont été incubées à 37°C pendant 18 à 24 heures pour les bactéries et la levure, et à 25°C pendant 48 à 72 heures pour les champignons filamenteux (Figure 8). Les zones d'inhibition (en millimètres) autour des cylindres (en comptant leurs diamètre) ont été mesurées à l'aide d'un pied à coulisse. 
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Figure 8 : Mise  en  évidence  de  l’activité  antimicrobienne  des  isolats  par  le  test  des cylindres d’agar.
II.3. [bookmark: _Hlk141797499]Détermination des activités enzymatique des 16 souches :
       Afin de mesurer les activités enzymatiques des 16 souches et d'évaluer leur efficacité dans la lutte contre les champignons phytopathogènes, et leur capacité à favoriser la fertilité des  sols, diverses enzymes sont étudiées. Les isolats sont ainsi ensemencés (Figure 9) sur des milieux de cultures comprenant des substrats spécifiques (Annexe II), dans le but de déceler la sécrétion d’une variété d’enzymes comptant les lipases, chitinases, pectinases, protéases, amylases, estérases, cellulases ainsi que les caséinases.
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       Après 7 jours d’incubation à 30°C, l’apparition des halos autours des isolats a été   constatée sur chaque milieu dû à la dégradation des substrats qui s’y trouve. À l’égard de la révélation des cellulases, une solution de rouge de Congo a été ajoutée au milieu, 20 min    après, la surface des colonies a été inondée avec une solution de NaCl à 1M et les boîtes de Petri sont ensuite conservées pendant une nuit à 5°C. Par ailleurs en ce qui concerne les amylases, une solution de Lugol est versée à la surface des boîtes ensemencées, après quelques minutes, l'excès est éliminé et rincé avec de l'eau distillée.
II.3.1.  Recherche des molécules anticancéreuses 
       Dans le but d’évaluer le potentiel des 16 souche, à produire des molécules à capacité anticancéreuse, deux enzymes sont recherchés. En effet, les isolats sont ensemencés sur deux milieux contenant de la L-asparagine et L-tyrosine, avec pour objectif de révéler la synthèse  de leurs enzymes distinctifs à savoir la L-asparaginase et tyrosinase. 
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[image: ]Après 7  jours  d’incubation  à  30°C,  des  halos  entourant  les  colonies  ont  été  observés  sur   chaque milieu.                    
Figure 9 :     Méthode      d’ensemencement      utilisé       pour       l’activité       enzymatique.
II.4. Détermination de l’activité PGP des 16 souches 
II.4.1.  Production d’HCN 
[image: ]       L'HCN (cyanure d’hydrogène) a été produit en utilisant le protocole de Lorck (1948). Les isolats bactériens ont été ensemencés sur une gélose nutritive contenant 4,4 g/l de glycine filtrée au préalable. Pour détecter la production d'HCN, un disque de papier Whatman imprégné de picrate alcalin (5% d'acide picrique et 2% de carbonate de sodium anhydre) a été placé dans les couvercles des boîtes. Ensuite, les boîtes ont été scellées avec du parafilm et incubées à l'envers à 30 °C pendant 7 jours. La production d'HCN est indiquée par un changement de couleur du papier Whatman, passant du jaune à l'orange ou au marron (Figure 10).
Figure 10 : Mise  en  évidence   de   la    production    de    l’HCN    (cyanure    d’hydrogène).
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II.4.2.  Production des substances volatiles 
       La méthode de Dennis et Webster (1971) est utilisée pour rechercher la production de substances volatiles ayant une activité antifongique par des isolats sélectionnés. Pour cela, une boîte de Pétri contenant la gélose à l’extrait de malt est inoculée avec un petit disque de 5 mm de diamètre prélevé sur le champignon cible Aspegillus niger. Ensuite, cette boîte est placée au-dessus d'une seconde boîte de Pétri contenant le milieu SCA ou Mincer, qui a été ensemencé avec l'actinobactérie. Les deux boîtes sont soigneusement scellées par la suite, avec du parafilm pour empêcher toute contamination externe et toute diffusion de substances volatiles éventuellement produites (figure 11). Ensuite, les boîtes sont incubées à 30°C pendant 7 jours.
L’évaluation de l'apparition d'une zone d'inhibition de la croissance du champignon cible, autour du disque inoculé, indiquerait que les substances volatiles produites par les isolats, ont une activité antifongique potentiellement bénéfique pour la lutte contre les champignons phytopathogènes.   Le   pourcentage   d’inhibition   est   calculé   par   la   formule   suivante : 
n = [(a-b)/a] x 100
Où   n : Pourcentage d´inhibition des champignons testés (%)
        a : Diamètre moyen du mycélium dans la boîte de témoin (cm).
        b : Diamètre moyen du mycélium dans les boîtes contenant les bactéries (cm).
[image: ]
                   








  
Figure 11 : Mise en  évidence  de  la  production  de   substances   volatiles    par   les   isolats.
II.5. Détermination de l’activité phosphatasique des 16 souches 
[bookmark: _Hlk150189020]       Pour évaluer l'activité phosphatasique, le milieu Pikovskaya (PVK) est utilisé. Dans cette optique les isolats sont ensemencés et incubés à une température de 30°C pendant 7 jours. L'activité phosphatasique est ainsi mise en évidence  par  la  formation  d'un  halo  transparent
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autour des colonies des actinobactéries. Ce test est essentiel pour déterminer et sélectionner les PGPR effectives dotées d’une capacité de solubilisation du phosphate, qui est fondamentale pour la nutrition des plantes hôtes dans la rhizosphère. 
II.6. Détermination de la résistance des 16 souches aux métaux lourds :
II.6.1.  Caractérisation morphologique des souches
       Les caractères culturaux étudiés sont ; l’importance de la croissance ainsi que  la  couleur  des mycélium  aérien  (MA)  et  de  substrat  (MS), la  production  et   la   couleur   des   pigments diffusibles et la sporulation. Ces caractères ont été évalués après 7, 14 et 21 jours  d’incubation  à  30°C,  en ensemençant un échantillon du mycélium des souche étudiées sur la surface des milieux ISP (International Streptomyces Project) recommandés par (Shirling et Gottleib, 1966)  à  savoir les milieux : ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5  et  ISP7, aboutissant  ainsi  à  une  caractérisation macromorphologique. En outre, la caractérisation micromorphologique a été réalisée par observation microscopique  in-situ au grossissement Gx10, en examinant le mycélium aérien, par rapport  à  la  ramification, sa longueur, type et la formation des spores.
II.6.2.  Résistance des 16 souches au métaux lourds 
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       Afin de tester la résistance des 16 souches aux métaux lourds, des milieux SCA  comprenant 200 ppm de chaque métal, à savoir le cadmium (Cd), le zinc (Zn), le chrome (Cr) et le fer (Fe), ont été utilisés.  
       Les souches des OCd résistantes au cadmium, celles des OZn résistantes au zinc, les BCr résistantes  au  chrome ainsi que la S10, ont été ensemencées sur les milieux SCA+Métal,  en  excluant  le  métal  sur  lequel elles ont été déjà testées. Après 7 jours d’incubation des boîtes de Petri à 30°C, la mesure de la  résistance  a  été  prise, en fonction  de  l’intensité  de  la  croissance  des  isolats  d’actinobactéries,  sur  les  différent milieux SCA+Métal. En effet, plus la croissance est dense,  plus  la  souche  est  résistante  au métal contenu dans le milieu de culture.
II.7. Production et extraction des molécules actives de la souche 
       La S10 a été initialement ensemencé avec une suspension de spores, sur 20 boîtes de Pétri comprenant le milieu solide Mincer. Après 7 jours d'incubation à 30°C, le contenu des boîtes de Pétri (correspondant à 500 ml de milieu de culture) a été découpé de façon stérile en petits cubes et soumis à une extraction (solide-liquide) avec un volume équivalent (500 ml) de l’acétate d’éthyle, le mélange est par la suite couvert avec du papier aluminium et  laissé  sous
agitation à température ambiante. Après six heures de macération, le contenu de l’Erlenmeyer 
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est  filtré  en  utilisant  du  Papier  Wattman  n°1  et  le  filtrat  organique  ainsi  obtenus  a  été
évaporé à sec avec un évaporateur rotatif (Heïdolph) sous vide et  à  40°C. Le résidu sec a été récupéré dans 3ml de méthanol afin de tester son activité antimicrobienne et antioxydante.
II.8. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne de  l’extrait  brut  de  la 
S10 (test des puits)
[image: ]       Pour évaluer l'activité antimicrobienne de l’extrait bruts de l’isolat S10, la méthode des puits est utilisée. Cette méthode consiste à ensemencer le milieu de culture Muller Hinton (pour les bactéries) ou Sabouraud (pour les champignons phytopathogènes) avec le germe cible à une concentration de 107 UFC/ml pour les bactéries et spores/ml pour les champignons Ensuite, des puits de 6 mm de diamètre sont formés stérilement dans le milieu  à l'aide de l’extrémité d’une pipette  Paster. Chaque puits est ensuite rempli avec 30 μl   d'extrait méthanolique à tester, tandis que le même volume de méthanol à 95% est utilisé  comme témoin négatif.  Ensuite, les boîtes de culture sont placées à 4°C pendant 2 heures  pour permettre la diffusion des substances bioactives potentiellement produites par la S10.  Après cette période, les boîtes sont incubées à 37°C pendant 18 à 24 heures et à 25°C pendant  48  à 72 heures pour les champignons.




Figure 12 : Mise en évidence de l’activité antimicrobienne de l’extrait de la S10 par le test des puits.
       Pour évaluer les résultats, les zones d'inhibition formées autour des puits sont mesurées à l'aide d'un pied à coulisse. Ces zones d'inhibition indiquent l'efficacité des extraits  bruts  pour inhiber la croissance des micro-organismes cibles testés.
			21

	Chapitre II :
	Matériel et Méthodes


II.9. Mise en évidence de l’activité antioxydante de l’extrait brut  de  la  S10
II.9.1.  Dosage des polyphénols totaux 
       La méthode employée pour quantifier les polyphénols totaux est celle du  Folin-Ciocalteu. Elle se base sur  l'oxydation  des  phénols  qui,  lorsqu'elle  se  produit  du  Folin-Ciocalteu  se réduit ce qui, génère une coloration dont le pic d'absorption se situe à 765  nm.  L'intensité de
cette coloration est directement proportionnelle à la concentration des  composés  phénoliques présents dans l'échantillon (Felsenstein, 1985).
[image: ]       Le dosage des polyphénols totaux est réalisé en suivant la méthode décrite par (Junaid et al., 2013), avec une légère modification qui implique l'utilisation  du  réactif  de  Folin-Ciocalteu. Cette méthode permet de quantifier les composés phénoliques présents dans l'extrait.
Figure 13 : Schématisation  de  la  technique  employée  pour  le  dosage  des  polyphénols totaux (Junaid et al., 2013).
       Pour quantifier les composés phénoliques, un témoin est préparé en remplaçant l'extrait par le solvant d'extraction. Ensuite, une courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant l'acide  gallique comme standard de référence. À partir de l'équation de régression obtenue à partir  de  cette courbe d'étalonnage, la quantité de polyphénols totaux dans les extraits bruts est   exprimée  en milligrammes d'acide gallique équivalent par gramme d'extrait sec.
II.9.2. Piégeage du radical libre DPPH 
       La capacité d'un antioxydant à   réduire   le    radical    libre    DPPH     (2,2'-diphenyle-1-
picrylhydrazyl) peut être évaluée par spectrométrie  UV-Visible,  en  mesurant  la  diminution   
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de l'absorbance à 517 nm causée par l'action des antioxydants sur le  radical  DPPH  (Molyneux, 2004). En présence d'agents piégeurs de radicaux libres,  le  DPPH  de  couleur  violette  subit une réduction pour devenir DPPH, H de couleur jaune (Maataoui et al., 2006).
[image: ]       L'activité de l’extrait brut de l’isolat S10 à piéger le radical DPPH est évaluée en suivant le protocole décrit par (Athamena et al., 2010). Pour différentes concentrations de l'extrait  brut (de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 et 100 mg d’extrait sec/ml) la mesure de l'absorbance est effectuée à 517 nm après une incubation de 30 minutes à l'obscurité et à température ambiante, en comparant avec un blanc préparé pour chaque concentration.  Le contrôle positif consiste en une solution d'un antioxydant standard, l'acide ascorbique, dont l'absorbance est également mesurée dans les mêmes conditions que les échantillons et pour chaque concentration (Bougandoura et Bendimerad, 2013).
Figure 14 :   Schéma   du    mode    opératoire    de    l’activité    du    piégeage    du    DPPH.
Le pourcentage d'inhibition du  radical  DPPH est  obtenu  en  utilisant  la  formule  suivante :
Pourcentage d'inhibition = [(At - Ae) / At] x 100
Où : At : Absorbance du témoin et Ae : Absorbance de l'échantillon.
Calcule des IC50 :
       Pour calculer les IC50, qui représente la concentration de l'échantillon nécessaire pour réduire de 50 % le radical DPPH, les valeurs sont déterminées graphiquement en réalisant       des régressions linéaires des courbes obtenues à partir des pourcentages  d'inhibition  en  fonction    de    différentes     concentrations     des     extraits     testés     et     des     standards.
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       L'étude a été menée dans l’enceinte du département de microbiologie de l'université A. Mira de Bejaia, au sein du laboratoire de géologie, sur une période s'étalant du 17 mai 2023  au 08 juillet 2023. Placée sous la direction de Mᵐᵉ  SOUAGUI S, cette présentation englobera  les conclusions et les dialogues des sections prépondérantes de cette recherche qui se  focalise sur l'identification des  activités  biologiques  chez  des  souches  d'actinobactéries  résistantes  aux métaux lourds.
I.  Purification des souches d’actinobactéries
       Dans l'objectif de procéder à la purification de seize souches d'actinobactéries, un ensemble de milieux de culture, autrement dit SCACd, SCAZn, SCACr et Mincer qui ayant pour leurs conservations, ont été employés. Les seize souches d'actinobactéries, à savoir les Ocd, Oz/Bzn, BCr et la souche S10, ont été ensemencées individuellement dans leurs milieux respectifs. Pour parvenir à leur purification, une série de plusieurs repiquages a été effectuée, jusqu’à l'obtention de souches d'actinobactéries pures.
II.  Sélection de la meilleure souche productrice d’antibiotiques 
II.1.  Test des Cylindre d’agar 
       Le test des cylindres d’agar a été réalisé avec les souches  qui  se  sont  bien  développé  après cinq à neuf jours d’incubation à 30°C à savoir quatorze  sur  le  milieu  SCA  (OCdS1/3/4/5/9/10, OZnS1/3/4/5/BZnS5, BCrS2/4 et la S10) et dix sur  le  milieu  Mincer  (OCdS3/4/5/9/10, OZnS1/3, BCr2/4 et la S10).
       Selon les résultats obtenus lors de ce test et illustrés dans la Figure 15 (Figure 18 de  l’Annexe III),  il  a  été  possible  de déterminer le  milieu  le  plus  propice  à  la  production  d'antibiotiques.  Cette conclusion  s'est appuyée sur la comparaison des diamètres des zones d'inhibition autour des cylindres  en fonction du milieu et de l’isolat étudié, vis-à-vis des bactéries et de la levure testées.
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Figure 15 : Résultats du test des cylindres d’agar des souches actinobactéries cultivées sur milieu SCA.
       D’après les résultats obtenus, nous constatons que sur le milieu SCA, les souches     OCdS1, OCdS4, OZnS4, OZnS5, BZnS5 et S10 se sont révélées les plus actives sur l’ensemble des germes cibles testés enregistrant des diamètres des zones d’inhibition allant en moyenne de 9 mm pour OCdS1, OCdS4 et OZnS4 à l’égard de SARM, C. albicans et E. coli ST131 respectivement à 35 mm pour OZnS5 et BZnS5 contre E. coli ST131. Ces actinobactéries ont montré une très forte activité contres toutes les cibles. Par ailleurs, une activité modérée a été notée pour les isolats OCdS3, OCdS5 et OZnS1 allant de 8 mm pour OZnS1 à l’égard de V. cholerae à 36 mm pour OCdS3 contre E. coli ST131 étant le diamètre le plus élevé noté pour ce test. Cependant, le reste des actinobactéries ont montré de faibles activité (à l’encontre de 4 germes au maximum parmi 10 testés).
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Figure 16 : Résultats du test des cylindres d’agar des souches actinobactéries cultivées sur milieu Mincer.
       Les résultats illustrés dans la Figure 16 (Figure 18 de  l’Annexe III) indiquent une importante activité   antibactérienne des souches OCDS3, OCDS4, OCDS5, BCRS4 et S10 enregistrant ainsi des diamètres des zones d’inhibition entre 10 mm pour OCDS4 à l’égard de B. subtilis et 37 mm pour OCDS3 contre E. coli ST131. Le reste de nos actinobactérie se sont révélées modérément actives sur l’ensemble des cibles testées. Contrairement au milieu SCA sur lequel 9 isolats sur 14 testés ont produit des anti-C. albicans, seuls OCDS9, OCDS10 et S10 ont inhibés la croissance de la levure pathogènes avec des diamètres de 10, 14 et 18 mm respectives.
       Il   est   également   remarquable   que   plusieurs   souches   aient    manifesté   une    activité antimicrobienne significative, bien en particulier la souche OZnS5 qui a démontré une  bonne inhibition, vis-à-vis de toutes les bactéries et la levure testées étant ainsi, la meilleure souche productrice de molécules actives, suivie des souches BZnS5 et S10  qui  ont également montré des inhibitions notables.
       D’après l’ensemble des résultats, nous notons que le milieu SCA est celui favorisant la production des antibiotiques pour nos actinobactéries de manière générale. Cependant le milieu Mincer s’est révélé être le meilleur pour la souche S10. Ce dernier a été sélectionné pour une extraction solide-liquide des antibiotiques produit par la souche S10.
       Pour élargir l’étude du spectre d’activité de l’isolat S10 un test des cylindres d’agar sur 3 moisissures phytopathogènes, complémentaire aux précédents a été réalisé et les diamètres    des zones d’inhibition de la croissance d’Aspergillus niger, Fusarium oxysporum et Botrytis  sp sont notés dans le Tableau III.
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Tableau III : Diamètres des zones d’inhibition des cylindres d’agar de S10 cultivée sur milieu Mincer et SCA contre les moisissures testées. 
	[bookmark: _Hlk143601963][bookmark: _Hlk143601843]Champignons                
   
                            Souches                      
	Fusar
	Asper
	Botry

	S10
	SCA
	13
	10
	11

	
	Mincer
	10
	10
	14





       Les deux milieux de culture favorisent la production d’antifongiques par la souche S10 avec une légère préférence pour le milieu Mincer vue la meilleure production d’anti-C. albicans signalée précédemment. 
       Les résultats de cette partie de l’étude montrent l’importante activité antimicrobienne de tous nos isolats. En outre, l’activité de nos souches à l’égard de bactéries pathogènes résistantes aux antibiotiques (E. coli ST131, Acinetobacter. Baumannii, et SARM) les sélectionne pour leur application dans la production d’éventuelle nouvelles molécules bioactives dans le but de répondre à la problématique mondiale de la résistance aux antibiotiques notamment   concernant ces germes causant de sérieux problème dans les traitements des infections. 
III.  Détermination des activités enzymatique des 16 souches 
       Conformément aux données répertoriées dans le Tableau IV, il a été confirmé que  la  plupart des souches d'actinobactéries ont réussi à synthétiser des enzymes. Cette synthèse a  été  mise en évidence par l'apparition des halos autour  des  isolats,  indiquant  ainsi  la  dégradation  du substrat présent dans les milieux de culture (Figure 19 de l’annexe III).
[bookmark: _Hlk145206156]       La production des  protéases a  été  marqué  abondante  chez  OCdS1, OCdS9, OCdS10  et la S10, en revanche  elle  a  été  défaillante  ou  omise  chez  le  reste  des souches. Par ailleurs, les Chitinases ont été peu synthétisées par les souches  OCd et OZn, à l'exception de OZnS5 et BcrS4, tandis que  la  souche  S10  les  a  produites  en  abondance, prouvant son potentiel d’activité contre les champignons phytopathogènes. Les lipases ont été de même, sécrétées  en  abondance,  notamment  par  l’OCdS1, OCdS10, les souches des OZn et la S10 et moyennement par les autres souches. Concernant  les cellulases, celles-ci ont  été fortement sécrétées,  chez  la  S10, OZnS1, OZnS3 et les souches des OCd, excepté de la OCdS3, OCdS4.
       En addition, la synthèse des estérases s’est  révélée considérable, chez les souches BCr     et la S10, comme la OCdS1,  OCdS9,  OZnS1,  OZnS4,  OZnS5  et  BZnS5.
       En outre, les caséinases ont été décelées, abondamment chez la OZnS2, OZnS3  et  la  S10 alors que leur sécrétion a été  faible  ou  inexistante  pour les  souches  non  mentionnées.  Les
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pectinases ont été décelées en abondance pour  l’OCdS2, OCdS3, OCdS9, OCdS10, OZnS3, BCrS2 et la S10.
III.1.  Recherche des molécules anticancéreuses 
       Les résultats dans le Tableau IV, indiquent la présence de molécules  ayant  des  propriétés  anticancéreuses. Cela  a  été  démontré  par la synthèse de tyrosinase par la  majorité des souches d'actinobactéries (les isolats OCdS3, OCdS4, OCdS5, OCdS9 et OCdS10 ainsi  que la  souche S10).  Cette enzyme a été mise en évidence par la formation d'halos brun foncé autour des isolats, ce  qui  indique  la dégradation de la L-tyrosine présente le milieu de culture et la production de mélanine (Figure 20 de l’annexe III). D'une part, la L-asparaginase, a été faiblement décelée chez la souche OCdS10, vu que la pigmentation rose, démontrant la dégradation de la L-asparagine a été peu visible.
       Les résultats résumés dans le Tableau IV révèlent que la souche S10 peut être     sélectionnée  comme étant la souche la plus performante, présentant meilleur activité enzymatique.
Tableau IV : Résultats de l’activité enzymatique des isolats en fonction  des  diamètres  des halos observés lors de la dégradation des substrats.
	[bookmark: _Hlk143605882]Enzymes               
    
     Souches
	amyl
	prot
	cell
	chit
	L-asp
	tyr
	lip
	ester
	caséin
	pect 

	OCd S1
	+++
	+++
	+++
	++
	-
	++
	+++
	+++
	++
	+

	OCd S2
	+++
	+
	+++
	+
	-
	++
	++
	+
	+
	+++

	OCd S3
	+++
	-
	++
	++
	-
	+++
	++
	+
	+
	+++

	OCd S4
	++
	[bookmark: _Hlk143597734]-
	++
	++
	-
	+++
	+
	+
	-
	++

	OCd S5
	+++
	++
	+++
	++
	-
	+++
	++
	++
	++
	++

	OCd S9
	+++
	+++
	+++
	++
	-
	+++
	++
	+++
	++
	+++

	OCd S10
	+++
	+++
	+++
	++
	+
	+++
	+++
	++
	++
	+++

	OZn S1
	+++
	+
	+++
	+
	-
	+
	+++
	+++
	-
	++

	OZn S2
	+++
	-
	+
	+
	-
	-
	+++
	++
	+++
	+

	OZn S3
	+++
	++
	+++
	++
	-
	++
	+++
	++
	+++
	+++

	OZn S4
	-
	+
	+
	++
	-
	-
	-
	+++
	-
	+

	OZn S5
	+++
	-
	-
	-
	-
	+
	+++
	+++
	-
	+

	BZn S5
	+++
	-
	-
	+
	-
	-
	+++
	+++
	-
	+

	BCr S2
	+++
	-
	++
	+
	-
	++
	+++
	+++
	+
	+++

	BCr S4
	+++
	+
	-
	-
	-
	-
	+++
	+++
	-
	+

	S10
	+++
	+++
	+++
	+++
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++


+++ : bonne /++ : moyenne /+ : faible
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IV.  Détermination de l’activité PGP des 16 souches 
IV.1.  Production d’HCN 
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       Dans la littérature, De´fago et collaborateurs. (1990) ont avancé l'idée que la production de HCN peut jouer un rôle dans l'induction de la résistance chez les plantes.
Les actinobactéries ont été identifiées comme des organismes capables de produire des composés volatils  pour  lutter  contre  les  maladies  des plantes (Moore-Landecker et Stotzky 1973 ; Wang  et  al., 2013 ;  Boukaew et al., 2013).
       Aucune production de l’HCN (Cyanure d’hydrogène) n’a été décelée chez les 16      souches  d’actinobactéries testées. Cependant, à l’exception des isolats OCdS9 et OCdS10, aucune croissance des autres isolats n’a été notée sur la gélose nutritive (GN) dépourvue de tout métal. Cependant, le virage du papier whatman imbibé d’acide  picrique du jaune à l’orange ou au marron, n’a  pas  été  observée  chez  ces  deux  souches,  malgré  la présence de la croissance confirmant ainsi la non production d’HCN par ces deux isolats. L’absence de croissance des autres souches sur la GN sans métal contrairement au milieu SCA  contenant cet élément, pourrait être attribuée à l’exigence de ces actinobactéries aux métaux lourds (Figure 21 de l’annexe III).
IV.2.  Production des substances volatiles 
       La production de substances volatiles à activité antifongique, n’as pas été détectée pour  les  16 souches d’actinobactéries (Figure 22 de l’annexe III). En effet, parmi les 16 isolats ensemencés sur  les  deux  milieux  SCA  et  Mincer,  seulement quatre souches ont poussées, à savoir la  OCdS1,  OCdS2,  BCrS2  et  la  S10,  néanmoins,  le champignon cible Aspergillus niger a colonisé et envahi toute la surface du milieu  à  l’extrait de Malt, témoignant que sa croissance n’a pas été inhibé et annihilée, marquant  l’absence  de synthèse de substances volatiles à potentiel actif contre les champignons phytopathogènes par ces souches. 
       L’absence de la croissance chez le reste  des  souches  sur  les  milieux  SCA  et  Mincer,  peut éventuellement  être  expliquée  par  la  carence  en  métaux  primordiaux  pour  la   vie   et   le développement  de ces  actinobactéries.
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V.  Détermination de l’activité phosphatasique des 16 souches 
       Les résultats obtenus et illustrés dans  le Tableau V concernant la solubilisation du  phosphate de calcium Ca3(PO4) contenu dans le milieu PVK  par  les  phosphatases,  révèlent 
que quatre souches d’actinobactérie ont présenté une capacité de solubilisation du Ca3(PO4). Il s’agit de la souche BCrS2 ayant  marqué  une  activité  importante,  les OCdS9  et  OCdS10,  dont cette activité a été moyenne et enfin la OCdS3 à faible activité. En effet, la  BCrS2  peut  
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être une souche candidate, pour la promotion de la croissance des plantes, pour sa capacité  de synthèse de les phosphatases pour la solubilisation   du phosphate rhizosphériques, considéré comme nutriment capital pour la survivance des plantes (Figure 23 de l’annexe III).
[bookmark: _Hlk143606844]Tableau V :  Résultats   de   l’activité   phosphatasique   des  isolats   en   fonction   de   la translucidité des halos observés lors de la dégradation du phosphate de calcium Ca3(PO4).
	[bookmark: _Hlk143606699]  Souches
                
               Enzyme 
	OCd
S3
	OCd
S9
	OCd
S10
	BCr
S2

	[bookmark: _Hlk143604917]Phosphatase
	+
	++
	++
	+++


                                        +++ : bonne /++ : moyenne /+ : faible
        Prada et al,. (2014) ont sélectionné 7 souches d'actinobactéries ayant solubilisé significativement le Ca3(PO4)2 parmi 57 isolats obtenus dans différents sols. 
VI. Détermination de la résistance des souches étudiées
VI.1.  Caractérisation macromorphologique des souches étudiées
       Les caractères morphologiques étudiés sur les milieux (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 et ISP7)  préconisés par Shirling et Gottlieb. (1966) sont illustré dans le Tableau VI Nous  notons sur le milieu ISP1 une bonne croissance des deux souches OCdS1 et BCrS2, présentant 
un mycélium aérien (MA) et du substrat (MS) de couleur blanche avec  la  présence  d’un  pigment  diffusible légèrement blanchâtre.
       La souche OZnS4 a marqué les mêmes caractères,  abstraction  faite  à  la  faible  croissance indiquée et l’absence du MA ainsi la sporulation.
       Sur le milieu l’ISP2, la OZnS5 a présenté une bonne croissance avec un MA d’une    couleur  beige  crème  et  beige  pour  le MS. Des spores beigeâtres ont été observées, avec  un pigment marron clair diffus dans le milieu. Par ailleurs, la BCrS2 a présenté une bonne croissance du MA et MS et spores blanches sans pigment diffusible.
       La souche OZnS2, en outre a manifesté une faible croissance de MS blanc avec un  pigment  légèrement  blanchâtre  dans  le  milieu   et   une omission du MA et de la sporulation. Sur ce même milieu, une bonne croissance de la OZnS5 a été notée avec une couleur  beige  crème  et  beige  pour  le  mycélium  aérien  et   du   substrat   respectivement, présentant des spores beigeâtres et pigment marron clair diffus dans le milieu diffusible.
       Sur le milieu l’ISP3, la souche  OZnS1  ayant  moyennement  poussé,  a  été  distingué  d’une nuance verdâtre-blanche et verte pour le MA et le MS respectivement,  avec une sporulation verdie, sans présence de pigment diffusible. D’autre part, la BCrS2 a montré une 
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sporulation verdie, sans présence de pigment diffusible. D’autre part, la BCrS2 a  montré une  faible  croissance,  avec  un  MA grisâtre blanc et légèrement gris pour celui du substrat, conjointement à une sporulation  grise  et  une teinte légèrement blanchâtre.
À propos de l’ISP4, l’isolat OCdS2 a présenté une bonne croissance avec un MS blanc et un MA d’un aspect grisâtre-blanc accompagné d’une sporulation beige et avivé en gris, sans la diffusion d’un pigment dans le milieu. La souche OZnS3 qui s’est aussi bien développé, a présenté un MA jaunâtre et jaune foncé concernant le MS  avec des spores uniformément jaune, sans présence de pigment diffusible. Toutefois, la souche BCrS4 de faible croissance, a développé un MA et MS d’une couleur blanche, avec une absence de sporulation et de pigments dans le milieu de culture. De plus, la S10 a présenté une croissance importante sur l’ISP5 et l’ISP7. Sur ces deux derniers, le mycélium aérien est de nuance blanche pendant que le mycélium du substrat est coloré d’un marron clair sur l’ISP5 et d’un marron foncé sur l’ISP7. L’isolat à sporulé, en formant des spores blanches, avec l’absence de la diffusion d’un pigment. Ceci a été observé également chez la OZnS3 sur le milieu ISP7, ayant une croissance remarquable. Cette souche a démarqué les mêmes caractères que la S10, exception faite au mycélium du substrat qui est nuancé d’un marron net, en présence d’un pigment légèrement blanchâtre. L’isolat BCrS4, moyennement poussé sur le ISP7, a développé un MS marron rosé et un MA de couleur  blanchâtre rose en compagnie  d’une  sporulation  blanche  et d’un pigment  marron  clair. La souche BZnS5 d’un autre côté, a présenté une bonne croissance sur l’ISP7, avec un MA blanchâtre-rose et un MS beigeâtre marron. Une sporulation blanche et un pigment légèrement beigeâtre diffusé dans le milieu de culture ont été également notés (Figure 24 de l’annexe III).
	[bookmark: _Hlk145211314][bookmark: _Hlk145211348]Chapitre III :
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VI.2.  Caractérisation micromorphologique des souches étudiées 
       La caractérisation micro morphologiques des  isolats  sélectionnés  cultivés  sur  les différents ISP,  a  été   réalisée   après   21   jours d’incubation à 30⁰C, par une observation in-situ à  l’aide  d’un  microscope optique, au grossissement GX10 (Figure 25 de l’annexe III).
       En effet, deux souches OCdS1 (sur ISP1) et la BCrS2  (sur ISP3)  ont montré les mêmes caractéristiques du mycélium aérien caractérisé par des  hyphes fins,  droits et peu ramifié, fragmenté en chaîne longues de façon irrégulière initiant  la  formation  des spores. Ces caractéristiques rappellent celle du genre Streptomyces. souches BCrS2 (sur ISP4) et les deux souches BCrS4 et BZnS5 (sur ISP7),S10 (sur ISP5) et BCrS2 (sur ISP2) ont démontré les mêmes caractères du mycélium aérien, déterminé par des hyphes ramifiés, denses, cloisonnés et  fragmentés  portants  à  leurs  extrémités  des  chaînes  courtes  et  épaisses  sous  forme  de
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boucles rappelant les sporanges des genres Streptosporangium, Spirillospora et Micromonospora (Figure 26 de l’annexe III).
       Concernant les souches OZnS4 sur ISP1, OZnS1 sur ISP3  et OCdS2 sur ISP4, le MA  s’est développé en hyphes broussailleux sous forme  de  cordelettes  épaisses,  peu cloisonnées. Les chaînes de spores continuelles entremêlés créant des pelotons.
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Les souches, BCrS2 sur ISP1, OZnS3 et la S10 sur le milieu  ISP7, ont développé un MA sous forme des  hyphes, droits, ramifiés et à la fois fléchis, présentant de longes chaînes avec des extrémités flexueuses disposant de spores. 
Pour ce qui est des deux souches OZnS5 et OZnS2 sue milieu ISP2, le  mycélium  aérien  a  été attesté par la même structuration, à savoir, des hyphes tortueux, épais et  flexueux, ondoyant en chaîne longues marquant une sporulation abondante.  
Pour la souche OZnS3 sur ISP4,  le  mycélium  a  été  énoncé  par  des  hyphes droits,  courts  et  à  la  fois  onduleux donnant des chaînes formation un amas entremêlé, recelant les spores. 
Tableau VI : Caractéristiques   macromorphologiques   des   isolats   d’actinobactéries   sur différents milieux (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 et ISP7).
	Caractères 
             
             Milieu 
         + Souches 
	La croissance
	Couleur du
mycélium aérien
	Couleur du
mycélium de substrat
	Spores
	Pigments diffusible

	[bookmark: _Hlk144337296]OCdS1 ISP1
	+++
	Blanche
	Blanche
	Blanches
	Légèrement blanchâtre

	OZnS4 ISP1
	+
	Absence
	Blanche
	Absence
	Légèrement blanchâtre

	BCr2 ISP1
	+++
	Blanche
	Blanche
	Blanches
	Légèrement blanchâtre

	OZnS2 ISP2
	+
	Absence
	Blanche
	Absence
	Légèrement blanchâtre

	OZnS5 ISP2
	+++
	Beige crème
	Beige
	Crème
	Marron clair

	BCrS2 ISP2
	+++
	Blanche
	Blanche
	Blanches
	Absence

	OZnS1 ISP3
	++
	Verdâtre blanche
	Vert
	Vertes
	Absence

	BCrS2 ISP3
	+
	Grisâtre blanche
	Légèrement grisâtre
	Grises
	Légèrement blanchâtre

	OCdS2 ISP4
	+++
	Grisâtre blanche
	Blanche
	Beige avec une teinte grise
	Absence

	OZnS3 ISP4
	+++
	Jaune 
	Jaune foncé
	Jaune
	Absence

	BCrS2 ISP4
	+
	Blanche
	Blanche
	Absence
	Absence

	S10 ISP5
	+++
	Blanche
	Marron clair
	Blanches
	Absence

	S10 ISP7
	+++
	Blanche
	Marron foncé
	Blanches
	Absence

	OZnS3 ISP7
	+++
	Blanche
	Marron 
	Blanches
	Légèrement blanchâtre

	BCrS4 ISP7
	++
	Blanchâtre Rose
	Marron rosé
	Blanches
	Marron clair

	BZnS5 ISP7
	+++
	Blanchâtre rose
	[bookmark: _Hlk144335878]Beigeâtre marron
	Blanches
	Légèrement beigeâtre


         +++ : bonne /++ : moyenne /+ : faible
VI.3.  Résistance des 16 souches au métaux lourds 
       La résistance des 16 souches aux métaux lourds a été vérifiée en fonction de la densité     de la croissance des isolats sur les milieux SCA comprenant les métaux lourds testés. D’après les résultats résumés dans le Tableau VII les souches des OCd résistantes au cadmium, ont témoigné d’une forte résistance à l’égard du zinc et du fer, étant donné qu’elles ont parfaitement poussé sur les deux milieux SCAZn et SCAFe respectivement. En revanche, en ce qui concerne le milieu SCACr, une faible croissance a été constatée, seulement chez la OCdS2, OCdS3, OCdS5 et l’OCdS10, indiquant ainsi que les souches des OCd sont peu résistantes au chrome.
       À propos des souches des OZn résistantes au zinc, une croissance accrue a été distinguée  chez les deux souches OZnS1 et OZnS3, moyennement  aperçu  chez  le  deux  souches  OZnS4  et OZnS5 et faiblement attesté chez la OZnS2 et  BZnS5,  énonçant  ainsi  que  les  souches OZn sont assez résistantes au fer compris dans le milieu de culture SCAFe.
       Par contre, sur le milieu SCACd, la croissance faible  d’uniquement  trois  souches  a été observée, à savoir OZnS1, OZnS3 et BZnS5, prouvant que  les  souches  des  OZn  ne résistent pas bien à la présence du cadmium dans le SCACd.
       Concernant les souches BCr  résistantes  au  chrome,  la  BCrS2 s’est moyennement développée sur les deux milieux SCAZn et SCAFe. Toutefois aucune croissance de cet isolat n’a été notée sur SCACd, affirmant que cette souche résiste bien au zinc et au fer  mais  non  pas au cadmium.
       Quant à la souche BCrS4, aucune croissance a été décelée  sur  les  deux  milieux  SCAZn  et SCACd, et très faible sur le milieu SCAFe, proclamant que  le développement de cette souche est  vulnérable  en présence du zinc et du cadmium avec une très faible résistance au fer.     Quant à la S10, elle a été proférée comme étant la souche la plus résistante, tenant compte  de sa croissance dru observée sur  l’ensemble   des quatre milieux : SCAZn,  SCAFe,  SCACd   et SCACr. (Figure 27 de l’annexe III).
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Tableau VII : Résultats de la résistance des isolats aux métaux  lourds  en  fonction  de  leur croissance sur les milieux SCA+Métal (Cadmium/Zinc/Chrome/Fer).
	[bookmark: _Hlk143606003]Milieux
                  Souches
	SCAZn
	SCAFe
	SCACd
	SCACr

	OCd S1
	+++
	+++
	+++
	-

	OCd S2
	+++
	+++
	+++
	+

	OCd S3
	+++
	+++
	+++
	++

	OCd S4
	+++
	+++
	+++
	-

	OCd S5
	+++
	+++
	+++
	++

	OCd S9
	+++
	+++
	+++
	-

	OCd S10
	+++
	+++
	+++
	+

	OZn S1
	+++
	+++
	+
	++

	OZn S2
	+++
	+
	-
	+

	OZn S3
	+++
	+++
	+
	+++

	OZn S4
	+++
	++
	-
	+

	OZn S5
	+++
	++
	-
	+

	BZn S5
	+++
	+
	+
	++

	BCr S2
	++
	++
	-
	+++

	BCr S4
	-
	+
	-
	+++

	S10
	+++
	+++
	+++
	+++
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                +++ : bonne /++ : moyenne /+ : faible
VII.2.  Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des  extraits  bruts  de la S10 (test des puits)
       Les résultats du test de l'activité antibactérienne de l'extrait de la S10 (Figure 17) révèlent clairement le potentiel de cet isolat dans la lutte contre les infections bactériennes. En effet, l'extrait a généré une zone d'inhibition significative de 30 mm à l’égard d’E. coli indiquant une activité antibactérienne notable. De même, contre S. aureus,  une autre bactérie pathogènes, l'extrait de S10 a montré une efficacité plus considérable avec une zone d'inhibition de 32 mm. L'efficience notable démontré contre Staphylococcus aureus résistant   à la méticilline (SARM), réputé par sa difficulté à traiter, a été particulièrement prometteuse,  avec  une  zone d'inhibition de 35 mm, de  manière  semblable  à  celle contre  E. coli  ST131 tenace pathogène résistante aux fluoroquinolones et céphalosporines à spectre étendu.  L'extrait testé a généré une zone d'inhibition  la  plus étendu, de  38 mm  indiquant  une  très  forte  capacité  d'annihilation,   soulignant   les  compétences  de  l'extrait  de la  S10  à  contrer  les  bactéries   
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 Virulentes (Figure 28 de l’annexe III).
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Affirmant une activité significative à l’encontre de S. typhi,  P. aeruginosa et  A. baumannii par la  présence  de  zones  d'inhibitions de 23 mm, 25 mm  et 29 mm respectivement. De plus, à l'égard de V. cholerae  et  L. innocua, avec une  zone d'inhibition de 12 mm par rapport aux deux germes. Témoignant ainsi de la  polyvalence des molécules potentiellement produites par la S10, à éliminer la pathogénicité   des  bactéries testées.









Figure 17 :   Résultats    du    test    des    puits     de     l’extrait     brut     de     l’isolat     S10.
[bookmark: _Hlk145174371]       Plusieurs études rapportent l’aptitude des actinobactéries à produire plusieurs   antibiotiques ou des molécules à large spectre d’action dont celle effectuée par Boughachiche et collaborateurs. (2012), ayant isolé des souches rares d’actinomycètes dotées d’un large spectre d’activité antibactérienne. En outre, Junaid et collaborateurs. (2013), ont rapporté l’activité antimicrobienne de la souche Streptomyces espèce SRDP-TK-07 isolée du sol en Inde. Une étude similaire réalisée par Subathra Devi et collaborateurs. (2012) sur des actinobactéries isolées du sol a rapporté une activité à large spectre d’activité antimicrobienne de ces isolats. Cependant, le diamètre des zones d’inhibition étaient moins importants 11mm à 19 mm comparant à nos résultats.
       Le groupe clonal Escherichia coli ST131 est cliniquement classé comme un E. coli pathogène extra-intestinal (ExPEC) connu pour coloniser le tube digestif humain et provoquer des infections des voies urinaires. L'émergence mondiale de ce clone, résistant à la fois aux fluoroquinolones et aux céphalosporines à spectre étendu en raison de la production de ß-lactamases à spectre étendu (BLSE), en particulier CTX-M-15, a  entraîné  une  augmentation
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mondiale des isolats d'E. coli producteurs de BLSE dans les communautés et les hôpitaux depuis  le  début  de  l'année  2000  (Nicolas-Chanoine  et  al.,  2014).  Par   conséquent,   des
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 traitements alternatifs sont maintenant nécessaires pour traiter les infections urinaires communautaires en raison des souches multirésistantes appartenant à ce clone. Pour cet effet, l’importante activité de l’extrait de S10 ouvre des investigations prometteuses pour une utilisation des antibiotiques produits par cet isolat. 
       Outre l’activité antibactérienne prometteuse, l’extrait de S10 a exercé une forte activité antifongique à l’égard d’A. niger et F. oxysporum notée par l'apparition de zones d'inhibitions de  32 mm  et  18 mm  respectivement,  mais  aussi  contre Botrytis sp  et  Pennicillium   avec   une   zone   d'inhibition   de   20  mm,   vis-à-vis   des   deux champignons. Cette  aptitude de la souche S10 à synthétiser des antifongiques efficaces à l’encontre de champignons phytopathogènes indique l’intérêt  de l’application  des molécules de cette souche contre les ravageurs de plantes (Figure 29 de l’annexe III).
VIII.  Mise en évidence de  l’activité  antioxydante  des  extraits  bruts  de  la S10 
VIII.1.  Dosage des polyphénols totaux 
       La teneur en composés phénoliques de l’extrait de S10 a été calculée à partir de la courbe d’étalonnage (Figure 30 de l’annexe III) et exprimée en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec, réalisée en  utilisant  l'acide  gallique comme standard.
[bookmark: _Hlk145176783]       La teneur en polyphénols  totaux  dans  l’extrait  méthanolique l’isolat S10 a été évalué  à  un taux de 0,573 mg EAG/g ES. La teneur en polyphénols totaux été dosé dans des travaux similaires dans des extraits à l’acétate d’éthyle de souches d’actinobactéries et les résultats obtenus indiquent que notre extrait  est plus riches en polyphénols comparant aux teneurs obtenus par Prashith et collaborateurs. (2013) et qui été de 0,0875 mg/g dans l’extrait d’une Streptomyces (SRDPHO3).
VIII.2. Piégeage du radical libre DPPH 
Le DPPH, étant un radical libre stable, sa couleur violette disparaît lorsque qu'il est  réduit en diphényle picrylhydrazyl (DPPH-H) par un composé à propriété antioxydante,  le  décolorant ainsi en jaune. La  mesure  de  l'absorbance  à 517 nm, permet  de  calculer le   pourcentage d'inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel  au  pouvoir  antioxydant  de  l'échantillon 
testé (Parejo et al., 2002) (la Figure 31 de l’annexe III).
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       Selon  les  résultats  obtenus répertoriés dans le Tableau VIII,  et par comparaison  à  la  courbe d'étalonnage illustrée dans la Figure 33 (annexe III), l’extrait brut de notre souches S10 a présenté un pourcentage de piégeage du DPPH de 80,95% ± 0,5 à une concentration 80 mg/ml d'extrait sec. Ce pourcentage augmente  avec  l'augmentation  de  la concentration de notre extrait démontrant   une   relation   dose-dépendante.
       L'IC50 qui est la concentration de  l'échantillon  testé  nécessaire  pour  réduire  50 %  du  radical DPPH,  a  été  calculée  graphiquement   par   les   régressions   linéaires   des   graphes   tracés (pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations des  extraits  testés  et  les standards). Plus la valeur de l'IC50 est basse,  plus  l'activité  antioxydante  d'un  composé  est grande. 
En effet, l'IC50 de l'extrait  méthanolique  de l’isolat S10 a  été  évaluée  de  45,35 mg/ml. (la Figure 32 de l’annexe III). Cette valeur se montre  largement supérieure à celle obtenue par Rao et collaborateur. (2013) ayant rapporté une bonne activité antioxydante d’une souche d’actinomycète marine pour le piégeage du radical libre DPPH avec une IC50 de 0,041 mg/ml plus faible que les valeurs obtenues pour notre souche et un pourcentage d’inhibition du radical DPPH de 68,91% pour la souche Streptomyces coelicoflavus BC01( isolée du sol) inférieur au résultat obtenu avec notre l’isolat S10 (80,95% ± 0,5).
	Tubes
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	DO à 517 nm
	0,164
	0,238
	0,226
	0,256
	0,286
	0,377
	0,438
	0,491
	0,619
	0,648
	0,731

	% d’inhibition
	80,95
	72,35
	73,75
	70,26
	66,93
	56,64
	49,36
	43,23
	28,43
	25,08
	15,49

	[Extrait sec] mg/ml
	84,83
	73,86
	75,64
	71,19
	66,94
	53,81
	44,53
	36,71
	17,83
	13,56
	1,33



Tableau VIII :      Résultats       du         piégeage         du         radicale         libre         DPPH.
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      À la lumière de ce travail, ayant pour objectif, d'étudier et de mettre en évidence  quelques activités biologiques de 16 souches d'actinobactéries locales, résistantes aux métaux  lourds  (les  OCd résistantes  au  cadmium,  les  OZn  résistantes  au  zinc,  les  BCr  résistantes  au  chrome et la S10). 
       L’activité antimicrobienne, par le test des cylindres d'agar, qui a démontré un potentiel d'action important,  vis-à-vis  des  germes  cibles  testés,  promettant  la production de nouveaux antibiotiques efficients, pour contrer  à  la  résistance  bactérienne  et fongique. De plus, l’activité enzymatique, qui a mis en évidence la  synthèse  d'un  éventail  d'enzymes, d'une   grande   importance   industrielle,   de   surcroît   pour   l'élaboration   des    tyrosinases, inestimables pour faire face aux maladies de mélanome (le cancer  de  la peau), aussi bien que  la  production  de  phosphatases, importantes  pour  la  solubilisation  du phosphate rhizosphérique et de la  promotion  de  la  croissance  des  plantes,  quoique l'HCN  et  les  substances volatiles  n'ont  pas  été  sécrétée.
       De  plus,  pour  la  caractérisation morphologique a révélé  une micromorphologie de nos isolats distincte de celle des Streptomyces. La résistance de ces souches  aux  métaux  lourds,  qui est une aptitude exceptionnelle,  des  actinobactéries,  leur  conférant  la  survie dans des environnements hautement  toxiques,  par  l'importante  exploitation  de  ces  métaux  essentiels pour  leur   métabolisme   et   leur   machinerie enzymatique. En effet, un potentiels  d’application comme agents de  bioremédiation  naturelle,  à l'égard de la pollution  effroyable,  provoquée  par  l'accumulation  des  métaux  lourds  dans  la nature.
       Cette étude a révélé l’importante résistance de l’isolat S10 à différents métaux lords testés, ainsi qu’un potentiel remarquable de production de toutes les enzymes recherchées, ajoutée à une forte activité antimicrobienne dirigée contre des champignons ravageurs de plantes ainsi que 9 bactéries pathogènes notamment des multirésistants telle que E. coli ST131 et Ac. baumannii. Raison pour laquelle, cette souche a été sélectionnée pour l’extraction de ses molécules actives en utilisant l’acétate d’éthyle comme solvant d’extraction.  Outre son activité antimicrobienne importante, cet extrait a révélé un pourcentage de piégeage du radical DPPH de 80,87%± 0,5 à une concentration de 80 mg/mL.
       À la suite de ce travail, de nombreuses perspectives peuvent être envisagée pour la  suivie  de la recherche, notamment ;
·  L'étude de la croissance des 16 souches sur d'autre milieux.
37
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·  L'optimisation du milieu Mincer et des conditions de culture  pour  favoriser  une  meilleure
croissance  des  souches  et  un   excellent   rendement   en    molécules   actives   à   potentiel
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antimicrobien.
· L'extraction des molécules potentiellement produites des souches OZnS5,  BZnS5,  OCdS3 et OCdS4, pour leur forte activité antimicrobienne, démontré par le test des cylindre d'agar.
·  L'étude de l'activité des extraits de ces souches contre la  formation  de  biofilms,  ainsi  que leur activité Anti-inflammatoire, antiviral et cytotoxique.
·  L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits incluant celui de la S10, par le  biais  des tests du piégeage du radical libre ABTS et la réduction de l'ion ferrique et le H2O2.
·  La mise en évidence des  enzymes  non  étudié,  tel  que  les  uréases,  les  xylanases  et  les kératinases.
·  L'optimisation des conditions de culture, des souches étudiées, pour une  bonne  production enzymatique  mais  aussi,  songer  à   établir   l'extraction   et   la   purification   des   enzymes identifiées.
·  Tester la résistance des souches étudiées, vis-à-vis d'autres métaux lourds, tels que le cuivre, le plomb, le manganèse et l'aluminium.
·  La recherche de molécules à caractère PGP, en étudiant la production d'ammoniac  NH3  et la production d'acide indole acétique (AIA).
·  Identification des  souches  étudiées.
·  Purification  et  caractérisation  structurale  de  chacune  des  molécules.
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· Matériel analytique 
· Autoclave (BIOBASE)
· Anse de platine 
· Balance (Scouttmpro) (Ae ADAM AFA-120LC).
· Bain-marie (raypa).
· Barreaux magnétiques 
· Bec Bunsen
· Béchers 
· Boites de Pétri 
· Eprouvettes 
· Erlenmeyers 
· Etuves à 37°C, à 30°C et à 25°C (memmert).
· Embouts 
· Ecouvillons 
· Microscope optique (ZEISS)
· Flacons 
· Micropipettes (500 et 1000μl) 
· Pipettes Pasteur 
· Plaque chauffante agitatrice (IKALABORTECHNIk). 
· Spectrophotomètre (UVmini 1240 SHIMADZU).
· Spatule 
· Rotavapor (Heïdolph).
· Tubes à essais 
· PH mètre (BOECO).
· Vortex (VELP scientifica)
· Pied à coulisse (STINLESS HARDEND)
· Entonnoir. 
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· Préparation des différentes solutions utilisées.
· Eau physiologique stérile.
NaCl	9 g
Eau distillée	1000 ml
Autoclavage	120°C/20 min
· La solution de l’Acide gallique
Acide gallique	1 mg
Eau distillée	1 ml
Une dilution 1/10ème de la solution d’acide gallique est préparé dans de d’eau distillé.
· La solution de carbonate de sodium (Na2CO3)
Na2CO3………………………………………………………………………………………………………..……75 g
Eau distillée	1000 ml
· La solution d’acide ascorbique
Acide ascorbique	2 mg
Eau distillée	10 ml
· La solution du DPPH
Quelques milligrammes de la poudre du radical DPPH sont dissous dans 100 ml du méthanol.
Après agitation, la DO de la solution est mesurée à λmax 517 nm. La valeur de celle-ci doit être de 0,7. Il faut diluer avec du méthanol ou ajouter quelques milligrammes de la poudre du DPPH jusqu’à avoir cette valeur.
· La solution du réactif de Folin-Ciocalteu dilué X10
Réctif de Folin-Ciocalteu……………………………………………….…………………….…1 ml
Eau distillée………………………………………………………………………………..…………..9 ml
· La solution de glycine
Glycine…………………………………………………………………………………………………...4,4 g
[bookmark: _Hlk144117861]Eau distillée	250 ml
Autoclavage	120°C/20 min
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· Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre d’eau distillée)
· Gélose nutritive (GN)
Peptone	5 g
Extrait de viande	1 g
Extrait de levure	2 g
Na Cl	5 g
Agar	7,5 g
pH	7,2±0,2
· Gélose à l’extrait de malt (EM)
Extrait de malt	30 g
Peptone mycologique	5 g
Agar	15 g
pH	5,4± 0,2
· Plat count agar (PCA)
Glucose	1 g
Tryptone	5 g
Extrait de levure	2,5 g
Agar	12 g
pH	7,0±0,2
· Milieu Mueller -Hinton (John Howard Mueller et Jane Hinton, 1941) 
 Boite de 250g de Muller Hinton déshydraté………………….………….…..…………38 g
 H2O distillée : ………………………………………………………………………..………………1000 ml
pH : 7,3±0.
	II
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· Gélose Sabouraud (Raymond J. A. Sabouraud, 1892)
Boite de 500g de Sabouraud déshydraté………….……………………………………..…65 g
H2O distillée……………………………………………………………………………………………1000 ml
pH : 5,6±0.
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· Milieux pour tests enzymatiques
· La gélose de Gausse
KNO3	1.0 g
K2HPO4	0.5 g
MgSO4	0,5 g
NaCl	0,5 g
FeSO4	0,01 g
Amidon 	20 g
Agar	30 g
Eau distillée	1000 ml
pH	7,4
· Gélose nutritive à la gélatine
Peptone	5 g
Extrait de bœuf	3 g
Gélatine	4 g
Agar	15 g
Eau distillée	1000 ml
pH	7
· La gélose à la cellulose
Cellulose	5 g
NaNO3	1 g
K2HPO4	1 g
MgSO4	0,015 g
Extrait de levure	0,5 g
Agar	15 g
pH	7
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· La gélose nutritive additionnée de chitine
Chitine	5 g
Extrait de levure	0,5 g
K2HPO4	2 g
MgSO4-7H2O	1 g
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FeSO4-7H2O	0,1 g
Eau distillée	1000 ml
pH	7
· Le milieu de Sierra additionné de tween 80
Peptone	10 g
NaCl	5 g
CaC12- 1H2O	0.1g
Eau distillée	1000 ml
Agar	18 g
Tween 80	10 ml
pH	7,4
· La gélosé au lait écrémé
Peptone	10 g
NaCl	5 g
Extrait de levure	3 g
Agar	20 g
Eau distillée	1000 ml
Lait écrémé	100 g 
Eau distillée	1000 ml
pH	6,5-7,2
· La gélose à la tyrosine
Peptone	5 g
Extrait de viande	3 g
L-tyrosine	5 g
Agar	20 g
Eau distillée	1000 ml
pH	7
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· La gélose MP7
Glucose	5 g 
Pectine	5 g
KH2PO4	4 g
Na2HPO4	6 g
Extrait de levure	1 g
(NH4)2SO4	2 g
FeSO4_7H2O	0,001 g (01mg)
MgSO4	0,2 g
CaCl2	0,001 g (01mg)
H3BO3	0,00001 g (10 µg)
MnSO4	0,00001 g (10 µg)
ZnSO4-7H2O	0,00007 g (70 µg)
CuSO4_5H2O	0,00005 g (50 µg)
MoO3	0,00001 g (10 µg)
Eau distillée	1000 ml
Agar	15 g
pH	7,2-7,4

N.B. l’ajustement du Ph des milieux de cultures s’effectue à l’aide d’une solution de NaOH
ou d’une solution d’HCL.
· Milieux pour le repiquage
· Starch Casein Agar (SCA) (Kuster et Williams, 1964) 
Amidon…………………………………………………………….....…...........................……10 g 
Caséine…………………………………………………………….....…............................……0.3 g 
KNO3…………………………………………………………….....…...........................………2 g 
K2HPO4…………………………………………………………….....…...........................…..2 g 
NaCl…………………………………………………………….....…...........................………...2 g 
MgSO4 7H2O…………………………………………………………….....….......................0,05 g 
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CaCO3…………………………………………………………….....…...........................……..0,02 g 
FeSO4 7H2O…………………………………………………………….....….........................0,01 g 
Agar…………………………………………………………….....…...........................………….18 g 
Eau distillée…………………………………………………………….....…...........................1000 ml 
pH…………………………………………………………….....…...........................……………..7,2±0,2 
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· Starch Casein Agar (SCA) (Kuster et Williams, 1964) + Métal
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· SCA+Zn/ SCA+Cr/ SCA+Cd/ SCA+Fe

Amidon…………………………………………………………….....…...........................……10 g 
Caséine…………………………………………………………….....…............................……0,3 g 
KNO3…………………………………………………………….....…...........................………2 g 
K2HPO4…………………………………………………………….....…...........................…..2 g 
NaCl…………………………………………………………….....…...........................………...2 g 
MgSO4 7H2O…………………………………………………………….....….......................0,05 g 
CaCO3…………………………………………………………….....…...........................……..0,02 g 
FeSO4 7H2O…………………………………………………………….....….........................0,01 g 
Agar…………………………………………………………….....…...........................………….18 g 
Eau distillée…………………………………………………………….....…...........................1000 ml 
Métal (Zn/Cr/Cd/Fe)..………………………………………………....…...........................0,2 g 
pH…………………………………………………………….....…...........................……………..7,2±0,2 
· Milieu Mincer (MEM) (Mincer et al., 2002) 
Amidon…………………………………………………………….....….................................10 g 
Extrait de levure…………………………………………………………….....…....................4 g 
Peptone…………………………………………………………….....…..................................2 g 
Agar…………………………………………………………….....….......................................18 g 
Eau distillée…………………………………………………………….....…...........................1000 ml 
pH…………………………………………………………….....…..........................................7,2±0,2
· Les milieux ISP ont été préconisés lors de l’« International Streptomyces Project » (Shirling et Gottlieb, 1966), Pour l’étude des caractères culturaux des actinobactéries. 
· Milieu ISP1 
Tryptone…………………………………………………………….....…................................5 g 
Extrait de levure…………………………………………………………….....…....................3 g 
Agar…………………………………………………………….....…......................................15 g
Eau distillée…………………………………………………………….....…..........................1000 ml 
pH…………………………………………………………….....….........................................7,2±0,2 

· Milieu ISP2 
Glucose……………………………………………………………………………….4 g 
Extrait de levure……………………………………………………………………...4 g 
Extrait de malt…………………………………………………………………….…10 g 
Eau distillée……………………………………………………………………....….1000 ml 
Agar……………………………………………………………………………….…20 g 
· Milieu ISP3 
Farine d’avoine……………………………………………………………………..20 g 
Solution saline standard…………………………………………………………….1 ml 
Agar…………………………………………………………………………………20 g 
Eau distillée…………………………………………………….……………...........1000 ml 
pH…………………………………………………………………...……………....7,2±0,2 Solution saline standard 
FeSO4, 7H2O…………………………………………………………………….….0,1 g 
MnC12, 4H2O……………………………………………………………………….0,1 g 
ZnSO4, 7H2O………………………………………………………………………..0,1 g 
Eau distillée………………………………………………………………………….100 ml 
· Milieu ISP4 
 Amidon……………………………………………………………………………...10 g 
K2HPO4……………………………………………………………………………..1 g 
MgSO4, 7H2O………………………………………………………………………1 g 
 Na Cl………………………………………………………………………………..1 g  (NH4)2SO4……………………………………………………………………….....2 g  CaCO3…………………………………………………………………………….…2 g 
• Solution saline standard (voir ISP3)…………………………………………......1 ml 
Agar………………………………………………………………………….………20 g 
Eau distillée………………………………………………………..…………….…..1000 ml 
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pH…………………………………………………………………...………..……....7.2±0.2 
· Milieu ISP7 
Glycérol……………………………………………………………………….……..15 g 
L-tyrosine…………………………………………………………..…………..…....0,5 g 
L-asparagine……………………………………………………….………………...1 g 
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K2HPO4……………………….………………………………..………………….0,5 g 
MgSO4, 7H2O………………………………………………………….…….........0,5 g 
Na Cl………………………………………………………………………..….......0,5 g 
FeSO4, 7H2O………………………………………………………………...........0,01 g 
• Solution saline standard (voir ISP3)……………………………………………1 ml 
Agar……………………………………………………………………………...…18 g 
Eau distillée ………..………………………………….…………………………...1000 ml 
pH………………………………………………………………………..…….…...7,5±0.2
· L-Asparagine Dextrose Agar :ADS-Agar.
Asparagine…………………………………………………………………….…… 10 g
Dextrose……………………………………………………….…………………….2 g
K2HPO4……………………………………………………………………………..1 g
MgSO4………………………………………………………..……………………..0,5 g
Agar…………………………………………………………………………….……15 g
pH…………………………………………………………………………………….6,8
Rouge de phenol……………………………………………………..……………….0,09 g
Colorants
La solution aqueuse de Rouge Congo
[bookmark: _Hlk40196161]Rouge Congo……………………………………………………………..…………..1 g
Eau distillée…………………………………………………………………………..100 ml
La solution de lugol
Iodure de potassium (KI)………………………………………………………….…..2 g
Iode métalloïde (l2)……………………………………………………………………1 g
Eau distillée……………………………………………………………………………100 ml
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Figure 18 : Quelques résultats de l’activité antimicrobienne des cylindres des isolats ensemencés sur les deux milieu SCA et Mincer contre les bactéries et la levure testés (A: Candida/B: E. coli/C: P. aeruginosa/D: S. aureus/E: S. Typhi/F: SARM/G: E. coli ST131/H: V. cholerae/I: Ac. Bommani/J: B. subtilis)
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Figure 19 : Quelques résultats de l’activité enzymatiques des isolats en émergence des halos.
(A: Cellulases/B: Amylases/C: Lipases/D: Caséinases/E: Protéases/F: Estérases/G: Pectinases).
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Figure 20 : Quelques résultats de la recherche de molécules anticancéreuses chez les isolats par la mise en évidence de la synthèse des tyrosinases.
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Figure 21 : Résultats de la mise en évidence de la production de l’HCN (cyanure   d’hydrogène) (A: OCdS9/B: OCdS10/C: Les boîtes sellées fermement avec du parafilm). 
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Figure 22 : Mise en évidence de la production de substances volatiles par les isolats (A: OCdS1/B: S10/C: OCdS2 /D: Les boîtes du champignon cible Aspegillus niger /E: BCrS2/F: Les boîtes sellées fermement avec du parafilm).
[image: ][image: ][image: ][image: ] D
B
A




C








Figure 23 : Mise en évidence de l’activité phosphatasique des isolats (A: BCrS2/B: OCdS10 /C: OCdS9 /D: OCdS3).
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[image: ][image: ]Figure 24 : Caractérisation macromorphologique des isolats (A: OCdS1 ISP1/B: OZnS4 ISP1/C: BCr2 ISP1/D: OZnS2 ISP2/E: OZnS5 ISP2/F: BCrS2 ISP2/G: OZnS1 ISP3/H: BCrS2 ISP3/I: OCdS2 ISP4 /J: OZnS3 ISP4/K: BCrS2 ISP4 /L: S10 ISP5 /M: S10 ISP7/N: OZnS3 ISP7/O: BCrS4 ISP7/P: BZnS5 ISP7). 
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[image: ]Figure 25 : Caractérisation micromorphologique in-situ des isolats par observation sous microscope optique au grossissement GX10 (A: OCdS1 ISP1/B: OZnS4 ISP1/C: BCr2 ISP1/D: OZnS2 ISP2/E: OZnS5 ISP2/F: BCrS2 ISP2/G: OZnS1 ISP3/H: BCrS2 ISP3/I: OCdS2 ISP4 /J: OZnS3 ISP4/K: BCrS2 ISP4 /L: S10 ISP5 /M: S10 ISP7/N: OZnS3 ISP7/O: BCrS4 ISP7/P: BZnS5 ISP7).
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Figure 26 :     Micromorphologie             de             certains             genres           d’actinobactéries.
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Figure 27 : Quelques résultats de la mise en évidence de la résistance des 16 souches au métaux lourds en fonction de la croissance (A: S10 SCAZn/B: S10 SCAFe/C: BCrS2 SCAZn/D: OCdS5 SCACr/E: OCdS10 SCAFe/F: OCdS9 SCAZn/G: OCdS1 SCAZn/H: OZnS3 SCACr/I: OZnS4 SCAFe).
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Figure 28 : Mise en évidence de l’activité antibactérienne de l’extrait de la S10 par le test des puits (A: SARM/B: P. aeruginosa /C: S. Typhi /D: E. coli/E: S. aureus/F: Ac. Bommani/G: V. cholerae /H: E. coli ST131).



68






	III
	Annexes



[image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ][image: ]D
C
A
B
B

















Figure 29 : Mise en évidence de l’activité antifongique de l’extrait de la S10 par le test des puits (A: Botrytis/B: Fusarium oxysporum/C: Penicillium/D: Aspegillus niger).
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Figure 30 :   Courbe   d’étalonnage   du    l’acide    gallique    (Dosage    des    polyphénols    totaux).
69

[image: ][image: ]
	III
	Annexes









Figure 31 : Réduction du DPPH de couleur violette pour devenir DPPH, H de  couleur  jaune.

Le IC50 = 45,35 mg. mL-1
Figure 32 :  Graphique  de   l’activité   anti-radicalaire    (du   piégeage   du   radical   DPPH).

Figure 33 : Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de l’Acide ascorbique.
[image: ]Résumé
       Cette recherche est basée sur l'évaluation de quelques activités biologiques de 16 souches d'actinobactéries locales, résistantes aux métaux lourds. Les résultats de l’activité antimicrobienne ont montré une forte activité à l'égard de tous les germes cibles testés, à l'exemple de l’isolat OZnS5 qui a démontré une inhibition notable vis-à-vis d’E. coli ST131 avec une zone d'inhibition de 35mm. Diverses enzymes ont été décelées chez la plupart des isolats, majoritairement les amylases et les lipases, mais aussi, les tyrosinases notablement     par la S10. En outre, la BCrS2 a montré une notable production de phosphatases, importantes pour la nutrition des plantes. De plus, la résistance aux métaux lourds des isolats a été  confirmée à l'égard des métaux testés, sélectionnant ainsi la S10 comme la plus résistante. L'extrait de la S10 s’est révélé potentiellement actif contre les pathogènes testés à l’exemple de E. coli ST131 avec une zone d'inhibition significative de 38mm. Un taux de 0,573 mg EAG/g ES en polyphénols totaux a été estimé dans l’extrait de S10 qui a exprimé un pouvoir de piégeage du radical libre DPPH de 80,87 % avec une valeur de IC50 évaluée de 45,35 mg/ml.
Mots clés : Actinobatéries, Activité antimicrobienne, Activité antioxydante, Activité enzymatique, Activité PGP, Résistance aux métaux lourds.
Abstract
       This research is based on the evaluation of some biological activities of 16 strains of local actinobacteria, resistant to heavy metals. The antimicrobial activity results showed strong activity against all the target germs tested, for example the OZnS5 isolate which demonstrated notable inhibition against E. coli ST131 with 35mm inhibition zone. Various enzymes were detected in most isolates, mainly amylases and lipases, but also tyrosinases, notably by S10.  In addition, BCrS2 showed notable production of phosphatases, important for plant       nutrition. Additionally, heavy metal resistance of the isolates was confirmed against the      tested metals, thus selecting S10 as the most resistant. The S10 extract was found to be potentially active against the pathogens tested, such as E. coli ST131, with a significant inhibition zone of 38mm. A rate of 0.573 mg EAG/g ES in total polyphenols was estimated     in the S10 extract which expressed a DPPH free radical trapping power of 80.87% with an evaluated IC50 value of 45.35 mg/ml.
Keywords : Actinobateria, Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Enzymatic activity, PGP activity, Resistance to heavy metals.
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