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RESUME

Les actinobactéries endophytes, connues pour leurs relations symbiotiques avec les plantes et
leur capacité a produire des composés bioactifs, se rencontrent dans divers environnements, y
compris les déserts. Les conditions extrémes du Sahara — limitation en nutriments, températures
élevées et salinité — favorisent des adaptations microbiennes uniques, faisant de cette région un
réservoir prometteur de nouveaux taxons. La présente étude rapporte, pour la premiere fois,
I’isolement et la caractérisation d’actinobactéries endophytes issues de trois plantes médicinales
des habitats extrémes d’Algérie : Artemisia judaica L. ssp. sahariensis, Artemisia campestris
et Artemisia herba-alba Asso, collectées dans des régions de sebkha, montagne et désert. Un
total de 82 isolats a été obtenu a partir des tissus racinaires et foliaires et identifiés par
séquencage du géne 16S rRNA, indiquant leur appartenance a cing genres : Micromonospora,
Nonomuraea, Nocardiopsis, Gordonia et principalement Streptomyces. Les isolats ont été
caractérisés sur les plans morphologique, physiologique et bioactif, incluant la production de
pigments, la tolérance au stress salin (NaCl), la solubilisation du phosphate, la production
d’enzymes extracellulaires et 1’activité antibactérienne. Les isolats ont toléré jusqu’a 5 % de
NaCl, tandis que (AJR36, AJR38, AJR16, AR5) ont pu résister a 15-20 %. La solubilisation du
phosphate a été observée chez 31% des souches. Les tests enzymatiques ont montré que 24 %
des isolats produisent plusieurs enzymes hydrolytiques (amylase, protéase, cellulase, lipase,
estérase, pectinase, gélatinase, xylanase), les souches AL1, AL3, AR14, AR23 et AR6
présentant des profils enzymatiques larges. Les essais antibactériens ont révélé que 83 % des
isolats inhibaient au moins un pathogeéne testé, les souches les plus actives présentant des
valeurs de concentration minimale inhibitrice comprises entre 4 et 8 pg/mL. Ces résultats
mettent en évidence la diversité des actinobactéries endophytes associées aux environnements
désertiques et de sebkha a forte salinité soulignent le potentiel biotechnologique des souches
associées a Artemisia comme sources de nouveaux agents antibacteriens, d’enzymes et de traits
favorisant la croissance des plantes.

Mots-clés :

Actinobactéries endophytes ; Artemisia spp. ; environnements extrémes ; enzymes
hydrolytiques ; activité antibactérienne ; solubilisation du phosphate ; potentiel
biotechnologique.



ABSTRACT

Endophytic actinobacteria, known for their symbiotic relationships with plants and their ability
to produce bioactive compounds, are found in diverse environments, including deserts. The
extreme conditions of the Sahara—nutrient limitation, high temperatures, and salinity—favor
unique microbial adaptations, making this region a promising reservoir of novel taxa.
The present study reports, for the first time, the isolation and characterization of endophytic
actinobacteria from three medicinal plants inhabiting extreme environments in Algeria:
Artemisia judaica L. ssp. sahariensis, Artemisia campestris, and Artemisia herba-alba Asso,
collected from sebkha, mountain, and desert regions.
A total of 82 isolates were obtained from root and leaf tissues and identified by 16S rRNA gene
sequencing, indicating their affiliation with five genera: Micromonospora, Nonomuraea,
Nocardiopsis, Gordonia, and predominantly Streptomyces.
The isolates were characterized morphologically, physiologically, and bioactively, including
pigment production, tolerance to salt stress (NaCl), phosphate solubilization, extracellular
enzyme production, and antibacterial activity. The isolates tolerated up to 5% NaCl, while
strains AJR36, AJR38, AJR16, and AR5 were able to withstand concentrations of 15-20%.
Phosphate solubilization was observed in 31% of the strains. Enzymatic assays showed that
24% of the isolates produced multiple hydrolytic enzymes (amylase, protease, cellulase, lipase,
esterase, pectinase, gelatinase, xylanase), with strains AL1, AL3, AR14, AR23, and AR6
exhibiting broad enzymatic profiles.
Antibacterial assays revealed that 83% of the isolates inhibited at least one tested pathogen,
with the most active strains displaying minimum inhibitory concentration (MIC) values ranging
from 4 to 8 pg/mL.
These findings highlight the diversity of endophytic actinobacteria associated with desert and
high-salinity sebkha environments and underscore the biotechnological potential of Artemisia-
associated strains as promising sources of novel antibacterial agents, enzymes, and plant
growth-promoting traits.

Keywords:
Endophytic actinobacteria; Artemisia spp.; extreme environments; hydrolytic enzymes;
antibacterial activity; phosphate solubilization; biotechnological potential.



uadlall

Gl 8 g A datill 4gal) CLS Al Zl) o Ly il ae A8 LEEay Alalall L S Sy Caoad
3 ) il o a5l 5 A1) jualiall 43 sane (e — 5 S ol jaall (8 Al Caghl G s lanall b 8 ey de it
Bun dny e pla¥ ey UDA ddhill el Jamy e uf dns S cliSS Hoa - dsgll
Al iy 8 et Al L O e Al LS i) Canagis Joe oo fld G Lee i e () ALl o3 3
Artemisia herba-s <Artemisia campestris «: Artemisia judaica L. ssp. sahariensis.2 ;s « i b
loaall Juall Flad) Ghlia e Cixad il «alba Asso
Jlil Lae «S TRNAT6 O ol DA (e laanand Q55 ¢35V 5 ) sdadl Aol e A e 82 40 sann e Ao Jsaanll a3
) JS&y s «Gordonia s <Nocardiopsis s sNonomuraea s «: Micromonosporagsial iwea ) Lkl )
Streptomyces.
Al alea) Jaat s&\.\m‘}(\CLu\JJ‘;LMc@;};ﬂ\;%};@\jmgﬁ)}d\@\}ﬂ\wg_ay)d\a&umyru.\aj
S 55 Jand e 5508 Y el @ jedal L Sl sliadl) Labiall o oy slall o s culey Y1 ) 5 clau i) 44130 5 ((NaCl)
=15 o )8 S 5 de e (WARS SAJR16 SAJR38 5 AJR36 YLl Guial s (A %5 ) deal ala
sae i Y Jall e %24 Of daey 1Y) Sl LERY) Cjelal 5 VL e %31 o) ilda il 403 e 5,08 Gl il %20
YL g_:)g_l:a\ dus c()\_:).ul\} Olidhall Ll < loiay) < lalll Y sabuadl <l ) U)\.m\l\) ablag Glay 3)
Ll s G ) LLEARG SAR23 sAR14 SAL3 SALL
.\.BJ sa).u;.d\ 4.;.4).4..«&\ dA\_,aJ\ A;\uc L)SJ\}[LA}A.\.L;.\.\.\.\JA_\AB c_ay‘)al\ %83 U‘ h).\.\S.\ﬂ saliaall &-!‘JLL\AY\ CiaiS
Jolel s 85 4 on Gagdi (MIC) o Ll 35 a8 Wl 6V bl ek
Al 5 2 gall CUISY) S5 cda lall Adle Flaadl s A yaall il Aa jall Alalall L S saSY g g i) ada
L) geil 3 jan e Cilaia g cchlay 3 g (b Sl 3alinae Jal sl 32e) 5 JalacSArtemisia <ol dday jall Y LWL

sdalidal) cilalsl)
6l i) 4130 ¢y Sl Slaall Lol eddlall clay 331 ¢4l Clgd) <Artemisia spp. saadalall L sl sy
A 55 ) IISaY)



INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Introduction

L’ Algérie possede une flore médicinale riche et diversifiée, dans laquelle les especes du
genre Artemisia, largement distribuées dans les régions semi-arides et arides, occupent une
place importante (Quezel et al. 1963). Ces plantes sont utilisées en médecine traditionnelle et
moderne pour leurs multiples propriétés biologiques, notamment analgésiques,
antibactériennes, antispasmodiques, hémostatiques, antifongiques, antioxydantes et
allélopathiques (Mohamed et al. 2010). Parmi elles, Artemisia judaica L. ssp. sahariensis,
endémique des régions sahariennes de Tamanrasset et Djanet, est particulierement réputée pour
ses activités antioxydantes et antispasmodiques, sans toxicité aigué rapportée (Belkhiter et al.
2025). Traditionnellement, cette plante aromatique est employée dans le traitement des
affections gastro-intestinales, cutanées et cardiovasculaires, ainsi que pour renforcer I’immunité
et favoriser la cicatrisation (Mohammed et al. 2022).

Les espéces d’Artemisia établissent des relations symbiotiques avec des actinobactéries
endophytes, qui colonisent les tissus internes (racines, tiges, feuilles, graines, fleurs et organes
reproducteurs) sans provoquer de dommages (Alanzi et al. 2023 ; AbdelRazek et al. 2019,
2023). Ces endophytes, ayant coévolué avec leurs hotes, contribuent a leur résilience en
produisant des métabolites secondaires impliqués dans la tolérance aux stress
environnementaux et la défense contre les pathogenes (Kealey et al. 2017). Ces métabolites
incluent des composes antimicrobiens, antioxydants et anticancéreux, ainsi que des substances
favorisant la croissance des plantes, leur conférant ainsi un intérét a la fois thérapeutique et
agricole (Veilumuthu et al. 2024 ; Tanvir et al. 2019 ; Yushchuk et al. 2021).

Ces derniéres années, une attention croissante a été portée aux caractéristiques
fonctionnelles des endophytes, notamment a leurs rdles dans les interactions symbiotiques avec
les plantes médicinales (Khan et al. 2017). Les actinobactéries endophytes associées aux
plantes du genre Artemisia offrent de multiples avantages a leurs hétes, principalement grace a
leurs activités biologiques. De nombreuses recherches sur les composés bioactifs issus des
extraits d’Artemisia, la diversité et les mécanismes fonctionnels des actinobactéries associées
demeurent mal connus (Qin et al. 2012). La plupart des actinobactéries endophytes isolées a
partir de tissus végétaux appartiennent au genre Streptomyces, producteur de métabolites
secondaires bioactifs et de composés a potentiel thérapeutique (Qin et al. 2012 ; Zhao et al.
2011).

Des recherches se sont concentrées sur Artemisia annua, mais d’autres espéces comme
Artemisia herba-alba hébergent également des endophytes. Des souches de Streptomyces
isolées de A. herba-alba présentent des propriétés antimicrobiennes, tandis que des taxons rares
tels que Streptomyces endophyticus et Rhodococcus artemisiae illustrent la richesse
microbienne de ce genre (El-Shatoury et al. 2022 ; Li et al. 2013 ; Zhao et al. 2012b).
Plusieurs especes de Streptomyces endophytes sont isolées d’Artemisia annua, notamment S.
endophyticus (Li et al. 2013) et S. artemisiae (Zhao et al. 2010). En Algérie, A. herba-alba
abrite une diversité d’actinobactéries bioactives, (Djemouai et al. (2024). en Egypte d’autres
études mettant en évidence la bioactivité de souches de Streptomyces isolées (El-Shatoury et
al. 2022). Par ailleurs, des micro-organismes associés a la rhizosphére d’A. herba-alba et
d’autres plantes médicinales des écosystémes désertiques algériens ont également été signalés,
soulignant le potentiel biotechnologique et I’importance ethnomédicinale de ces habitats arides
(Bona et al. 2021 ; Djemouai et al. 2022a, b ; Aouar et al. 2012, 2021 ; Djemouai et al.
2024).
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La diversité et les rbles fonctionnels des actinobactéries endophytes chez Artemisia
spp.; en particulier en milieux arides; restent encore peu caractérisés. Ces symbiotes
contribuent a la vitalit¢ de I’hote en produisant des composés bioactifs, notamment des
antibiotiques, des enzymes et des régulateurs de croissance. Parmi eux, le genre Streptomyces
se distingue par sa capacité a synthétiser une vaste gamme de métabolites
pharmacologiquement actifs (Li et al. 2013 ; Djemouai et al. 2024 ; Khan et al. 2017 ; Qin et
al. 2012). Chez les especes Artemisia judaica, Artemisia herba-alba et Artemisia campestris,
plusieurs genres d’actinobactéries, notamment Streptomyces, Micromonospora, Nocardioides
et Pseudonocardia, sont fréquemment associés a la promotion de la croissance végetale ainsi
qu’a des activités antimicrobiennes, en raison de leur capacité a produire divers métabolites
bioactifs (El-Shatoury et al. 2022). Par ailleurs, d’autres genres tels que Nocardiopsis,
Rhodococcus et Saccharopolyspora jouent un réle important dans 1’enrichissement de la
diversité écologique et fonctionnelle des communautés microbiennes associees a ces especes
végetales (Singh et al. 2018). En plus de leurs propriétés bioactives, les actinobactéries
endophytes possédent une forte capacité de biodégradation de polymeéres organiques complexes
tels que la lignocellulose, 1’hémicellulose, I’amylopectine, le xyloglucane, la pectine et les
triglycérides. Les especes de Streptomyces sont particulierement connues pour produire un large
éventail d’enzymes hydrolytiques, notamment cellulases, amylases, xylanases, pectinases,
lipases et estérases (McCarthy et Stanley 1992 ; Tuomela et al. 2000 ; Narayana et al. 2007
: Mukhtar et al. 2017 ; Gopalakrishnan et al. 2021). Ces traits enzymatiques renforcent a la
fois leur importance écologique et leur potentiel industriel (Mukhtar et al. 2017 ;
Gopalakrishnan et al. 2021).

La présente étude explore la biodiversité et le potentiel bioactif des actinobacteries
endophytes associées aux racines et aux feuilles de trois espéces d’Artemisia : Artemisia judaica
L. ssp. sahariensis, Artemisia campestris et Artemisia herba-alba Asso; collectées de divers
biotopes extrémes en Algérie:

e Sebkha-Ezzemoul, caractérisée par une salinité comprise entre 20 et 30 % durant la période
allant de mars a mai (Amarouayache et al. 2010)

e Zones montagneuses et désertiques ; Djebel Bou Arif, Djebel Arris, Oued Djerat, Djebel
Ilamane, Djebel Aissa, Al Mansourah et EI Hamel.

Trente et un échantillons d’Artemisia ont été utilisés pour 1’isolement et Ia
caractérisation taxonomique des actinobactéries endophytes. L’évaluation de leur potentiel
biosynthétique a porté sur la production d’enzymes hydrolytiques, la solubilisation du
phosphate, la tolérance au NaCl, la synthese de pigments mélanoidiens, la sensibilité aux
antibiotiques et I’activité antibactérienne. A notre connaissance, il s’agit de la premiere étude
de la biodiversité des actinobacteries endophytes, leurs propriétés antibacteriennes et leurs
capacités enzymatiques associés aux racines et aux feuilles d’espéces d’Artemisia adaptées aux
environnements extrémes en Algérie.
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1. Présentation de la plante Artemisia

1.1. Historique

Le genre Artemisia créé par Tournefort en 1700 appartient a la famille des Composées,
sous-famille de Corymbiféres ou Radiées, tribu des Anthémidées.

Le nom latin d’Artemisia aurait deux origines possibles : soit du nom grec de Diane,
Artemis, qui présidait aux accouchements et secourait les femmes malades, soit du nom de la
femme de Mausole, roi de Carie (Gardon, 1913).

1.2. Description de la plante Artemisia

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées, avec plus de 350 espéeces
différentes qui se trouvent principalement dans les zones arides et semi arides d'Europe,
d'Amérique, d'Afrique du Nord et d’Asie.

La plante présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un gotit amer d’ou son
caractéere astringent (Nabli ,1989).

Ouyahya (1987), mentionne 58 taxons observés sur le pourtour méditerranéen, 20 sont
présents au Maghreb et au Sahara 12 au Maroc, 11 en Algérie, 6 en Tunisie, 5 en Libye, 4 en

Egypte.

Les especes communes aux Nord et Sud du bassin méditerranéen sont : Artemisia
arborescens, A. herba-alba, A. absinthium, A. vulgaris, A. Campestris subsp. glutinosa, A.
verlotorum, A. Scoparia , puis les espéces du sud : A. atlantica var. typica, A. judaica subsp.
sahariensis, A. alba subsp. chitachensis, A. atlantica var. maroccana, A. flahautti, A. ifranensis,
A. mesatlantica, A. negrei, A. reptans, A. alba subsp. kabylica. et A. monosperma.

Artemisia est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, vivace de 30-50 cm de long.
Les tiges sont rigides et droites et les feuilles sont courtes, généralement pubescentes avec un
aspect argenté (Figure.1).

1.2.1 Partie aérienne

o Tiges: ses tiges sont floriféres et elancées, un peu velues (Ozenda, 1983 ; Baba Aissa,
2000). La partie ligneuse, ramifiée de 30 & 50 centimetres de long, trés feuillées avec
une couche épaisse. La touffe des tiges est plus importante selon la pluviométrie
(Ozenda, 1985).

o Feuilles : ses feuilles sont oblongues, découpées en segments de couleur vert foncé sur
la face et blanc cotonneux sur leur partie inférieure (Ozenda, 1983 ; Baba Aissa, 2000).
Elles sont courtes, alternées, tres divisées, laineuses, blanches, pubescentes et
pennatipartites. Elles diminuent de taille au fur et a mesure que les rameaux s’allongent.
Cette diminution de taille des feuilles entraine une réduction considérable de la surface,
et par conséquent, permet a la plante de résister a la sécheresse (Pourrat, 1974).
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1.2.2 Partie souterraine ou racinaire
Elle se présente sous forme d'une racine principale, ligneuse et épaisse, bien distincte
des racines secondaires et qui s'enfonce dans le sol tel un pivot. La racine pénetre
profondément jusqu'a 40 a 50 centimétres et ne se ramifie qu'a cette profondeur
(Aidoud, 1988). La croissance végétative de la plante a lieu a I’automne, la floraison
commence en Juin et se développe essentiellement en fin d'été.
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Figure.1 Morphologie générale de la plante Artemisia spp. (Pottier, 1981).

1.3. Classification

Le genre Artemisia appartient a la famille des Asteraceae, il possede une grande
importance économique.

Artemisia est le plus grand et le plus diversifié genre de la famille des Asteraceae
(Martin et al. 2001 ; Watson et al. 2002 ; Martin et al. 2003).

Hiérarchie taxonomique selon Valles et McArthur (2001) :
Régne : Plantae

Sous- Régne : Tracheobionta

Super division : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia L.
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1.4. Composition chimique de la plante

Au Maghreb, Artemisia constitue un fourrage particulierement intéressant. En effet, la
plante présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé bien que son aspect extérieur indique
I’inverse (17 a 33%). La matiere seche (MS) apporte entre 6 et 11% de matiere protéique brute
dont 72% est constituée d'acides aminés. Le taux de B-carotene varie entre 1,3 et 7mg/kg selon
les saisons.

Les plantes de la famille des Astéracées, auquel appartient le genre Artemisia, ont fait
I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs huiles
essentielles. Les molécules identifiées sont les sesquiterpénes lactones, les coumarines et les
hydrocarbures acétyléniques (Bruneton, 1999).

1.4.1. Composés polyphénoliques

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins. Le terme flavonoide désigne une trés large gamme des composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi lents
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles (Kim et al. 2004).

1.4.2. Terpénes

Les terpénes sont des polymeéres constitués d‘unités en C5.

1.4.2.1. Monoterpeénes

Les monoterpenes (en C10) sont des substances légerement volatiles qui forment les
huiles essentielles. Ils protégent les végétaux contre les parasites, inhibent la croissance
bactérienne. Les principaux monoterpénes identifiés dans 1°Armoise herbe blanche sont le
thujone (monoterpene lactone), le 1,8-cinéol et le thymol14.

1.4.2.2. Sesquiterpenes

Les sesquiterpenes (3 unités en C5) et des sesquiterpenes lactones sont identifiés chez
plusieurs chémotypes du Moyen-Orient (Patocka et Plucar, 2003). Les sesquiterpenes lactones
sont parmi les produits naturels trouvés dans les espéces d'Artemisia et sont en grande partie
responsable de I'importance de ces plantes en médecine et en pharmacie. Plusieurs types de
sesquiterpénes lactones ont été trouvés dans les parties aériennes d’Artemisia herba alba: des
eudesmanolides, germacranolides, guainalides, et xanthonolides (Moufid et Eddouks, 2012).

1.4.3. Huiles essentielles

L’huile d‘Artemisia contient principalement des monoterpénoides, oxygenés, tels que le
1,8-cinéole, le chrysanthenone, le chrysanthenol et son acétate, a et fthuyone et le camphre
(Feuerstein et al. 1988).
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En Algérie, des études sur la composition de I’huile essentielle d "Artemisia herba alba
ont montré que le camphre, 1‘a / B-thujone, le 1,8-cinéole et les dérivés du chrysanthenyl sont
les principaux composant.

Selon d'autres études, le camphéne (3%), le bornéol (3.6%), I'éther davana (8.8%), le
davanone (36.1%) sont les principaux composants (Dahmani-Hamzani et Baaliouamer ;
2011).

L'huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes d’Artemisia herba alba
récoltées de Msila-Algérie, contient principalement le camphre (19.4%), le transpinocarveol
(16.9%), le chrysanthenone (15.8%) (Dob et Ben Abdelkader, 2006).

1.5. Usage

L‘armoise est connue en Algérie comme un remede trés populaire auquel on a souvent
recours pour faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et les maladies du foie. Ses
racines sont indiquées contre certains troubles nerveux. Elle est vermifuge, facilite la digestion,
et utilisée comme remede contre la rougeole, les faiblesses musculaires et contre I’inflammation
du tractus gastro-intestinal (Baba Aissa, 2000).

1.6. Toxicité

Les huiles essentielles d’Artemisia ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans
risque en phytothérapie. Comme tous les produits naturels, a fortes doses, I'armoise est abortive,
neurotoxique et hémorragique.

1.7. Ecologie de la plante Artemisia

C'est une plante cosmopolite, pollinisé par le vent et principalement distribuée dans les
zones tempérées de milieux a hautes altitudes de I'hémisphére nord, colonisant paysage des
environnements arides et semi-arides, et n'a que peu de représentants dans I’hémisphére sud.

En Algérie, elle se trouve dans les zones arides et semi-arides. L’ Asie centrale est son
centre de diversification, tandis que la Méditerranée et I’Amérique du Nord-Ouest sont deux
zones de spéciation (McArthur et Plummer, 1978 ; Valles et McArthur, 2001).

1.8. Distribution d’Artemisia en Algérie

Les Astéracées sont distribuées dans 1’ Atlas saharien avec un pourcentage de 35 a 40%
dans la flore saharienne (Ozanda, 1991 ; Quezel, 1965).

En Algérie, Quezel et Santa (1963) ont mentionné 11 taxons appartenant au genre
Artemisia (A. herba-alba, A. absinthium L., A. arborescens L., A. judaica L., A. atlantica A.
alba, A. campestris L. ssp. campestris, A. campestris).

Certains sont tres rares dans les hautes montagnes. En revanche, d’autres sont trés répandus et
abondantes dans les régions steppiques et sahariennes. On distingue 3 principales espéces :

» Artemisia campestris : Armoise rouge.
e Classification botanique
Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris est classée dans :
Régne : Plantae
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Embranchement : Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espéce : Artemisia campestris.

Répartition : zone pré-désertique et steppique au nord du Sahara septentrional.
Habitat : lits d’oueds ; elle est aussi répandue au sud algérien (El Golea, Tiout, et Ain
sefra), au Sahara central (Hoggar et tassili) et dans les régions arides et semi-arides de
I’ Algérie. (Mahmoudi, 1995 ; Ali-Delille, 2010).

Période de floraison : Aout — septembre. (Quezel et Santa, 1962).

Principes actifs de la plante : L'armoise rouge contient une variété de composés
bioactifs. Selon Wichtl et Anton (2003), son huile essentielle est composée de 1,8-
cinéol, camphre, linalol, thuyone, ainsi que d'acides et d'alcools sesquiterpéniques,
comme les lactones sesquiterpéniques (vulgarine), des flavonoides (quercétol-3-O-
glucoside, rutine), des coumarines (esculétol, esculoside, coumarol), des dérivés
polyactyléniques, des caroténoides, de ’acide caféique, de 1’acide férulique et des
glucosides cyanogénétiques. Baba Aissa (1999) mentionne que I'armoise rouge
renferme également des lactones ameres (vulganine), des flavones, des stérols, des
tanins, des résines.

Propriétés thérapeutiques : Les espéces du genre Artemisia, utilisées depuis
I'Antiquité par les Grecs, Romains, Perses et Arabes, sont reconnues pour leurs
propriétés anthelminthiques et stomachiques (Chopra et al. 1960). L'armoise rouge,
en particulier, est utilisée pour ses effets emménagogues, antiépileptiques, vulnéraires,
vermifuges, antispasmodiques, antihémorragiques, hémostatiques, ainsi que pour
traiter les ascarides et lombrics. Elle est également antivenimeuse et aide a calmer les
troubles digestifs, comme les maux d'estomac et les nausées. En application externe,
elle est utilisée en cataplasme pour les crampes, la dysménorrhée, et en tant que
cicatrisant pour les blessures et brilures (Meftah, 2001 ; Ali-Delille, 2010 ; Baba
Aissa, 2011).

» Artemisia judaica : Armoise de judée
Classification botanique :
Régne : Plantae
Embranchement : Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Artemisia
Espéce : Artemisia judaica L.
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Répartition : Cette plante est largement répandue dans le Sahara Oriental et
particulierement abondante dans le Sahara central, notamment a In-Amenas et
Tamanrasset. Elle est cependant plus rare dans I'Est du Sahara septentrional (Maie, 1934
; Ozenda, 1985).

Habitat : Elle pousse en montagne de 1200m a 1800m d’altitude, elle se présente en
une steppe de 50 cm de hauteur. Rencontrées dans les lits sablonneux, limoneux des
oueds en Algérie (Benchelah et al. 2004), et elle possede une trés forte odeur.

Période de floraison : Janvier-Avril (Quezel et Santa, 1962) (Figure.2).

Principes actifs de la plante : Selon Saleh et al. (1987), dix-sept glycosides
flavonoides ont été isolés et identifiés a partir d’Artemisia judaica L. ssp. sahariensis.
L'analyse des parties aériennes de cette plante a permis de découvrir huit nouvelles
lactones sesquiterpéniques, dont deux seco-eudesmanolides, deux eudesmanolides et
quatre lactones glucosides, dont les structures ont été élucidées grace a la RMN a haut
champ (Khafagy et al. 1988).

En Algérie, Charchari (2002) a etudié la composition chimique de I'huile essentielle
d'Artemisia judaica L. ssp. sahariensis, récolteée lors de la floraison a proximité de
Tamanrasset (région de I'Oued Azemzi). 1l a identifié 95 % des composants chimiques,
parmi lesquels les trois principaux étaient le pipéritone (53,5 %), la chrysanthénone (9,8
%) et l'acétate de cis-chrysanthenyl (7,4 %).

Propriétés thérapeutiques : Selon Ramdane et al. (2015), Artemisia judaica L. ssp.
sahariensis est utilisée par les habitants du Hoggar sous forme d'infusion pour traiter
diverses affections. Elle est employée en usage interne pour les helminthiases, les
maladies digestives (vomissements, constipation, coliques), les maladies nerveuses, les
maladies respiratoires, la fievre, l'ictére et la dysménorrhée.

L'étude de Benmansour et al. (2016) en Algérie a montré que I'huile essentielle
d'Artemisia judaica L. ssp. sahariensis posséde un excellent effet inhibiteur contre
Staphylococcus aureus résistant aux méthicillines (S.A.R.M) et Bacillus subtilis.
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Figure.2 Présentation d'Artemisia judaica (Quezal et al. 1994).

» Artemisia herba alba : Armoise Blanche

e Classification botanique :

Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espéce : Artemisia herba alba
e Répartition : plante steppique trés peu rencontrée au Sahara septentrional, dans lits

d’oueds.

e Habitat : En Algérie présente une vaste répartition géographique, couvrant quatre
millions d’hectares, elle est prédominante dans les zones semi-arides a arides autour de
bassin méditerranéen (Quezel et Santa, 1962 ; Nabil, 1989). Elle est aussi abondante
dans les zones steppiques et les Hauts plateaux et le Sahara (Quezel et Santa, 1962).

e Période végétation : Floraison en Avril-Mai (Figure.3).

e Principes actifs de la plante: Les constituants de l'armoise blanche ont été
caractérisés, notamment les flavonoides (Salah et al. 2005 ; Saleh al. 1987), les
sesquiterpénes lactoniques (Ahmed et al. 1990 ; Boriky et al. 1996 ; Laid et al. 2008),
ainsi que les mono- et sesquiterpénes présents dans ses huiles essentielles (HE). L'HE
d'Artemisia herba-alba provenant d'Algérie contient principalement du camphre, de I'a-
et B-thujone, de 1’eucalyptol et des dérivés chrysanthényles (Vernin et al. 1995 ; Dob
et al. 2006).

e Propriétés thérapeutiques : En Afrique du Nord, elle est utilisée pour traiter diverses
affections, telles que la bronchite, les abces, les diarrhées, et comme vermifuge
(Gharabi et Sand, 2008). Elle facilite la digestion, calme les douleurs abdominales et
hépatiques, aide dans le traitement du diabéte, et est également vermifuge (Belakhdar,
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1997 ; Baba Aissa, 2000). Les racines de la plante sont efficaces contre les convulsions
(Baba Aissa, 2000).

Les extraits aqueux d'armoise blanche possédent des activités antileshmaniose,
antigénotoxiques, antidiabétiques, antibactériennes et antispasmodiques (Bakkali et al.
2006 ; Hatimi et al. 2000 ; Marrif et al. 1995 ; Yashphe et al. 2008). De son cote,
I'nuile essentielle (HE) de I'armoise blanche présente des activités antimicrobiennes et
antifongiques (Charchari et al. 1996).

Figure.3 Artemisia herba-alba de la région de Biskra (Bezza et al. 2010).

2. Actinomycetes endophytes

2.1. Définition des endophytes

Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries qui colonisent le tissu
interne des plantes, mais ne présentent aucun signe externe d'infection ou d'effet négatif sur leur
hote.

Les endophytes sont des especes microbiennes vivant en symbiose ou relation
mutualiste entre différentes parties des plantes comme racines, graines, fleurs, fruits, tiges et
feuilles sans provoquer d’effets négatifs (Abdel Razek et al. 2019; Alanzi et al. 2023, Abdel
Razek et al. 2023).

Les endophytes ont co-évolué avec les plantes depuis le début de leur existence et
participe dans la production de métabolites secondaires et la lutte contre les stress
environnementaux et les agents pathogenes attaquants (Kealey et al. 2017).

Quelques endophytes produisent des enzymes comme les acylases et les lactonases ;
d'autres ont évolué pour produire des produits chimiques, qui agissent par quorum trempe pour
supprimer la pathogenése microbienne (Pellissier et al. 2021).

L'opportunité de trouver des micro-organismes endophytes nouveaux et bénéfiques
parmi la diversité des plantes dans différents écosystémes est considérable (Ryan et al. 2008).
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2.2. Les Actinomycetes

2.2.1. Historique

Les actinomycetes ont été isolés pour la premiére fois par Cohn en 1875 (Williams et
al. 1984). Leur présence a été observée pour la premiére fois dans I'eau en 1879.

En 1898, les premiers actinomycetes thermophiles ont été décrits comme des
microorganismes présentant des caractéristiques intermédiaires entre les champignons et les
bactéries.

En 1943, Waksman a réussi a isoler un genre d'actinomycétes a partir du sol.

e 1943 : Waksman et Henrici créent le genre Streptomyces.

e 1944 : Découverte de la streptomycine produite par Streptomyces griseus par le
microbiologiste Selman Waksman.

e A partir des années 1960 : L'introduction de méthodes génétiques par Hopwood
(Chater, 1999 ; Hopwood, 1973) et I'avénement de la génomique (Hopwood, 2003)
ont modifié la classification des espéces (Ventura et al. 2007).

Les actinomyceétes se caractérisaient par la présence d'une vraie ramification et par la
formation de spores a I'extrémité des filaments.

Les actinomycétes sont considérés comme des microorganismes intermédiaires entre le
regne des champignons et celui des bactéries. (Williams, 1986).

2.2.2. Définition des Actinomycétes

Les actinomyceétes sont des bactéries a Gram positif avec un pourcentage élevé de bases
(G+C) variant de 65 a 75 %, elles sont également connues sous le nom d'actinobactéries (Perry
et al. 2004).

Les actinomycetes présentent une croissance filamenteuse qui se développe dans la
gélose, créant un mycélium végétatif, tandis qu'a la surface, elles générent un mycélium aérien.
Ce dernier produit des conidies ou conidiospores.

La différenciation des spores, leur agencement, ainsi que la composition en sucres de la
paroi du mycélium, constituent des criteres de classification des différents genres de ce groupe
(Larpent Gourgaud et al. 1997).

La majorité des actinomycetes sont non mobiles. Cependant, la mobilité est observée
chez les spores libérées par les sporanges, qui sont flagellées, une caractéristique que I'on
retrouve chez les Actinoplanes (Locci, 2005).

Elles se caractérisent par une croissance plus lente que celle des autres bactéries,
pouvant varier de quelques jours a plusieurs semaines, en fonction des especes et des conditions
de culture (De Jager et al. 2009 ; Saurav et Kannabiran, 2010).

Sur milieu solide, les actinomycétes se distinguent par une couleur spécifique, tant au
niveau du mycelium aérien que de celui du substrat, ces deux couleurs n'étant pas
nécessairement identiques. Les teintes courantes incluent le blanc, le gris et le beige. De plus,
une pigmentation diffusible dans la gélose, connue sous le nom de pigmentation mélanoide,
peut également étre observée.

En milieu liquide, le développement des actinomycetes se fait uniquement sous leur
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forme primaire. La production de pigments demeure constante pour un type de milieu donne,
et la différenciation physiologique y est mieux exprimée, notamment en ce qui concerne la
production d'antibiotiques (Keulen et al. 2003).

Elles se rencontrent largement dans les écosystemes terrestres et aquatiques, ou elles
jouent un role crucial dans la décomposition de matériaux complexes provenant de plantes,
d'animaux, d'algues et de champignons morts. Ce processus contribue également au recyclage
des nutriments et a la formation d’humus (Sharma, 2014).

2.2.3. Actinomycetes endophytes

Les actinobactéries endophytes ont été isolées a partir d'une large gamme de plantes.
Elles peuvent persister a I'intérieur de I'ndte vegétal pendant de longues périodes sans provoquer
de symptdmes visibles de désordre.

Les especes les plus couramment identifiées appartiennent aux genres Microbispora,
Nocardia, Micromonospora et Streptomyces.

De nombreuses actinobactéries endophytes, en particulier celles issues de plantes
médicinales, démontrent la capacité d'inhiber ou de tuer divers microorganismes pathogenes
nuisibles (Qin et al. 2011).

La plupart des actinomycetes se trouvent dans des environnements tels que le sol, la
rhizosphere et les sédiments des étangs et des lacs, ou ils agissent comme saprophytes en
dégradant les matiéres organiques pour se nourrir.

Les actinomycétes endophytes représentent une source prometteuse de nouveaux
composés bioactifs. De ce fait, de nombreux chercheurs se consacrent a I'étude de leurs
bioactivités et de leurs applications industrielles.

Certains actinomycétes endophytes d'Artemisia sont répertoriés dans le Tableau.1.

Tableau.1 Actinomycétes endophyte d’Artemisia spp.

Plantes Régions Actinomycétes endophytes Références
Artemisia Streptomyces sp (El Shatoury et al.
herba alba Egypte Kitasatospora sp 2006)
Artemisia Egypte Nocardia sp (Moussa et al. 2011)

judaica
Artemisia Chine Streptomyces endophytica (Lietal. 2013)

annua sp.nov
Nonomuraea endophyticus (Lietal. 2011)
sp.nov
Pseudonocardia xishanensis (Zhao et al. 2012a)
sp.nov
Rhodococcus artemisiae sp.nov (Zhao et al. 2012hb)
Sphingomonas endophytica (Huang et al. 2012)
sp.nov
Streptomyces sp (El-Shatoury et al.
Artemisia Egypte Kitasataspora sp 2013)
judaica Nocardioides sp
Nocardia sp
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Nocardiopsis
Actinomadura
Streptoalloeichus sp
Promicromonospora sp

Artemisia Chine Glycomyces artemisiae sp (Zhang et al. 2014)
argyi

2.2.4. Taxonomie et criteres de classification des actinomycétes

Le phylum des Actinobactéries représente I'un des les plus grands groupes
taxonomiques dans le domaine des bactéries.

La classification des actinomycetes a évolué au fil du temps, passant par plusieurs
phases. Elle a pris de I’ampleur et continue d’étre clarifiée et révisée.

2.2.4.1. Criteres de classification
» Criteres morphologiques

Pridham et al. (1948) ont souligné lI'importance de la morphologie des chaines de
spores des Streptomyces, regroupant ces espéces en sections morphologiques primaires selon
ce critere.

En 1961, les travaux de Tresner et de ses collaborateurs, associés au développement
des techniques de microscopie électronique, ont permis d'établir une classification
morphologique fondée sur le réarrangement des chaines de spores et la texture de leur surface,
qu'elle soit rugueuse ou lisse.

En 1965, Pridham et ses collaborateurs ont développé un nouveau systéme de
caractérisation des actinomycétes, s'appuyant sur la couleur du mycélium, tant du substrat que
de I’aérien. Ils ont proposé une nomenclature pour chaque code de couleur, dans le cadre d'un
effort considérable visant a établir une classification morphologique de ces microorganismes.

» Criteres physiologiques et biochimiques

Une classification fondée sur les similarités des caracteres morphologiques,
physiologiques et biochimiques des souches cultivées dans des conditions identiques a été
proposée, connue sous le nom de taxonomie numérique.

Les resultats obtenus ont permis de regrouper les actinomycetes en plusieurs « clusters
» (Williams et al. 1983). Cependant, cette technique, moins sensible, est sujette a des erreurs
d'interprétation. Avec I'expansion remarquable, en particulier des espéces du genre
Streptomyces, des investigations intensives ont permis de mettre en évidence la composition
chimique de la paroi cellulaire de ces microorganismes. Cette approche, qui se concentre sur
I'analyse chimique des constituants cellulaires, est encore utilisée aujourd'hui (Becker et al.
1965).

Analyse chimique de la composition cellulaire en :
e les acides aminés : deux acides aminés pariétaux 1’acides diaminoprilmilique (DAP) et
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lysine et la glycine.

e les sucres : ayant une importance taxonomique : arabinose-galactose ; xylose-arabinose ;
et modurose.

o les lipides : qui intervient dans la chimio-taxonomie sont : les phospholipides, les acides
mycoliques partiaux ainsi les ménoquinones membranaires.

Analyse physiologique consiste a deux tests :
e Des tests de dégradation organique (glucidique, lipidique et protidique, polyméres
.....etc).

e Des tests de résistance aux différents agents chimique (antibiotiques, divers autre agents),
ainsi que la tolérance aux agents physiques (température, pH, salinité...etc).

» Critéres moléculaires

Des techniques moléculaires plus récentes, notamment celles basées sur la PCR et
I'étude de I'ARN ribosomique 16S, ont été développées, pour les actinomycetes.

L'analyse des séquences de I'ARNr 16S s'avere étre une méthode rapide et fiable. Cette
approche consiste a comparer les séquences aprés alignement avec celles déja connues et a
construire un arbre phylogénétique, mettant en évidence les distances phylogénétiques entre les
espéces (Prescott, 2010).

A cela s'ajoute ’étude des génomes par des techniques d'hybridation ADN-ADN. Un
pourcentage d’homologie élevé, égal ou supérieur a 97 %, permet de considérer deux souches
comme appartenant a la méme espéce (Madigan et al. 2011).

Le développement d'outils d'identification moléculaire, tels que les techniques de PCR
et le séquencage de I'ADNr 16S chez les bactéries, a considérablement facilité I'identification
des especes (Prescott et al. 2010).

L'identification des actinomycetes demeure un processus complexe, ce groupe
microbien présent des séquences d'ADN hautement conservées, méme entre especes
différentes.

De plus, les découvertes incessantes de nouvelles espéces soulignent la nécessité d'une
approche complémentaire intégrant diverses techniques d'identification.

Kumar et Goodfellow (2010) ne soulignent qu'une étude taxonomique polyphasique,
qui combine I'analyse des caracteres morphologiques, biochimiques et physiologiques ainsi que
I'étude phylogénétique, est essentielle pour une classification adéquate des espéces similaires.

Un progres significatif dans la taxonomie des espéces du genre Streptomyces a été
réalisé grace a l'analyse des séquences multilocus (MLSA). Cette méthode repose sur I'étude de
géenes domestiques (house Kiping genes) spécifiques (tels que atpD, gyrB, recA, rpoB et trpB),
en plus des séquences de I'ARNr 16S et des résultats d'hybridation ADN-ADN. (Rong et
Huang, 2012).

2.2.4.2. Evolution de la classification des actinomyceétes

Selon le Goodfellow et al. (2012) le phylum Actinobacteria renferme 6 classes, 23
ordres, 53 familles (Tableau.2) et 223 genres.
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Tableau.2 Classes, ordres et familles du phylum des actinobactéries (Goodfellow et al. 2012).

Synthése bibliographique

Classes

Ordres

Familles

Actinobacteria

Acidimicrobiia
Coriobacteriia

Nitriliruptoria

Rubrobacteria

Thermoleophilia

Actinomycetales
Actinopolysporales
Bifidobacteriales
Catenulisporales
Corynebacteriales

Frankiales

Glycomycetales
Jiangellales
Kineosporales
Micrococcales

Micromonosporales

Propionibacteriales

Pseudonocardiales
Streptomycetales

Streptosporangiales

Incertaesedis

Acidimicrobiales

Coriobacteriales

Nitriliruptorales
Euzebyales

Rubrobacterales

Thermoleophilales
Solirubrobacterales

Actinomycetaceae
Actinopolysporaceae
Bifidobacteriaceae
Catenulisporaceae, Actinospicaceae
Corynebacteriaceae, Dietziaceae,
Mycobacteriaceae, Nocardiaceae,
Segniliparaceae, Tsukamerullaceae
Frankiaceae, Acidothermaceae,
Cryptosporangiaceae,
Geodermatophilaceae,
Nokamurellaceae
Glycomycetaceae
Jiangellaceae
Kineosporaceae
Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,
Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae,
Dermacoccaceae, Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Micobacteriaceae,
Promicomonosporaceae,
Rarobacteriaceae, Ruaniaceae,
Sanguibacteraceae
Micromonosporaceae
Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae
Pseudonocardiaceae
Streptomycetaceae
Streptosporangiaceae, Nocardiopcaceae,
Thermomonosporaceae

Actinomicrobiaceae, Lamiaceae

Coriobacteriaceae

Nitriliruptoraceae
Euzebyaceae

Rubrobacteraceae
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2.2.5. Morphologie et cycle de vie des actinomycetes

2.2.5.1. Morphologie des actinomycétes
» Le mycélium des actinomycetes

Le mycélium aérien est plus ramifier et épais que le mycélium de substrat qu’est
hydrophobe. Le mycélium de substrat est aérobie facultatif par contre le mycélium aérien est
aérobie strict (Silvy et Roach, 1975).

» Types de spores

Les actinomyceétes se distinguent par la formation de divers types de spores, dont les
caractéristiques jouent un réle important dans leur classification.

Pour les Streptomyces filamenteux, les spores se trouvent sur le mycélium aérien,
formant des chaines qui peuvent étre droites, flexueuses ou en spirale.

Ces spores peuvent étre libres ou reliées entre elles, atteignant jusqu'a 50 spores sur
une seule hyphe, ou encore se regrouper dans des sacs appelés sporanges. Cette formation
résulte souvent de la segmentation ou de la désarticulation des hyphes (Hopwood, 2007).

La surface des spores peut varier de lisse, verrugueuse, épineuse, rugueuse ou poilue
(Dietz et Mathews, 1971).

La majorité de ces spores sont ovoides, sphériques et non mobiles. (Figure.4).
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Figure.4 Micromorphologie de quelques especes d’actinomyceétes appartenant a différents
genres. (Observations au microscope électronique a balayage).

A. Nocardiopsis lucentensis ATCC 51300 (Yassin et al. 1993) Bar, 1um.

B. Nonomuraea phyllanthi sp. (Klykleung et al. 2020) Bar, 1um.

C. Micromonospora sp. SF2259 (Miyadoh et al. 2002) Bar, 1um.

D. Streptomyces sp. SF2587 (Miyadoh et al. 2002) Bar, 1um.

E. Gordonia bronchialis type strain (3410") (Ivanova et al. 2010) Bar, 1um.

2.2.5.2. Le cycle de vie

Les actinomycetes présentent un cycle de vie complexe, résultant de trois processus
physiologiques principaux : la croissance végétative, la différenciation cellulaire et la mort (Ait
Barka et al. 2016 ; Danilenko et al. 2005).

Ce cycle débute par la germination des spores, donnant naissance a un mycélium
primaire constitué de hyphes ramifiés, non fragmentés et ancrés dans le milieu solide. Par la
suite, le mycélium de substrat se développe vers la surface, formant le mycélium secondaire ou
mycelium aérien. Les extrémités des hyphes aériens se différencient ensuite pour produire des
spores qui peuvent avoir des formes tres différentes (Prescott et al. 2018) (Figure.5).
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Figure.5 Développement du cycle de vie du genre Streptomyces dans un milieu solide (Ait
Barka et al. 2016)

Comme les bactéries sporulées, les spores d’actinomycétes présentent une grande
résistance a la température. Cette thermo-résistance, ainsi que leur capacité a résister au froid,
varie selon les souches et dépend de la synthése du dipicolinate de calcium. Ce composé joue
un réle crucial en conférant a la cellule son imperméabilité et en favorisant son état de
déshydratation (Leclerc et al. 1994).

2.2.6. Ecologie et Habitats

Les actinobactéries sont des microorganismes présents dans la plupart des niches
écologiques (On les trouve également dans les sols et les milieux aquatiques). Bien qu'elles
puissent étre des agents pathogénes pour les végétaux, les animaux ou des symbiotes végétaux,
leur présence est particulierement élevée dans le sol, surtout dans les sols alcalins et riches en
matiére organique, ou elles constituent une part significative de la population microbienne. Les
actinobactéries peuvent se retrouver a la surface du sol et a plus de 2 métres de profondeur (Ait
Barka et al. 2016).

La plupart des actinomycetes se trouvent dans des environnements tels que le sol, la
rhizosphere et les sédiments des étangs et des lacs, ou ils agissent comme saprophytes en
dégradant les matiéres organiques pour se nourrir.

Les actinobactéries endophytes ont été isolées a partir d'une large gamme de plantes.
Elles peuvent persister a I'intérieur de I'ndte végétal pendant de longues périodes sans provoquer
de symptomes visibles de désordre. Les espéces les plus couramment identifiées appartiennent
aux genres Microbispora, Nocardia, Micromonospora et Streptomyces.

Les actinomycetes jouent un réle essentiel tant en écologie qu'en medecine ; le sol
constitue leur biotope naturel, ou ils ont la capacité de dégrader diverses molécules, telles que
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la pectine, la kératine et certaines substances aromatiques. Grace a ces capacités, ils contribuent
a la minéralisation et a la fertilisation des sols (Prescott et al. 2010).

Le genre Streptomyces, est le plus abondant ; les sols des oasis du Sahara algérien, se
sont révélés riches en actinomycétes (Boudemagh, 2005).

La distribution des actinomycetes dans des écosystemes extrémes a été documentée par
plusieurs auteurs, qui ont étudié leurs métabolismes secondaires. Ces recherches suggerent que
ces niches abiotiques rares pourraient abriter de nouvelles souches et/ou des molécules d'intérét
pharmaceutique (Gurielidze et al. 2010 ; Rojas et al. 2009 ; Lazzarini et al. 2000).

En Algérie, le désert saharien abrite de nouvelles especes d'actinobactéries liées aux sols
et aux palmeraies. Les régions d’Adrar, de Ghardaia et de Tamanrasset ont révélé 1’existence
de plusieurs nouvelles espéces d’actinomycétes : Saccharothrix algeriensis sp. nov., (Zitouni
et al. 2004), Saccharothrix saharensis sp. nov.,(Boubetra et al. 2013a), Actinopolyspora
saharensis sp. nov.,(Meklat et al. 2012), Saccharothrix hoggarensis sp. nov.,(Boubetra et al.
2013b) , Saccharopolyspora ghardaiensis sp. nov.,( Meklat et al. 2014), Nocardiopsis
algeriensis sp. nov., (Bouras et al. 2015), Saccharothrix tamanrassetensis sp. nov.,(Boubetra
et al. 2015 ) , Actinomadura adrarensis sp. nov., (Lahoum et al. 2016) Streptosporangium
algeriense sp. nov.,( Boubetra et al. 2016) et Saccharothrix ghardaiensis sp. nov.,( Bouznada,
et al. 2017).

2.2.7. Halotolérance

Tresner et al. (1968) ainsi que Gottlieb (1973) ont été les premiers a isoler des
actinomyceétes a partir d'échantillons salins et a établir une méthode appropriée pour la
recherche d'actinomyceétes halotolérants.

Dans le monde microbien, on distingue plusieurs catégories d'organismes en fonction
de leur tolérance au NaCl : ceux qui ne supportent que de faibles concentrations (environ 1 %),
les halotolérants modérés qui croissent en présence de 6 a 8 % de NaCl, et les halotolérants
extrémes capables de résister a de fortes concentrations de NaCl (Tiquia, 2007).

Les halophiles nécessitent la présence de NaCl pour leur croissance. Notons que
I’espece Streptomonospora alba, étudiée par Li et al. (2003c), a été cultivée sur milieu ISP2
gélosé contenant 15 % de NaCl.

Plus de 70 espéces d'actinomycetes halophiles et halotolérants ont été isolées, et leur
métabolisme secondaire ; potentiellement intéressant ; a été étudié dans divers écosystemes
extrémes, tels que les sols sahariens désertiques d'Algérie (Kitouni et al. 2005) et des
écosystémes marins en Chine (Cai et al. 2009).

2. 2.8. Intérét des Actinomycetes

Les actinomyceétes, produisent une grande variété de composés bioactifs d'une valeur
commerciale élevée et sont régulierement explorées pour la découverte de nouvelles substances
bioactives utilisées dans les secteurs industriels, biotechnologiques, pharmaceutiques et
alimentaires (Vijayakumar et al. 2007).

Les actinomyceétes jouent un réle essentiel dans la dégradation de polymeres complexes
tels que la lignocellulose, I’hémicellulose, les pectines et la chitine (Abou-Elela et Ghanem,
2005 ; Vijayakumar et al. 2007).

Les actinobactéries ont le potentiel de produire divers métabolites tels que les
antibiotiques, antifongiques, antitumoraux et antiinflammatoires, ainsi que des substances et
des régulateurs favorisant la croissance des plantes. Ces substances trouvent différentes
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applications, notamment en medecine, en biotechnologie et en agriculture (Donadio et al.
2002) en plus des enzymes tels que les cellulases, chitinases et xylanases) (Vrancken et al.
2009).

Parmi les micro-organismes, la famille des actinomycétes et en particulier le genre
Streptomyces, reste le plus grand producteur de métabolites secondaires et composés bioactifs
(Barka et al. 2016).

3. Le genre Streptomyces

3.1. Historique

Le genre Streptomyces a été créé par Selman Waksman et William A. Henrici en
1943. lIs ont défini ce genre pour classer certaines bactéries filamenteuses qu'ils étudiaient.

3.2. Définition du genre Streptomyces

Le genre Streptomyces constitue un groupe important parmi les actinomycetes. Ces
espéces sont aérobies, a coloration Gram positive, non acido-résistantes et multicellulaires,
formant un mycélium ramifié et aérien durant des cycles de vie complexes. Le mycélium aérien
produit des chaines de spores, qui peuvent varier de trois a plusieurs unités a maturite.

Les streptomyceétes se trouvent en forte concentration dans le sol, leur habitat naturel
principal, ou ils jouent un rdle essentiel dans la décomposition de la matiére organique, comme
les litieres de feuilles, contribuant ainsi a la fertilité du sol. Bien que ce genre inclue des
pathogenes végétaux et humains, il est principalement reconnu pour sa capacité a produire une
grande variété de métabolites secondaires chimiquement diversifiés, notamment des
antibiotiques.

3.3. Classification des Streptomyces

Le genre Streptomyces est le plus grand groupe parmi les procaryotes. En mars 2005,
487 especes et 39 sous-especes avaient été approuvees et validées. Un total de 533 especes est
décrit dans le Manuel de systématique bactérienne de Bergey (Deuxiéme édition, Volume Cing,
Les Actinobactéries, Partie B), publié en 2012.

Ce nombre augmente chaque année, car plusieurs dizaines d'espéces sont nouvellement
proposées chaque année (Figure.6). Selon la Liste des noms procaryotiques avec validité en
nomenclature (LPSN), le nombre d'especes avec des noms publiés valides et corrects était de
699 en janvier 2023. Si ce nombre n'est pas limité a celles ayant un nom correct, mais inclut
également les synonymes, le total s'éleve a 846.

Les espéces de Streptomyces sont une riche source de composeés bioactifs. Environ deux
tiers de tous les antibiotiques connus sont produits par les actinobacteéries et principalement par
des especes du genre Streptomyces (Takahashi et al. 2018).
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Figure.6 Nouvelles especes de Streptomyces. D’aprés SAJ News of Actinomycetologica
(https://www.actino.jp/journal/index.html).

3.3.1. Criteres de classification

La premiére classification des espéces de Streptomyces était fondée essentiellement sur
des observations morphologiques (Kuster ,1972 ; Nonomura ,1974 ; Shirling et Gottlieb,
1966).

3.3.1.1. Criteres morphologiques

Les caractéristiques morphologiques, telles que la couleur des spores, la morphologie
des chaines de spores, la production de pigments mélanoides, I'ornementation des parois des
spores et le mode d'utilisation de sucres comme source de carbone, ont été reconnues comme
des criteres constants et fiables pour la classification.

L'International Streptomyces Project (ISP) a publié des descriptions de référence pour
des souches types de 458 espéces de Streptomyces, basées sur des critéres standards pour la
détermination des espéces (Shirling et Gottlieb, 1968a ; Shirling et Gottlieb, 1968b ;
Shirling et Gottlieb, 1969 ; Shirling et Gottlieb, 1972).

D'autres marqueurs phénotypiques, tels que les propriétés physiologiques et
biochimiques, la chimiotaxonomie, ainsi que I'hybridation ADN-ADN (DDH), I'ADN
chromosomique total, ont été intégrés dans le processus de classification. Ces méthodes ont
permis d'affiner notre compréhension des relations phylogénétiques et de mieux cerner les
specificités des différentes especes.
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3.3.1.2. Criteres moléculaires

> Analyse du gene 16S rRNA

L’analyse phylogénétique basée sur les séquences du gene de I’ARN ribosomal 16S
constitue la premiere étape du processus d’identification des actinomycetes. Cette approche
repose sur la comparaison des séquences d’ARNr 16S entre les souches étudiées et les especes
de référence disponibles dans les bases de données. Elle permet d’obtenir une premicre
estimation des affinités phylogénétiques et de proposer une assignation géenérique.

Cependant, cette méthode présente une résolution limitée pour différencier des espéces
étroitement apparentées, en particulier au sein du genre Streptomyces. En effet, des espéces
distinctes peuvent partager des niveaux de similarité trés élevés de séquence 16S rRNA,
atteignant parfois 99,9 % voire 100 % (Komaki, 2021). Dans le cas des actinomycétes, une
similarité inférieure a 99 % entre deux séquences 16S rRNA peut néanmoins indiquer une
distinction au niveau spécifique (Meier-Kolthoff et al. 2013).
Ainsi, si le géne 16S rRNA demeure une référence pour une identification préliminaire, il ne
suffit pas a lui seul pour une délimitation précise des especes.

> Analyse d’autres génes conservés (génes “housekeeping”)

Pour pallier les limites du géne 16S rRNA, 1’étude de genes dits “housekeeping” — tels que
gyrB, rpoB, recA, atpD, sodA ou trpB — est désormais couramment utilisée dans la taxonomie
bactérienne. Ces génes, impliqués dans des fonctions cellulaires essentielles, évoluent plus
rapidement que I’ARNr 16S et offrent une meilleure résolution phylogénétique pour
différencier des espéces étroitement apparentées (Chun et Bae, 2000 ; Guo et al. 2008).

L’approche MLSA (Multilocus Sequence Analysis), qui combine I’analyse de
plusieurs de ces genes, s’est imposée comme une méthode robuste pour 1’identification et la
classification des actinomycetes (Rong et Huang, 2010 ; Labeda et al. 2012). Elle permet de
distinguer des especes présentant une similarité quasi identique de séquence 16S rRNA et
d’obtenir une phylogénie plus fine, corrélée a la diversité génomique réelle. Cette approche est
aujourd’hui largement reconnue comme un outil complémentaire essentiel a la taxonomie
moderne des genres tels que Streptomyces et Nonomuraea.

> Analyse du génome entier (Whole Genome Sequencing, WGS)

L’avenement du séquencage a haut débit a profondément transformé la taxonomie
microbienne. Les séquences de génome entier (WGS) constituent aujourd’hui la référence la
plus précise pour la délimitation des espéces. Depuis 2014, le nombre de génomes complets
publiés pour le genre Streptomyces a augmenté de fagon spectaculaire (Lee et al. 2020).

Les analyses de génomes entiers permettent le calcul d’indices comparatifs tels que :

DDH (DNA-DNA hybridization) numérique ou in silico, ANI (Average Nucleotide Identity),
dDDH (digital DNA-DNA hybridization), et plus récemment I’OGRI (Overall Genome
Relatedness Index) (Chun et al. 2014).

La méthode d’hybridation ADN-ADN (DDH), historiquement utilisée, repose sur un
seuil de similarité de 70 %, reconnu comme la limite définissant une espece bactérienne
(Wayne et al.1987 ; Tindall et al. 2010). Aujourd’hui, son équivalent numérique, le dDDH, et
I’ANI (avec un seuil d’environ 95-96 %) sont devenus les standards modernes pour la
délimitation des espéces bactériennes.
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Malgré la disponibilité croissante des sequences WGS, leur utilisation pour la
reclassification systématique des espéces d’actinomycétes, notamment de Streptomyces,
demeure partielle. Toutefois, plusieurs études récentes rapportent des reclassifications
significatives, appuyées sur des données génomiques complétes, renforgant la fiabilité des
criteres taxonomiques modernes.

3.3.1.3. Développements de méthodes d’identification moléculaire

Actuellement, la taxonomie des Streptomyces repose sur des approches polyphasiques
intégrant des caractéristiques phénotypiques, chimiotaxonomiques et génotypiques.

Dans les années 1980, I'analyse des séquences de I'ARN ribosomal 16S est devenue une
méthode standard en systématique bactérienne. Cette analyse consiste a amplifier les genes de
I'ARNr 16S par PCR, suivie du séquencage des amplicons selon la méthode Sanger. La
séquence génétique obtenue est ensuite soumise a une recherche par BLAST pour identifier les
especes étroitement apparentées, ce qui permet d'affiner la classification et de mieux
comprendre les relations phylogénétiques.

Labeda et al. (2012), ont déterminé les séquences génétiques presque completes de
I’ARNr 16S d’une grande variété de Streptomyces, et reconstruit un arbre phylogénétique
complet pour clarifier les relations entre les souches types d’especes de Streptomyces.

Cependant, la résolution de I’analyse de la séquence génétique de I’ARNr 16S est trop
faible pour identifier les souches au niveau de 1’espéce. La valeur de similarité de la séquence
du géne de ’ARNr 16S de 99 % est un seuil pour classer comme nouvelle espece (Meier-
Kolthoff et al. 2013).

Pour pallier a cela, I'analyse des séquences de génes codant pour d’autres protéines ont
été développées pour obtenir une résolution plus précise.

Hatano et al. (2003) ont utilisé les séquences du gene gyrB pour réévaluer
taxonomiquement les espéces de Streptomyces. Ils ont amplifié le géne gyrB (1,2 kb) puis
séquencé les amplicons. Leur étude a révélé une corrélation entre les similitudes de séquence
du géne gyrB et la relation ADN-ADN par DDH. lIs ont rapporté que des souches présentant
une similarité de séquence gyrB de 95,5 a 96,5 % et des phénotypes similaires ont une relation
ADN-ADN variant de 59 a 75 %. Ces résultats renforcent I'idée que I'analyse du gene gyrB peut
offrir des insights précieux pour la classification taxonomique des actinomycetes.

L'analyse de séquence multilocus (MLSA) s'est avérée étre un outil précieux pour
évaluer les attributions d'espéces dans la taxonomie des procaryotes. La résolution est
considérablement améliorée en utilisant plusieurs séquences génétiques par rapport a celles
basées sur une seule séquence génétique (Glaeser et al. 2015).

Guo et al. 2008 et Rong, Huang et al. 2012 ont amplifié cinq génes domestiques, atpD,
gyrB, recA, rpoB et trpB, séquence les amplicons et utilisé des séquences d’ADN.

La disponibilité des génomes entiers (WGS) nous permet de choisir de nombreux
Housekeeping genes (genes de ménage) pour l'analyse phylogénétique multi-locus (MLSA).

De nos jours, il est possible de réaliser des MLSA utilisant de nombreuses séquences de
housekeeping genes (Chun et al. 2014).
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3.3.1.4. Reclassification du Genre Streptomyces

Streptomyces xinghaiensis sp. nov. (souche S1877) a ét¢ isolée d’un sédiment marin de la
baie de Xinghai (Dalian, Chine). Elle croit entre 10-45 °C, a pH 6,0-9,0, et supporte jusqu’a 9
% de NaCl. La paroi cellulaire contient LL-diaminopimélique, et les ménaquinones majeures
sont MK-9(Hs), MK-9(Hs) et MK-9(H2). Les principaux acides gras sont is0-Cis:o, anteiso-Cis:o
et anteiso-Ci7:o. Le taux de G+C du génome est de 72,01 mol %. La séquence du géne 16S
rRNA montre une similarité de 98,1 % avec S. flavofuscus et de 97,5 % avec S. albiaxialis. Les
valeurs d’ADN—-ADN hybridation (31,4 % et 46,9 %) confirment qu’il s’agit d’une espéce
distincte. La souche type est SI87T (= NRRL B-24674T = CCTCC AA 208049T = KCTC
19546T) (Zhao et al. 2009).

Streptomyces plumbiresistens sp. nov. (Souche CCNWHX 13-1607) a été isolée d’un sol
contaminé au plomb dans la province du Gansu (nord-ouest de la Chine). Les caracteres
morphologiques et chimiques de la souche correspondent a ceux du genre Streptomyces.
L’analyse de la séquence du géne 16S rRNA place la souche dans une lignée distincte du genre
Streptomyces, proche de S. pseudovenezuelae (98,9 %) et S. resistomycificus (98,8 %). Les
valeurs d’hybridation ADN-ADN avec ces especes (49,7 % et 43,2 %) confirment qu’il s’agit
d’une espece nouvelle. La souche présente une résistance élevée au plomb, avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 4,0 mM Pb?*. La souche type est CCNWHX 13-
160T (= ACCC 41207" = HAMBI 29917) Guo et al. 2009).

Streptomyces hyderabadensis sp. nov. Streptomyces hyderabadensis sp. nov. (souche OU-
407) a été isolée d’un sol agricole de la région d’Hyderabad (Andhra Pradesh, Inde). La souche
présente les caracteres morphologiques et chimiotaxonomiques typiques du genre
Streptomyces. L’analyse phylogénétique du géne 16S rRNA place S. hyderabadensis dans le
genre Streptomyces, avec une similarité de 99,0 % avec S. pactum NBRC 134337 et S. olivaceus
NBRC 128057, et de 98,8 % avec S. parvulus NBRC 131937, Les valeurs d’hybridation
ADN-ADN et les différences morphologiques et phénotypiques permettent de la distinguer
de ces espéces voisines, confirmant qu’il s’agit d’une espéce nouvelle. La souche type est OU-
407 (= CCTCC AA 204006 = DSM 419017) (Reddy et al. 2011).

Streptomyces gaidamensis sp. nov. (souche S107) a été isolée d’un échantillon de sable
prélevé dans le bassin du Qaidam (province du Qinghai, Chine). La souche présente une
activité antibactérienne contre le SARM (Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline). L’analyse phylogénétique du gene 16S rRNA a montré que la souche appartient
au genre Streptomyces, avec de fortes similarités de séquence (jusqu’a 99,31 %) avec S.
chartreusis, S. phaeoluteigriseus, S. variegatus et S. flavovariabilis. Cependant, les valeurs
d’identité moyenne de nucléotides (ANI) inférieures a 95 % (83,6-92,6 %) confirment qu’il
s’agit d’une espéce distincte. L’analyse phylogénomique a également montré une parenté
proche avec S. variegatus et S. flavovariabilis. La souche contient de 1’acide LL-
diaminopimélique dans la paroi cellulaire, les ménaquinones prédominantes sont MK-9(Hs)
et MK-9(Hs), et les principaux acides gras sont iso-Cis:e, anteiso-Cis:o, iS0-Cis:o €t anteiso-
Cizo.  Les phospholipides détectés comprennent le diphosphatidylglycérol, la
phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylcholine et plusieurs phospholipides et glycolipides
inconnus. Sur la base des données génomiques et phénotypiques, la souche S10T (= JCM
31184T = CGMCC 4.7315") est proposée comme représentant une nouvelle espéce,
Streptomyces gaidamensis sp. nov. (Zhang et al. 2018).
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Streptomyces radicis sp. nov. (souches DS1-2T et AZ1-7) a été isolée des racines de
plantes. Les cellules sont Gram positives, filamenteuses et contiennent de I’acide LL-
diaminopimélique dans le peptidoglycane, ainsi que du glucose et du ribose dans les hydrolysats
cellulaires. Les ménaquinones majeures sont MK-9(Hs), MK-10(Hs), MK-9(Hs), MK-10(Hs) et
MK-10(H4). Les acides gras dominants sont iso-Cisio et 150-Cis:1G, et les phospholipides
principaux comprennent le diphosphatidylglycérol, la phosphatidyléthanolamine, la
phosphatidylglycérol et le mannoside de phosphatidylinositol. La teneur en G+C du génome
est de 73,2 mol %. L’analyse du géne 16S rRNA montre une similarité de 97,6-98,0 % avec S.
specialis et S. hoynatensis, tandis que les valeurs d’ANIb (81,0-82,0 %), d’ANIm (84,8-85,3
%) et de DDH numérique (22,0-23,1 %) confirment qu’il s’agit d’une espéce distincte. Les
comparaisons génomiques ont révélé des differences dans les genes associés aux réponses au
stress, aux interactions avec les plantes et a la production de métabolites bioactifs. Sur la base
des données phénotypiques, chimiotaxonomiques et génomiques, les souches DS1-2T et AZ1-
7 représentent une nouvelle espece, nommée Streptomyces radicis sp. nov. La souche type est
DS1-2T (=JCM 321527 = KCTC 39738" = TISTR 24037) (Kuncharoen et al. 2021).

En Algérie, Sabaou et al. (1998) ont démontré le grand potentiel de la découverte de
nouvelles espéces d'actinobactéries .Un nombre significatif de nouvelles espéces a été
découvert, principalement dans I'écosysteme saharien, qui représente 85 % de la superficie
totale du pays.

» Synonymes

Le genre Streptomyces est I'un des plus grands taxons bactériens, comprenant a peu pres
700 espéces valides a I’heure actuelle. C'est membres ont fait I’objet d’une enquéte comme
source prometteuse d’une variété de métabolites secondaires bioactifs et étaient classés selon
des criteres morphologiques, biochimiques et physiologiques caractéristiques avant d’utiliser
la séquence du gene de I’ARNTr 16S analyse. Mais leurs morphologies et leurs produits sont si
divers gu'ils semblent surclassés. On rapporte souvent que espéces distinctes partageant la
méme séquence genétique de I'ARNr 16S devraient étre reclassés comme synonymes (Komaki
et al. 2017 ; Nouioui et al. 2018 ; Komaki et al. 2019, 2020a ,2020b, 2020c, 2020d,
Madhaiyan et al. 2020).

Selon les distances évolutives de MLSA, les similarités de séquences génomiques et les
principaux caractéres phénotypiques, les ensembles d'espéces suivants peuvent étre classées
comme appartenant a la méme espéce : (1) S. enissocaesilis, S. geysiriensis, S. plicatus, S.
rochei et S. vinaceusdrappus ; (2) S. luteus et S. mutabilis ; (3) S. flavoviridis et S. pilosus ; (4)
S. asterosporus et S. calvus ; (5) S. erythrogriseus, S. griseoincarnatus et S. variabilis ; (6) S.
griseorubens, S. matensis et S. althioticus ; (7) S. albogriseolus et S. viridodiastaticus ; (8) S.
anthocyanicus, S. coelescens, S. humiferus et S. violaceolatus.

Selon la Regle 24b du Code Bacteriologique, il est proposé que S. enissocaesilis (ex
Krassilnikov 1970) Sveshnikova 1986, S. geysiriensis Wallhdusser et al. 1966 (Listes
approuvees 1980), S. plicatus Pridham et al. 1958 (Listes approuvées 1980) et S.
vinaceusdrappus Pridham et al. 1958 (Listes approuvées 1980) soient reclassifiés comme
synonymes hétérotypiques ultérieurs de S. rochei Berger et al. 1953 (Listes approuvées 1980) ;
S. luteus Luo et al. 2017 comme celui de S. mutabilis (Preobrazhenskaya et Ryabova 1957)
Pridham et al. 1958 (L.istes approuvées 1980) ; S. flavoviridis (ex Preobrazhenskaya et al. 1957)
Preobrazhenskaya 1986 comme celui de S. pilosus Ettlinger et al. 1958 (Listes approuvées
1980) ; S. asterosporus (ex Krassilnikov 1970) Preobrazhenskaya 1986 comme celui de S.
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calvus Backus et al. 1957 (Listes approuvées 1980) ; S. variabilis (Preobrazhenskaya et al.
1957) Pridham et al. 1958, 70AL (Listes approuvées 1980) et S. erythrogriseus Falcdo de
Morais et Dalia Maia 1959 (Listes approuvées 1980) comme celui de S. griseoincarnatus
(Preobrazhenskaya et al. 1957) Pridham et al. 1958, 69AL (Listes approuvées 1980) ; S.
griseorubens (Preobrazhenskaya et al. 1957) Pridham et al. 1958 (Listes approuvées 1980) et
S. matensis Margalith et al. 1959 (Listes approuvees 1980) comme celui de S. althioticus
Yamaguchi et al. 1957 (Listes approuvées 1980) ; S. viridodiastaticus (Baldacci et al. 1955)
Pridham et al. 1958 (Listes approuvées 1980) comme celui de S. albogriseolus Benedict et al.
1954 (Listes approuveées 1980) ; S. coelescens (Krassilnikov et al. 1965) Pridham 1970, 21AL
(Listes approuvées 1980), S. humiferus Goodfellow et al. 1986 et S. violaceolatus (Krassilnikov
et al. 1965) Pridham 1970, 28AL (Listes approuvées 1980) comme ceux de S. anthocyanicus
(Krassilnikov et al. 1965) Pridham 1970, 7AL (Listes approuvées 1980) (Komaki ,2021).

3.4. Morphologie et type de spores du genre Streptomyces

Les différentes entités morphologiques présentes dans le genre Streptomyces, cela a
suggeré un schéma phylogénétique possible pour I'évolution des différents types a partir d'un
ancétre commun caractérisé par des structures reproductrices extrémement simples. Le
schéma phylogénétique proposé est le résultat de spéculations. La subdivision du genre
Streptomyces en sept sections morphologiques (Figure.7) (Pridham et al. 1958).

e Rectus-Flexibilis (RF). Streptomycetes avec des sporophores droits, flexueux ou en
faisceaux ; sans spirales (A).

e Monoverticillus (MV). Streptomycetes avec des sporophores sous forme de verticilles
ou de couronnes primaires attachés a de longues branches droites ; sans spirales (B).

e Retinaculum-Apertum (RA). Streptomyceétes avec des sporophores en crochets, en
boucles ouvertes ou en spirales tres étendues (primitives) (C).

e Spira (S). Streptomycétes avec des sporophores sous forme de spirales courtes,
tortueuses ou compactes, ou de spirales longues et ouvertes (D).

e Monoverticillus-Spira (MV-S). Streptomycetes avec des sporophores sous forme de
verticilles ou de couronnes primaires attachés a de longues branches droites ; éléments
des verticilles ou couronnes en spirale (E).

e Biverticillus (BIV). Streptomyceétes avec des sporophores sous forme de verticilles ou
de couronnes composés attachés a de longues branches droites ; sans spirales (F).

e Biverticillus-Spira (BIV-S). Streptomycétes avec des sporophores sous forme de
verticilles ou de couronnes composés attachés a de longues branches droites ; éléments
des verticilles ou couronnes secondaires en spirale (G)
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Figure.7 Morphologie et subdivision des différentes chaines de spores chez les, Streptomyces
sept sections morphologiques (Pridham et al. 1958).

3.5. Ecologie et Habitats

Les espéces du genre Streptomyces ont traditionnellement été considérées comme des
bactéries vivant librement dans le sol ; également efficaces pour coloniser la rhizosphére et
I'endosphere des plantes (Viaene et al. 2016). Il a méme été suggéré que leur croissance
filamenteuse aurait évolué pour faciliter cette colonisation des racines, un trait qui est apparu
environ 50 millions d'années aprés la colonisation terrestre par les premiéres plantes, il y a
environ 450 millions d'années (Chater, 2016 ; Viaene et al. 2016). Certes, leur capacité a
sporuler constitue un mécanisme efficace pour la transmission verticale entre les générations
de plantes via le sol.

3.6. Intérét des Streptomyces

Le genre Streptomyces comprend plus de 600 espéces identifiées, connues pour leur
capacité a produire une large gamme de metabolites. Ces métabolites représentent environ 55
% des antibiotiques actuellement utilisés en médecine humaine (Hutchings et al. 2019).

Les agents antimicrobiens ont été parmi les premiers composés naturels isolés, a
commencer par l'actinomycine, extraite de Streptomyces antibioticus, en 1940. Cela a été suivi
par la découverte d'un grand nombre d'autres antibiotiques, la moitié de tous les antibiotiques
connus aux Streptomyces (Labeda et al. 2012).

Un certain nombre d'actinobactéries ont été isolées de différents écosystémes,
notamment des plantes sahariennes (Zamoum et al. 2015 ; Goudjal et al. 2013 ; Baoune et
al. 2018), des zones hypersalines (Meklat et al. 2013 ; Meklat et al. 2014 ; Souagui et al.
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2015b), des sols du désert saharien (Sabaou et al. 1992 ; Sabaou et al. 1998).

3.7. Métabolites secondaires dérivés de Streptomyces

3.7.1. Production d’antibiotiques et activité antibactérienne

L'utilisation de diverses actinobactéries endophytes isolées de milieux particuliers offre
des opportunités uniques pour extraire de nouveaux médicaments (Mohammadipanah et al.
2016). Les propriétés thérapeutiques de certains de ces métabolites secondaires répertoire
chimique des actinobactéries endophytes, qui démontrent une protection des plantes et une
promotion de leur croissance, et par conséquent, leur importance en agriculture (Singh et al.
2018 ; Musa et al. 2020; Sivalingam et al. 2019) ont rapporté la prépondérance des
actinobactéries, en particulier des especes de Streptomyces dérivées de sources extrémes,
comme des sources remarquables de nouveaux clusters de genes biosynthétiques avec un
potentiel pour le développement de médicaments anticancéreux (Sivalingam et al. 2019). Les
actinobactéries sont considérées comme une riche source de produits naturels, qui ont de
nombreuses fonctions bioactives, y compris des activités phytotoxiques, antimicrobiennes,
insecticides, et principalement antiprolifératives et antitumorales (Martinez et al. 2017 ;
Rodrigues et al. 2018 ; Ait Assou et al. 2023).

L'anthracycline saquayamycine A(27) et C (28), reconnues pour leurs propriétés
antibactériennes, d'une nouvelle souche de Streptomyces spp. PAL114, isolée du sol de
Ghardaia (Aouiche et al. 2014).

L’cide hydroxamique (31) a été purifi¢ a partir du bouillon de culture de Streptomyces
WAB9, une souche isolée du sol saharien collecté dans la région de Béchar. Ce composé a
montré une activité antibactérienne contre une gamme de micro-organismes multirésistants, en
particulier Pseudomonas aeruginosa IPA1 (10 pg/mL = 30 uM) et E. coli E52 (20 pg/mL =
60 uM) (Yekkou et al. 2015).

Driche et al. (2015) ont rapporté de di-(2-éthylhexyle) (32) a partir d'une nouvelle
souche de Streptomyces sp. G60, obtenue a partir d'un échantillon de sol de Ghardaia. a été
testé pour son activité contre différentes souches de Staphylococcus aureus (SARM), montrant
des effets puissants.

Belghit et al. (2016) ont isolé du 2,4-di-tert-butylphénol (33) a partir d'une culture de
Streptomyces mutabilis, souche provenant d'un sol saharien récolté a Metlili, dans la région de
Ghardara.

Par ailleurs, a partir de culture en bouillon de la nouvelle souche Streptomyces sp.
AT37, obtenue d'un sol saharien d'Adrar (sud-ouest algérien). Ce composé a montré une activité
modérée contre Staphylococcus aureus multirésistant et a inhibé la formation de biofilm
(Driche et al. 2017).

Les oligomycines A (38) et E (39) ont été produites en tant que métabolites majeurs par
Streptomyces sp. HG29, une souche isolée d'un sol saharien collecté au Hoggar (Tamanrasset,
sud de I'Algérie) (Khebizi et al. 2018).

Une série d'antibiotiques polyéthers, comprenant la nigéricine (40), I'épinigéricine (41),
I'abiérixine (42) et de nouveaux esters méthyliques de grisorixine (43), ont été produits par
Streptomyces youssoufiensis SF10, collectée dans la montagne Chélia, a Khenchela (nord-est
de I'Algérie) (Leulmi et al. 2019)

Toumatia et al. (2015), ainsi que récemment Djinni et al. (2019a) ont isolé de
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nouvelles souches produisant de l'actinomycine D (49). lls ont montré que les genres
Streptomyces isolés du sol saharien d'Ain Aménas (Streptomyces sp. A1) et de Béni Abbes-
Bechar (Streptomyces sp. GSBNT10) possédaient de puissantes activités antibactériennes et
antifongiques contre un large éventail de champignons phytopathogenes.

3.7.2 Production d’enzymes

Les actinobactéries ont une grande capacité de biodégradation de différents substrats
complexes présents dans leurs habitats naturels (McCarthy et Stanley, 1992 ; Tuomela et al.
2000), ce qui indique la variété et de leur organisation génomique (Bentley et al. 2002) (en
particulier pour le genre Streptomyces) (Narayana et al. 2007).

Les actinomycétes produisent certains enzymes (Pectinases, Amylases, Cellulases,
Protéases, Xylanases, Lipases et Estérases) dont certains sont utilisés industriellement
(Mukhtar et al. 2017).

» Pectinases

Les pectinases sont produites par plusieurs especes de Streptomyces (Abdelwahed et al.
2014). Ces enzymes sont utilisées dans I'industrie alimentaire pour I'extraction et la clarification
des vins, des jus, des huiles et des composés aromatiques, ainsi que dans I'industrie textile pour
la préparation de tissus en lin et la fabrication de chanvre (Kaur et al. 2021). La
polygalacturonase est lI'une des pectinases les plus importantes, largement utilisée dans
différentes industries.

» Amylases

Les amylases sont des enzymes essentielles qui hydrolysent I’amidon en sucres simples
comme le glucose et le maltose. Plusieurs espéces de Streptomyces, notamment S. erumpens,
produisent des amylases extracellulaires thermostables présentant un fort potentiel industriel
(Kar et Ray, 2008). Des souches marines telles que Streptomyces sp. D1 et d’autres
actinomycetes ont également montré une production efficace d’a-amylases a haute stabilité
(Chakraborty et al. 2009 ; Al-Agamy et al. 2021). Ces enzymes sont largement utilisées en
boulangerie, I’industrie pharmaceutique, du papier et des détergents, représentant environ 25 %
du marché mondial des enzymes.

> Cellulases

Les cellulases convertissent la cellulose en sucres fermentescibles. Les cellulases
provenant de Streptomyces spp., comme S. ruber, S. lividans et S. rutgersensis, sont trés
thermostables (Kar et Ray, 2008). Ces enzymes sont principalement utilisées comme
complément dans les détergents, le textile, les additifs pour animaux, ainsi que dans I’industrie
du papier et de la pate (Prasad et al. 2013).

> Protéases
Plusieurs études ont rapporté la production de protéases par des actinobactéries comme

le genre Streptomyces (Wietzorrek et al. 1997). Les protéases provenant de Streptomyces spp.
peuvent étre utilisées dans le traitement de différents dechets agroindustriels tels que les plumes,
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les ongles, les cheveux et les déchets végétaux (Bentley et al. 2002).

Les protéases sont aussi parmi les enzymes les plus importantes, elles constituent plus
de 65% des applications industrielles totales comme agents blanchisseurs dans les détergents
ou dans la synthése des peptides (Thumar et Singh, 2007).

» Xylanases

Le genre Streptomyces est le principal producteur de xylanase parmi les actinobactéries.
Le xylane est le composant le plus dominant des hémicelluloses (Coman et Bahrim, 2012).
Certaines especes de Streptomyces sont capables d’hydrolyser divers résidus agricoles, comme
les déchets de paille et les tourteaux d'huile, (Celaya et al. 2021).

» Lipases et Estérases

Des especes de Streptomyces produisent des lipases qui hydrolysent les liaisons ester dans
les triglycérides pour former du glycérol et des acides gras (Panyachanakul et al. 2024). Les
lipases ont un potentiel d'utilisation dans le traitement des huiles et des graisses, les
cosmeétiques, et les détergents (Suganya et al. 2022).

3.7.3. Solubilisation du phosphate

Dans la littérature, de nombreuses études ont été réalisées sur les especes de
Streptomyces capables de solubiliser le phosphate et de favoriser la croissance des plantes (Jog
et al. 2014 ; Boubekri et al. 2021).

Nafis et al. (2019) ont rapporté que les Streptomyces isolés des sols désertiques et
montagneux solubilisent le phosphate.

4. Le genre Micromonospora

4.1. Historique

@rskov (1923) a décrit le genre Micromonospora pour la premiéere fois. Initialement
considéré comme intermédiaire entre champignons et bactéries en raison de sa morphologie
filamenteuse, il a ensuite été rattaché aux actinomycetes. Avec 1’évolution des techniques de
biologie moléculaire, aujourd’hui il est classé dans le phylum Actinomycetota, ordre
Micromonosporales, famille Micromonosporaceae (Thompson et al. 2024 ; Oren et al. 2025).

4.2. Définition

Le genre Micromonospora regroupe des bactéries Gram positives, filamenteuses et
sporulantes, capables de former un mycélium qui se fragmente en spores isolées. Elles se
distinguent des genres proches comme Streptomyces par la production de spores uniques (et
non en chaines), ainsi que par certaines signatures moléculaires au niveau de I’ARNr 16S (Qiu
et al. 2008).
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4.3. Classification

Le genre Micromonospora appartient au domaine Bacteria. Son classement
taxonomique a beaucoup évolué au fil du temps, notamment grace aux analyses moléculaires
modernes.

4.3.1. Critéres de classification

4.3.1.1. Critéres morphologiques

Micromonospora forme un mycélium de substrat et aérien, qui se fragmente en éléments
sporiferes. Les spores sont isolées généralement sphériques ou ovoides, avec des parois epaisses
et parfois ornées. Les colonies présentent souvent des pigments caractéristiques (rougeatre,
brun, orange) (Qiu et al. 2008 ; Hayakawa et Nonomura, 1991a).

4.3.1.2. Critéres moléculaires

L’identification repose principalement sur le séquencage de I’ARN ribosomal 16S, qui
distingue Micromonospora des autres genres proches. Des marqueurs génétiques
supplémentaires (gyrB, rpoB, atpD) sont utilisés pour affiner la classification. Le séquencage
génomique complet permet aujourd’hui de corriger et de stabiliser la phylogénie du groupe
(Thompson et al. 2024 ; Carro et al. 2024).

4.3.1.3. Développements de méthodes d’identification moléculaire

Les approches récentes combinent la génomique et la métabolomique pour relier
phylogénie et biosynthése de métabolites secondaires (Arini et al. 2025). Ces méthodes
permettent non seulement d’identifier les especes, mais aussi de prédire leur potentiel
biotechnologique.

4.4. Isolement du genre Micromonospora en Algérie

En Algérie, Micromonospora a été isolé pour la premiere fois dans des sols rocheux de
I’Est du pays, notamment Micromonospora echinospora, étudiée pour son potentiel
biotechnologique (Kara Ali et al. 2022). D’autres travaux sur les sédiments et eaux de la cote
méditerranéenne algérienne ont confirmé la diversité des actinobactéries, incluant
Micromonospora (Matmoura et al. 2023 ; Benhadj et al. 2019).

4.5. Morphologie et type de spores
Micromonospora produit des spores isolées, sphériques a ovoides, portées sur des
hyphes fragmentés. Ces spores, souvent ornementées et a paroi epaisse, leur conférent une

résistance importante dans les environnements extrémes. Contrairement a Streptomyces, elles
ne forment pas de chaines (Qiu et al. 2008 ).

4.6. Ecologie et habitats

Le genre est ubiquiste : sols, sédiments marins, eaux douces et comme endophyte dans
les racines de plantes (ex. Alnus glutinosa). Certaines espéces proviennent de milieux extrémes
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(fonds marins, déserts), montrant une adaptation remarquable (Thompson et al. 2024 ; Trujillo
et al. 2015 ; Matmoura et al. 2023).

4.7. Intérét
4.7.1. Métabolites secondaires

4.7.1.1. Production d’antibiotiques et activité antibactérienne

Micromonospora est producteur de nombreux antibiotiques : gentamicine, netilmicine,
sisomicine, ainsi que de nouveaux analogues de 1’everninomicine, actifs contre des bactéries
multirésistantes (Arini et al. 2025).

4.7.1.2. Production d’enzymes

Plusieurs souches produisent des enzymes extracellulaires (cellulases, chitinases,
lipases, xylanases) d’intérét pour I’industric agroalimentaire, pharmaceutique et
environnementale (Arini et al. 2025 ; Boukhatem et al. 2022).

4.7.1.3. Solubilisation du phosphate

Certaines espéces de Micromonospora peuvent solubiliser le phosphate minéral,
augmentant sa disponibilité pour les plantes. Cette propriété les rend intéressantes comme
biofertilisants dans ’agriculture durable (Boubekri et al. 2021 ; Boukhatem et al. 2022).

5. Le genre Nonomuraea

5.1. Historique

Le genre Nonomuraea a €té proposé pour la premiére fois par Zhang et al. (1998) a la
suite d’une révision taxonomique des genres Thermomonospora et Microtetraspora. L’analyse
morphologique et chimiotaxonomique a montré que plusieurs especes jusque-la incluses dans
ces genres constituaient un groupe distinct, rattaché a la famille Streptosporangiaceae. Par la
suite, la validité taxonomique du genre a été confirmée par Chiba et al. (1999), qui ont transféré
la souche 'Nocardiopsis' K-252T dans ce nouveau taxon en tant que Nonomuraea longicatena
sp. nov., consolidant ainsi la description initiale.

5.2. Définition

Nonomuraea regroupe des actinobactéries Gram positives, aérobies et filamenteuses,
formant un mycélium bien développé, substrat et aérien. Les spores sont produites isolément
ou en chaines courtes, souvent spiralées et parfois ornées. Elles se distinguent des genres voisins
par la combinaison des caractéres morphologiques, la composition chimique de la paroi et les
signatures moléculaires du gene 16S rRNA (Zhang et al. 1998 ; Chiba et al. 1999 ; Topkara
et al. 2025).
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5.3. Classification
5.3.1. Criteres de classification

5.3.1.1. Criteres morphologiques

Le genre se caractérise par un mycélium abondant et ramifié, la formation de spores
ovales ou cylindriques, parfois disposées en chaines spiralées. Les colonies présentent une
pigmentation allant du blanc au jaune-orangé (Zhang et al. 1998 ; Nouioui et al. 2018).

5.3.1.2. Critéres chimiotaxonomiques et moléculaires

Les parois contiennent 1’acide méso-diaminopimélique, la madurose comme sucre
diagnostique, et des quinones majeures MK-9(H4, H6). La teneur en G+C est élevée (70-72
mol %).L’identification repose principalement sur le séquencage du 16S rRNA et des
marqueurs génétiques complémentaires (gyrB, rpoB, atpD). Plus récemment, le séquencage
génomique complet et I’analyse des indices ANI et dDDH ont permis d’affiner la phylogénie
et de décrire de nouvelles especes (Topkara et al. 2025 ; Aryal et al. 2019 ; Duangupama et
al. 2024).

5.3.1.3. Développements récents

L’approche combinant génomique et métabolomique permette de relier la phylogénie
a la biosynthése de métabolites secondaires, ouvrant la voie a la découverte de nouvelles
molécules bioactives (Duangupama et al. 2024).

5.4. Isolement du genre Nonomuraea

Nonomuraea a été isolé dans différents environnements : sols agricoles, seédiments marins,
composts, et comme endophyte chez les plantes.

e En Chine, Lin et al. (2022) ont rapporté Nonomuraea aurantiaca sp. nov., isolée de
sols, productrice de cellulases.

e En Thailande, (Ngamcharungchit et al. (2023) ont décrit Nonomuraea corallina sp.
nov. a partir de sédiments marins, présentant une activité anticancéreuse.

e En Thailande, Duangupama et al. (2024) ont décrit Nonomuraea composti sp. nov.,
productrice de pradimicine U.

Le genre Nonomuraea a été signalé pour la premiére fois en Algérie a partir de sols
sahariens, avec 1’isolement de la souche Nonomuraea sp. NM94 dans la région de Beni-Abbeés.
Son identification a reposé sur des analyses morphologiques, physiologiques et moléculaires
(séquencage du gene 16S rRNA), confirmant son appartenance a ce genre rare d’actinobactéries
(Badji et al. 2007). Cette souche a montré un potentiel biotechnologique notable en produisant
divers métabolites secondaires bioactifs, actifs contre des bactéries a Gram positif, des levures
et des champignons (Djinni et al. 2019b). Par ailleurs, Nonomuraea a été isolée a partir
d’échantillons du lac Fetzara (nord-est de I’Algérie), démontrant que ce genre est également
présent dans les écosystémes humides du pays (Benhadj et al. 2018). Ces travaux confirment
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que les environnements algériens, arides comme humides, représentent une source prometteuse
d’actinobactéries rares capables de produire de nouvelles molécules d’intérét pharmaceutique.

5.5. Morphologie et types de spores
Les spores de Nonomuraea sont ovales ou cylindriques, parfois rugueuses, disposees
isolément ou en chaines spiralées. Leur morphologie est un critére distinctif essentiel vis-a-vis

des genres proches comme Micromonospora (Zhang et al. 1998 ; Chiba et al. 1999 ; Aryal
et al. 2019).

5.6. Ecologie et habitats
Le genre est ubiquiste : sols fertiles et désertiques, composts, sédiments marins et eaux
douces, ainsi que comme endophyte de plantes. Ces bactéries participent activement a la

dégradation de polymeres complexes (cellulose, chitine, lignine) et au cycle des nutriments
(Nouioui et al. 2018 ; Ngamcharungchit et al. 2023 ; Duangupama et al. 2024).

5.7. Intérét

5.7.1. Métabolites secondaires

(] Production d’antibiotiques glycopeptidiques tels que 1’A40926 (précurseur de la
dalbavancine) (Chiba et al. 1999 ; Topkara et al. 2025).

[1 Découverte récente de pradimicine U, molécule a activité antimicrobienne,
antipaludique et anticancéreuse (Duangupama et al. 2024).

(1 Production de molécules cytotoxiques telles que brartemicin (Ngamcharungchit et al.
2023).

5.7.2. Production d’enzymes
Certaines espéces produisent des enzymes extracellulaires (cellulases, chitinases,

lipases), d’intérét pour les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et environnementales
(Lin et al. 2022).

5.7.3. Applications agronomiques
Le role dans la solubilisation de substrats complexes et la production de métabolites

bénéfiques pour les plantes conféere a Nonomuraea un potentiel comme biofertilisant en
agriculture durable (Nouioui et al. 2018 ; Aryal et al. 2019).
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6. Le genre Nocardiopsis

6.1. Historique

Le genre Nocardiopsis a eté décrit pour la premiere fois par Meyer (1976), lors de la
révision de certaines actinobactéries présentant des caractéristiques morphologiques proches de
celles des genres Nocardia et Streptomyces. Les premieres especes décrites appartenaient a des
actinobactéries halotolérantes isolées de sols et de sédiments marins. Depuis, la classification
du genre a été affinée grace a des analyses chimiotaxonomiques et moléculaires, confirmant
son appartenance a la famille Nocardiopsaceae (Yassin et al. 1997 ; Li et al. 2004).

6.2. Définition

Nocardiopsis regroupe des actinobactéries Gram positives, aerobies, filamenteuses,
formant un mycélium bien développé. Le mycélium aérien est abondant et porte des spores
formées en longues chaines rectilignes ou Iégerement spiralées. Le genre se distingue des
voisins par la composition de la paroi cellulaire (acide méso-diaminopimélique, absence de
madurose) et des signatures moléculaires du gene 16S rRNA (Meyer, 1976 ; Li et al. 2004).

6.3. Classification
6.3.1. Criteres de classification

6.3.1.1. Criteres morphologiques

Le genre se caractérise par la formation d’un mycélium aérien abondant, de chaines de
spores cylindriques ou ovoides, et d’une pigmentation variant du blanc au jaune pale. Ces traits
morphologiques permettent de le différencier d’autres genres apparentés comme Streptomyces
ou Nocardia (Yassin et al. 1997).

6.3.1.2. Criteres chimiotaxonomiques et moléculaires

Les parois contiennent 1’acide méso-diaminopimélique mais pas de madurose. Les
quinones dominantes sont de type MK-10(H6, H8). Le rapport G+C de I’ADN est élevé (65—
72 mol %). L’identification repose sur le séquencage du géne 16S rRNA, ainsi que sur des
marqueurs complémentaires tels que gyrB et rpoB. Plus réecemment, le séquencage génomique
complet et ’analyse d’indices ANI/dDDH ont permis de clarifier la phylogénie du genre et de
décrire de nouvelles espéces (Li et al. 2004 ; Shi et al. 2022).

6.3.1.3. Développements recents

L’approche combinant génomique et métabolomique mette en évidence le potentiel de
Nocardiopsis dans la biosynthése de métabolites secondaires rares, notamment des peptides
cycliques et des antibiotiques a structure originale (Shi et al. 2022).

6.4. Isolement du genre Nocardiopsis

Les espéces du genre ont été isolées dans des habitats variés :
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e Sols désertiques (Yassin et al. 1997 ; Zitouni et al. 2005).

« Sédiments marins et halophiles, souvent associés a des environnements hypersalés (Li
et al. 2004).

o Composts et matiéres organiques en décomposition.

o En Algérie, plusieurs souches de Nocardiopsis ont été isolées a partir de sols sahariens

et ont montré une production d’antibiotiques et d’enzymes extracellulaires (Zitouni et
al. 2005 ; Djinni et al. 2019b).

6.5. Morphologie et types de spores
Les spores sont généralement cylindriques ou ovoides, lisses ou rugueuses, produites
en chaines rectilignes portées par le mycélium aérien. Cette morphologie constitue un critere

distinctif majeur par rapport aux genres voisins comme Nocardia (Meyer, 1976 ; Yassin et
al. 1997).

6.6. Ecologie et habitats
Nocardiopsis est ubiquiste et présent dans des environnements extrémes :
e sols arides et désertiques,
« sédiments marins et hypersalés,
e composts et matiéres organiques,
« certains isolats endophytes chez les plantes.
Ces bactéries participent activement a la dégradation de composés complexes

(cellulose, chitine, kératine) et jouent un réle écologique dans les cycles
biogéochimiques (Li et al. 2004 ; Shi et al. 2022).

6.7. Intérét
6.7.1. Métabolites secondaires

¢ Production de peptides cycliques antimicrobiens et d’antibiotiques macrolactames (Li
et al. 2004).

e Découverte de molécules cytotoxiques et antifongiques (Shi et al. 2022).
eProduction de nocardicines et autres métabolites d’intérét pharmaceutique.
6.7.2. Production d’enzymes

Nocardiopsis est une source reconnue de protéases, kératinases, cellulases et
chitinases, utiles dans 1’industrie pharmaceutique, agroalimentaire et environnementale
(Zitouni et al. 2005 ; Djinni et al. 2019b).

6.7.3. Applications biotechnologiques et agronomiques

Gréce a leur capacite a dégrader les substrats complexes et a produire des métabolites
bioactifs, les espéces de Nocardiopsis sont étudiées pour leurs applications potentielles
comme agents de biocontrdle et biofertilisants (Djinni et al. 2019b).
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7. Le genre Gordonia

7.1. Historique

Le genre Gordonia a été proposé par Tsukamura (1971) a la suite de travaux
taxonomiques portant sur des actinobactéries apparentées aux genres Rhodococcus et
Nocardia. Ces bactéries, initialement classées parmi les mycobactéries atypiques, ont été
révisées sur la base de caractéristiques morphologiques, biochimiques et de la composition de
leur paroi cellulaire. Par la suite, les analyses phylogénétiques fondées sur le gene 16S rRNA
ont confirmé leur appartenance a un taxon distinct, aujourd’hui inclus dans la famille des
Gordoniaceae (Tsukamura, 1971 ; Arenskotter et al. 2004).

7.2. Définition

Gordonia regroupe des actinobactéries Gram positives, aérobies, non sporulées, a
croissance relativement lente, produisant un mycélium fragmenté en batonnets ou coccoides.
Elles se distinguent des genres voisins par la présence d’acide méso-diaminopimélique et
d’arabinogalactane dans la paroi cellulaire, ainsi que par la composition spécifique de leurs
acides mycoliques. L’analyse moléculaire (16S rRNA) permet de les distinguer clairement de
Rhodococcus et Nocardia (Arenskotter et al. 2004 ; Nouioui et al. 2018).

7.3. Classification
7.3.1. Criteres de classification

7.3.1.1. Criteres morphologiques

Les bactéries du genre Gordonia présentent des colonies lisses a rugueuses, pigmentées
en jaune, orange ou créeme. Au microscope, elles apparaissent sous forme de béatonnets
pléomorphes ou de fragments coccoides issus de la fragmentation du myceélium.

7.3.1.2. Criteres chimiotaxonomiques et moleculaires

La paroi cellulaire contient de 1’acide méso-diaminopimélique et des acides mycoliques
de longueur intermédiaire (34-66 atomes de carbone). Les quinones prédominantes sont de type
MK-9(H2). Le taux de G+C de I’ADN est compris entre 63 et 67 mol %. L’identification repose
sur I’analyse du gene 16S rRNA, complétée par des marqueurs comme gyrB, hsp65 et secAl,
ainsi que par le séquencage génomique complet pour la résolution phylogénétique fine
(Arenskotter et al. 2004 ; Nouioui et al. 2018).

7.3.1.3 Développements récents

Les approches genomiques et métabolomiques ont révélé la diversité metabolique du
genre, notamment dans la dégradation des hydrocarbures et la biosynthése de métabolites
secondaires a potentiel thérapeutique (Nouioui et al. 2018).

7.4. Isolement du genre Gordonia

Gordonia est isolé a partir d’environnements variés :
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e Sols contaminés par des hydrocarbures et solvants organiques (Arenskotter et al.
2004).

o Boues activées et milieux aquatiques riches en composés aromatiques.

o Sites pollués aux hydrocarbures en Algérie, ou plusieurs souches ont été identifiées
comme capables de dégrader des hydrocarbures aromatiques polycycliques (Djinni et
al. 2019b).

o Cas cliniques : certaines especes sont opportunistes et ont été isolées chez des patients
immunodéprimes.

7.5. Morphologie et types de spores
Contrairement a d’autres genres d’actinobactéries, Gordonia ne produit pas de spores

véritables. Le mode de reproduction repose sur la fragmentation du mycélium en éléments
bacillaires ou coccoides, assurant la dissémination bactérienne (Tsukamura, 1971).

7.6. Ecologie et habitats
Le genre est ubiquiste et retrouvé dans :

e sols, eaux douces et marines,

« milieux riches en hydrocarbures ou solvants,
e environnements extrémes contaminés,

e hotes humains ou animaux (opportuniste).

Ces bactéries jouent un role écologique important dans la biodégradation de composes

organiques complexes et polluants, notamment les hydrocarbures aromatiques polycycliques et
les composés sulfurés (Arenskotter et al. 2004).

7.7. Intérét
7.7.1. Métabolites secondaires

e Production de molécules bioactives aux propriétés antimicrobiennes et anticancéreuses.
e Synthése de composés tensioactifs et de dérivés lipidiques a activité biologique.

7.7.2. Production d’enzymes

Gordonia produit de nombreuses enzymes extracellulaires (lipases, amidases,
monooxygénases, nitrilases) impliquées dans la dégradation des hydrocarbures et autres
polluants organiques (Arenskotter et al. 2004).

7.7.3. Applications biotechnologiques et agronomiques

« Biodépollution (bioremédiation des hydrocarbures, solvants chlorés, plastiques
biodégradables).

e Production de biosurfactants utiles en industrie pétrochimique et pharmaceutique.

o Applications potentielles en agriculture durable grace a la dégradation de composés
toxiques dans les sols (Nouioui et al. 2018).
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1. Site d’étude

Les actinomycetes endophytes sont recherchées dans une plante du genre Artemisia
provenant des régions de Sahara (Tamanrasset, Djanet, Ghardaia et M’sila), Sebkha (Oum el
Bouaghi) et les montagnes de (Nadma et Batna).

La localisation géographique des plantes prélevées est indiquée dans le Tableau .3, 4 et la

Figure.8.

Tableau .3 Répartition géographique de la plante Artemisia dans le Sud-Est ; Sud-ouest et sud

de I'Algérie.

Plantes Dates de récolte Sites de récolte Coordonnées géographiques
Artemisia herba Décembre 2017 Djebel BouArif 35°36'49" N ; 6° 26' 19" E
alba Asso (Montagnes)
, Batna, Algérie.
Artemisia herba Mars 2017 Garaet Ezzemoul 35°52'30" N ;6°32'50"E
alba Asso Décembre 2017 (Sebkha), Oum el
Mai 2018 Bouaghi, Algérie.
Artemisia judaica Mars 2018 Oued Djerat, Djanet, 24°33'18" N ;9°29'06" E
L.ssp. sahariensis Algérie.
Artemisia herba Mai 2018 Djebel Arris 35°15'30" N ;6 °20"40" E
alba Asso (Montagnes)
, Batna, Algérie.
Artemisia herba Décembre 2020 Al Mansourah, 31°58'46" N ; 3°44'46" E
alba Asso Ghardaia,
Algérie.
Artemisia Janvier 2021 El Hamel, Bou Saada 35°08'00" N ; 4°05'00" E
campestris M’sila, Algérie.
Artemisia herba Mars 2021 Djebel Aissa 32°52'23" N ; 0°29'10" E
alba Asso (Montagnes)
, Ain Sefra Naama,
Algérie.
Artemisia judaica Mars 2022 Djebel Ilamane 23°11'59" N ; 05° 27'0" E
L. ssp. (Montagnes)
sahariensis , Tamanrasset, Algérie.
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Tableau .4 Caractéristiques des sites d’échantillonnages localisés dans le Sud-Est ; Sud-ouest
et sud de I'Algérie.

Paramétres Djebel Sebkha Djebel El Al Djebel Aissa  Oued Djebel
Bou Arif  Ezzemoul  Arris Hamel Mansourah (Naama) Djerat llamane
(Batna) (Oumeel (Batna) (M’Sila)  (Ghardaia) (Djanet) (Tamanrasset)
Bouaghi)
Altitude / ~1500 m, ~800-900 ~900— =850 m, ~450-550 ~2236 m, ~1240-574 =2270 m,
Relief montagne  m, 1100 m, vallée m, désert montagne m, canyon  montagne
dépression  montagne
Climat Semi- Semi-aride, Semi-aride Semi- Désertique  Montagnard,  Désertique  Saharo-
aride, été  forte continental aride sec  chaud hiver neige chaud montagnard
modéré, évaporation
hiver froid
Sol / Calcaires,  Argiles, Calcaires,  Alluvions Sableux, Roches Grés Roches
Roches dolomies,  limons, argiles sable- sable- sédimentaires  (Tassili) volcaniques
marnes croQtes locales argile argileux
salines
Hydrologie Infiltration Eaux Sources Oued + Nappe Oueds Oued Ruissellements
karstique  temporaires locales sources souterraine,  saisonniers intermittent  temporaires
oasis
Salinité Faible Tres élevee  Faible Modérée  Modérée Faible Modérée Modérée
(~25-49%,
(Ramsar)

- Ramsar Site Information Sheet : Sebkha Ezzemoul (salinité mesurée)
- Etudes géologiques et climatiques locales (Aures, Hoggar, Tassili, Atlas saharien)
- Sources : Wikipedia, MapCarta, CNES Geoimage, DB-City, Accuweather, CRSTRA
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\

Map of Algeria :
28°07'07.36"N 4°10'45.47"E eye alt 2500 Km

Sampling sites :
Garaet Ezzemoul (Sebkha),
Batna ,Oum el Bouaghi
Djebel Bou Arif
(Mountains), Batna
Djebel Arris

9 (Mountains), Batna

El Hamel, Bou Saada
Msila

Djebel Aissa (Mountains)
Ain Sefra Naama

9 Al Mansourah, Ghardaia

Oued Djerat, Djanet

Djebel llamane (Mountains),
Tamanrasset

Figure.8 Répartition géographique de la plante Artemisia spp. en Algérie. La carte montrant
les huit sites de prélevement situés dans le Sud-Ouest ; Sud-Est et Sud de I'Algérie. Les détails

figurent dans le Tableau.3.

2. Echantillonnage
2.1. Récolte des plants d’Artemisia

Trente et un (31) échantillons de plantes d’Artemisia spp. ont été collectés entre
décembre et mai, durant les années 2017, 2018, 2020, 2021 et 2022, sur huit sites répartis dans
le sud-ouest, le sud-est et le sud de I’ Algérie (Tableau 3). Les échantillons ont été placés dans
des sacs plastiques stériles, transférés au Laboratoire de Microbiologie de 1’Université Badji
Mokhtar (Annaba), puis utilisés pour I’isolement des actinomycetes endophytes et traités dans
un délai de 48 heures (Figure.9). Ces échantillons de plantes ont été observés avant le processus
de stérilisation. L’état général de la plante a été évalué et les racines ont été mesurées. Cette
¢tape permet de conserver une trace de I’état initial de 1’échantillon avant toute manipulation

(Tableau .5).
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Sites de récolte Plantes Tailles des Etat de Remarques
racines santé
Garaet Ezzemoul Artemisia 15cm Trés Bonne Bonne odeur
(Sebkha), Oum el herba alba aromatique
Bouaghi Asso Présence de
fleurs
Djebel BouArif Artemisia 18 cm Tres bonne Bonne odeur
(Montagnes), Batna herba alba aromatique
AsSo
Djebel Arris Artemisia 23 cm Tres bonne Présence de
(Montagnes), Batna herba alba fleurs
Asso
El Hamel, Bou Saada Artemisia 25cm Bonne Bonne odeur
M’sila campestris aromatique
Al Mansourah, Ghardaia Artemisia 24 cm Bonne Bonne odeur
herba alba aromatique
ASSo
Djebel Aissa Artemisia 27 cm Tres bonne Bonne odeur
(Montagnes), Ain Sefra herba alba aromatique
Naama Asso Présence de
fleurs
Oued Dijerat, Djanet Artemisia 65 cm Tres bonne Odeur forte
judaica L. Présence de
ssp. fleurs
sahariensis
Djebel Ilamane Artemisia 80 cm Trés bonne Odeur forte
(Montagnes) judaica L. Présence de
Tamanrasset, ssp. fleurs
sahariensis

Bonne : globalement saine, feuilles vertes avec peu de défauts, croissance normale.
Trés bonne : excellente santé, feuilles bien vertes, sans taches ni jaunissement, croissance rapide et
réguliére, pas de maladies ni de parasites visibles.
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Artemisia campestris Artemisia judaica L. ssp. sahariensis

Figure.9 Plante Artemisia spp. ; A : Racines ; B : Feuilles.

2.2. Préparation des échantillons
2.2.1. Desinfection de la surface des plants

Les échantillons frais d’Artemisia ont été lavés a 1’eau courante pour éliminer le
sol, la matiére organique et les micro-organismes épiphytes, puis séchés a température ambiante
(Coombs et Franco, 2003). Les racines et les feuilles ont été séparées et soumises a une
stérilisation de surface selon une méthode adaptée de Qin et al. (2011). Le protocole comprenait
une immersion dans du Tween 20 (0,1 %, 1 min), suivie d’un traitement a I’hypochlorite de
sodium (NaClO, 5 % ; 4 min pour les feuilles et 6 min pour les racines), puis d’un bain de
thiosulfate de sodium (Na2S:0s, 2,5 %, 10 min) pour neutraliser le chlore résiduel (Miche et
Balandreau, 2001 ; Qin et al. 2009). Les tissus ont ensuite été rincés trois fois a I’eau stérile,
immergés dans de 1’éthanol (70 % ; 4 min pour les feuilles et 6 min pour les racines), puis lavés
a I’eau distillée stérile. Apres séchage a I’air, les racines et les feuilles ont été aseptiquement
broyées. L’efficacité de la désinfection de surface a été vérifiée en étalant 0,2 ml de la derniére
eau de ringage sur un milieu solide ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966), puis en incubant les
boites a 28 + 2 °C (Figure. 10).
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Figure. 10 Etapes de la désinfection de plante

2.3. Préparation des suspensions des échantillons

La suspension mere a été préparée en ajoutant 10 g d’échantillon (racines ou
feuilles) a 9 ml d’eau physiologique stérile. A partir de cette suspension, des dilutions en série
ont été réalisées en transférant 1 ml dans 9 ml d’eau stérile, permettant d’obtenir des dilutions
successives (107" a 107*). Les tissus stérilisés de racines et de feuilles, préalablement
homogénéisés et macerés, ont ainsi été soumis a ces dilutions dans une solution saline
physiologique de NaCl a 0,9 % en vue de I’isolement microbien (Figure.11).

Figure.11 Suspension des échantillons

3. Isolement des actinomycetes endophytes

Une solution de base a été préparée avec 10 g de feuilles d’Artemisia dans 1 L d’eau
distillée. Différents milieux de culture sélectifs ont ensuite été utilisés pour 1’isolement des
actinomycetes endophytes, notamment le FSA (farine de soja agar), le FAA (farine d’avoine
agar), le MPA (minerai de phosphate naturel de Djebel Onk, Tébessa, agar, proposé dans cette
étude), ainsi que le milieu sélectif (TSB), également supplémentés par une infusion de feuilles
d’Artemisia, ont été employés spécifiquement pour I’isolement des actinobactéries. Les
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compositions détaillées de ces milieux sont presentées dans le Tableau.6. Le pH variait de 6,8
a 7,2 et les cultures ont été observées aprés quatre semaines d’incubation a 28 + 2 °C (Figure

12).

Tableau.6 Compositions des différents milieux de cultures utilisés (1litre)

Compositons—____ Miliewx — FSA FAA MPA TSB
Farine de soja 20g / / /
Farine d’avoine / 60g / /
Caséine tryptique / / / 179
Hydrolysat papaique de / / / 39
soja
Tryptone / / / /
Extrait de malt / / / /
Fe SO4.7H20 / / 0.002g /
Minerai de Phosphate / / 159 /
(roche)
Extrait de levure / / 0.5¢ /
Glucose / / 10g 2.5¢
KCI / / 0.2g9 /
Mg SOa4. TH20 / / 0.1g /
(NH4)2S04 / / 0.59 /
NacCl / / 0.29 0.59
K:HPO / / / 2.59
MnSOa4. 7Hz20 / / 0.002g /
feuilles d'Artemisia 10g 10g 10g 10g
Eau distillée 1L 1L 1L 1L
Agar 20g 209 15¢g 159
pH 7.2 7.2 6.8 7.2

FSA (farine de soja agar), FAA (farine d'avoine agar), MPA (minerai de Phosphate naturel récolté de Djebel
Onk de Tebessa agar) et TSB (Bouillon trypticase-soja).
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lonalfy

Figure.12 Isolement des actinomycétes endophytes.

4. Purification et conservation des souches

Une série de repiquages sur les milieux FSA, FAA, MPA et TSB a été réalisee. Les
colonies pures obtenues ont été ensemencées dans des tubes de gélose inclinés contenant les
mémes milieux de culture et incubées pendant 7 a 14 jours a 28 + 2 °C, puis conservées a 4 °C
pour une utilisation a court terme. Pour une conservation a long terme, elles ont été stockées a
—20 °C dans des suspensions de glycérol a 30 % (v/v), conformément a la méthode décrite par
Passari et al. (2017) (Figure 13).

Figure.13 Conservation des souches a (Suspensions) b (Conservation)

47



Materiel et methodes

5. Etude de la diversite des actinomycétes endophytes.
5.1. Etude macroscopique

La sélection des isolats appartenant aux actinomycetes a été réalisée sur les caractéres
phénotypique des colonies, incluant la morphologie, la couleur du mycelium aérien et du
mycélium substrat, ainsi que la présence ou I’absence de pigments diffusibles (Basavaraj et al.
2010). Les observations ont éte effectuées sur différents milieux solides (FSA, FAA, MPA,
ISP1, ISP2, ISP4, ISP5 et TSB) apres incubation a 28 + 2 °C pendant 7, 14 et 21 jours (Shirling
et Gottlieb, 1966). Les couleurs ont été déterminées a 1’aide des cartes ISCC-NBS
(échantillons standards, n° 2106) (Kelly, 1964). Les milieux ISP ont été utilisés exclusivement
pour la caractérisation morphologique, et leurs compositions sont fournies dans le Tableau 7.

Parmi I’ensemble des colonies récupérées, environ 82 isolats représentatifs ont été retenus,
couvrant une large diversité morphologique et présentant des traits typiques d’actinomycétes
(colonies filamenteuses, production de pigments mélanoides). Cette sélection a été renforcée
par des tests fonctionnels (tolérance au sel, activité antibactérienne, production d’enzymes
extracellulaires et solubilisation du phosphate), afin d’identifier des candidats prometteurs
adaptés a des environnements extrémes et dotés d’un potentiel bioactif.

Tableau.7 Composition des milieux ISP (ISP1 a ISP5) utilises pour la caractérisation
morphologique des actinobactéries endophytes.

Composition des milieux de ISP1 ISP2 ISP4 ISP5
culture
Amidon soluble / / 10g /
Glycérol / / / 10g
L-Asparagine / / / 0.1g
Extrait de levure 39 4q / /
Glucose / 49 / /
Tryptone (Digestat 50 / / /

pancréatique de caséine)

Extrait de malt / 109 / /
MgSOs -7H-0 / / 19 0.5g
CaCOs / / 29 /
(NH4)2S04 / / 29 /
NaCl 59 / 19 0.5g
K2HPO4 / / 1g 0.5¢9
FeSO4 -7H:0 / / 0.001g 0.001g
MnCl: -4H:O / / 0.001g /
ZnSOq -7TH:0 / / 0.001g /
Eau distillée 1L 1L 1L 1L
Agar 15¢g 159 15¢g 159

5.2. Etude microscopique
L’observation microscopique des isolats (objectif x%100) apres coloration de

Gram permet d’apprécier I’aspect filamenteux des actinomycetes, la disposition des chaines de
spores et la présence ou 1’absence de spores isolées (Kieser et al. 2000).
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6. Caracteéristiques physiologiques

Les isolats ont été ensemencés sur milieu ISP2 supplémenté en NaCl (0 %, 5 %, 10 %,
15 % et 20 %) et incubés a 28 + 2 °C pendant 7 jours, afin d’évaluer I’effet de la salinité sur la
croissance, la sporulation et la production de pigments (Li et al., 2003a, b, ¢ ; Saurav et
Kannabiran, 2010 ; Thumar et Singh, 2007).

Les cultures sont incubées a différentes températures (5°C ; 10°C; 15°C; 20°C;
25°C ; 35°C ; 45°C et 50°C). Enfin, la production de pigments mélanoides a été évaluée sur
milieu ISP7 selon la méthode décrite par Shirling et Gottlieb (1966).

7. Extraction d'ADN et identification moléculaire des souches
endophytes par séquencage du gene de I'ARNr 16S

7.1. Extraction de PADN génomique

La culture des isolats se fait dans le bouillon Tryptone-Soja TSB (Annexe.1) (2 ml de
culture ont été centrifugés pendant 5 min a 7 000 g) ; le culot obtenu est utilisé pour I’extraction
de I’ADN génomique.

L'extraction de I'ADN a été réalisee au CIIMAR (Centre Interdisciplinaire de
Recherche Marine et Environnementale, Porto ; Portugal) en utilisant E.Z.N.A. Kit ADN
bactérien (Omega Bio-Tek, GA, Etats-Unis), suivant les instructions du fabricant (Figure.14).
Protocole d’extraction d’ADN en utilisant Kit bactérien E.Z.N.A. ®

e Culture des isolats dans un milieu TSB liquide.
e Prélever 2 ml de culture liquide et centrifuger pendant 5 min a 7 000 g a température
ambiante.

e Ajouter 100 ul de tampon TE puis vortexer pour avoir une suspension homogene.

e Ajouter 10 pL de Lysozyme puis incuber & 37°C pendant 10 minutes.

e Ajouter 25 mg de perles de verre S dans un tube de micro centrifugeuse de 1,5 ml.

e Transférer le surnageant dans un nouveau tube de micro centrifugeuse de 1,5 ml.

e Ajouter 100 pul de tampon TL et 20 pl de solution de protéinase K puis vortexer pour
bien mélanger puis incuber a 55°C dans un bain-marie agité pendant 1h.

e Ajouter 5 pul d’ARNase.

e Mélanger (inverser) le tube plusieurs, laisser reposer a température ambiante pendant 5
minutes.

e Centrifuger a 10 000 x g pendant 2 minutes pour sédimenter toute matiére non digérée.

e Transférer le surnageant dans un nouveau tube de micro centrifugeuse de 1,5 ml.

e Ajouter 220 pl de tampon BL puis vortexer pour bien mélanger.

e Incuber a 65°C pendant 10 minutes.

e Ajouter 220 pl d’éthanol a 100 %.

e Vortexer 20 secondes a vitesse maximale pour mélanger soigneusement.

e Insérer une mini-colonne HiBind® DNA dans un tube de prélévement de 2 ml.

e Transférer I’intégralité de 1’échantillon dans la mini-colonne HiBind® DNA, y compris
tout précipité qui a pu se former.

e Centrifuger a 10 000 x g pendant 1 minute.

o Jeter le filtrat et le tube de collecte.

e Insérer la mini-colonne HiBind® DNA dans un nouveau tube de préléevement de 2 ml.

e Ajouter 500 pul de tampon HBC.

e Centrifuger a 10 000 x g pendant 1 minute.
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Jeter le filtrat et réutiliser le tube de collecte.

Ajouter 700 ul de tampon de lavage ADN.

Centrifuger a 10 000 x g pendant 1 minute.

Jeter le filtrat et réutiliser le tube de collecte.

Faire une deuxiéme étape de lavage de I’ADN.

Centrifuger la mini-colonne HiBind® DNA vide a vitesse maximale (>13 000 x g)
pendant 2 minutes pour libérer I’ADN de la colonne.

Insérer la mini-colonne HiBind® DNA dans une micro centrifugeuse de 1,5 ml.
Ajouter 50 a 100 pl de tampon d'élution chauffé a 65°C.

Laisser reposer 3 a 5 minutes a température ambiante.

Centrifuger a 10 000 x g pendant 1 minute pour éluer 'ADN.

Faire une deuxiéme étape d'élution.

Conserver I'ADN élué a -20°C.
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A <«

Ethanol a 100 %.

Mini-colonne Tampon de lavage ADN
HiBind® DNA

Tampon d'éeluation Comnservation d> AN

Figure .14 Etapes d’extraction d’ADN utilisant le Kit ADN bactérien E.Z.N.A. ®.

7.2. Dosage de la quantité d’ADN

Chaque échantillon d’ADN génomique extrait a été dosé en utilisant un nano drope
(appareil de quantification). La qualité de I’ADN est évaluée selon le rapport RF=21260/A280.La
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densité¢ optique (DO) est mesurée a 260 nm (longueur d’onde d’absorption des acides
nucléiques) et a 280nm (longueur d’onde d’absorption des protéines). Cette quantification nous
permet d’établir la quantité d’ADN pure utilisable pour les réactions de la polymérisation en
chaines (PCR). (Desjardins et conklin ,2010) (Figure.15).

7.3. Amplification par PCR de I'ARNr 16S

Le gene de 'ARNr 16S a été amplifié par réaction en chaine par polymérase (PCR) en
utilisant les amorces universelles 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3 ') et 27F (5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'") ; (Stackebrandt et Goodfellow, 1991). Un volume total
de 10 ul de mélange PCR contenant (1 ul) de chaque amorce 27F et 1492R (2 uM), 5 ul de Taq
PCR Master Mix (Qiagen, Valencia, CA, USA) et 3 ul de matrice d'ADN. Les conditions de
PCR sont :

e une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 min.

e 30cyclesa94°C pendant 30 s, 48°C pendant 90 s, 72°C pendant 90 s et une étape finale

d'extension & 72°C pendant 10 min (Figure.15).

7.4. Electrophorése sur gel d’agarose et révélation des bandes d’ADN

Les produits de PCR ont été séparés sur un gel d'agarose a 1,5 % contenant SYBR Safe
(Thermo Fisher Scientific, NY, USA), a 150 V pendant 30 min (Ribeiro et al. 2020)
(Figure.15).

7.5. Séquencage des produits de PCR, analyse des séquences et identification
des isolats

La purification et le séquencage des fragments amplifiés ont été réalisés a GenCore, i3S
(Instituto de Investigacdo e Inovacdo em Saude, Portugal).

Les séquences ont été analysées a I'aide du logiciel Geneious Prime (version 11.1.4) ;
(Biomatters, Auckland, Nouvelle-Zélande) et les séquences consensus obtenues ont été
comparées a la base de données de collection de nucléotides (nr/nt) de NCBI BLAST en
utilisant lI'algorithme blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. cgi) puis confirmé par une
comparaison supplémentaire avec les bases de données EzTaxon (//www.ezbiocloud.net/)
(Kim et al. 2012b).

Les séquences génétiques de I'ARNr 16S des isolats endophytes ont été déposées dans
GenBank® (NCBI, Maryland, Etats-Unis) avec les numéros d'accés.

7.6. Analyses phylogénétiques des souches endophytes

Des analyses phylogénétiques ont été réalisées a l'aide de I'analyse génétique évolutive
moléculaire (MEGA.11).

Quatre arbres phylogénétiques ont éte réalisé en alignant les 82 séquences 16S rRNA des
isolats endophytes et les séquences voisines les plus proches dans Genbank pour chaque isolat,
a l'aide de I'outil d'alignement MUSCLE du logiciel Geneious. L'alignement a été utilisé pour
générer un arbre phylogénétique a vraisemblance maximale avec 1000 bootstraps basé sur le
modele Tamura-Nei.
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Dosage de la quantité d’ADN Amplification par PCR Electrophorése sur gel
de I'ARNr 16S d’agarose

Figure.15 Amplification par PCR et électrophorése sur gel d’agarose.

9. Recherche de P’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des souches endophytes a été évaluée sur les milieux ISP2 et
TSA (gélose tryptone soja) (Annexe 2) en utilisant la méthode des stries croisées décrite par
Maciejewska et al. (2017). Chaque isolat a été ensemence en ligne droite au centre de la boite
de Petri et incubé a 28 £ 2 °C pendant 15 jours, puis croisé perpendiculairement avec quatre
souches bactériennes de référence, représentatives des bactéries a Gram positif et a Gram
négatif, comprennent : Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 29553) et Salmonella typhimurium (ATCC 14028).
Ces souches ont été obtenues auprés de D’Institut Pasteur d’Algérie. L’ensemble des
informations complémentaires relatives a leurs caractéristiques phénotypiques et génotypiques
est détaillé dans Amani et al. (2024) et (Annexe 6). Les souches tests ont été préalablement
réactivées dans 9 mL de bouillon nutritif et incubées a 37 °C pendant 18 a 24 h, jusqu’a
obtention d’une culture jeune standardisée a une densité de 0,5 McFarland (Figure 16).

Aprés 24 h d’incubation a 37 °C, I’activité antibactérienne a été déterminée par mesure des
zones d’inhibition formées entre les isolats et les bactéries cibles. Toutes les expériences ont
éteé réalisées en triplicat. Une boite de TSA et une d’ISP2 ensemencées uniquement avec les
souches tests ont servi de témoins négatifs (absence d’inhibition) (Valan Arasu et al. 2009),
tandis que la gentamicine (10 pg/disque) a été utilisée comme contrdle positif. La production
de molécules antimicrobiennes se traduisait par une inhibition partielle ou totale de la
croissance des souches testées.

Cette technique présente 1’avantage de permettre I’évaluation de plusieurs microorganismes
tests sur une méme souche d’actinomycete et sur une seule boite, augmentant ainsi la robustesse
et la comparabilité des résultats.

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été déterminée par microdilution en bouillon
(0,5-1000 pg/mL) dans des plaques de 96 puits. Apres 18 h d’incubation a 37 °C, la croissance
a éte évaluee a 625 nm. La CMI a été definie comme la plus faible concentration provoquant
une inhibition complete de la croissance. Chaque essai a été réalisé en triplicat et répété deux
fois (Girdo et al. 2019).
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Figure.16 Préparation des suspensions

10. Tests de sensibilité aux antibiotiques des souches endophytes

La sensibilité aux antibiotiques des isolats endophytes a été estimée en utilisant 24
antibiotiques : l'oxaciline ; pénicilline G ; 1’ampicilline ; amoxicilline (pénicilline) ;
I'imipéneme (carbapénéme); céfixime; la ceftazidime; céfalexine; céfotaxime; céfazoline
(céphalosporine),vancomycine (glycopeptide), polymyxine (polymyxine), gentamicine,
amikacine ; la tobramycine ; streptomycine ; kanamycine (aminoglycoside), érythromycine ;
clindamycine (macrolide), tétracycline (tétracycline), chloramphénicol (amphionicol),
rifampicine (macrolactam) ; le cotrimoxazole (sulfonamide) et I'acide nalidixique (quinolone)
(Passari et al. 2015).

L'analyse a été réalisée en considérant l'isolat résistant (R), si la zone d'inhibition est
comprise entre 0,0 et 9,9 mm, intermédiaire (I) avec une zone d'inhibition de 10 a 19,9 mm et
sensible (S) avec une zone d'inhibition > 20 mm (Williams et al. 1989). Les antibiotiques
utilisés sont présentés dans le (Tableau.8).
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Tableau .8 Liste des antibiotiques utilisés pour le profil des actinomycetes.

Famille Classe Génération Antibiotiques Abrévi- Concentr-
ation ation
Pénicilline du groupe A Ampicilline AMP 10ug
Pénicillines Amoxicilline AX 25ug
Oxaciline OX 05ug
. Benzylpénicilline Pénicilline G P 10ug
Béta- Carbapénémes Imipéneme IPM 10pg
lactamines , . . .
Céphalosporines Céfazoline Kz 30ug
de lere génération (C1G) Céfalexine CN 30ug
i(;zps)halospor- Céphalosporines C3G orales Céfixime CFM 59
de 3éme génération
(C3G) C3G Céftazidime CAZ 30ug
injectables Céfotaxime CTX 30ug
Gentamicine GEN 10ug
Aminoglycoside Streptomycine S 10 ug
Tobramycine TOB 10pg
Kanamycine K 30 ug
Amikacine AK 30ug
Macrolides vrais Erythromycine E 15ug
Macrolides
Lincosamides Clindamycine CD 2Ug
Tetracyclines Cyclines naturelles Tétracycline TE 30ug
Quinolones Fluoroquinolones Acide nalidixique  NA 30ug
Phénicolés Chloramphénicol C 30ug
Macrolactam Rifampicine RD 30ug
Glycopeptides Vancomycine VA 30ug
Polymixine Polymyxine Pol 300 UI
Sulfonamide Cotrimoxazole COoT 25ug

11. Solubilisation du phosphate

La capacité des isolats endophytes a solubiliser le phosphate inorganique a été évaluée sur
le milieu gélosé de Pikovskaya, selon la méthode décrite par Bashan et al. (2013). Les isolats
ont été incubés a 28 + 2 °C pendant deux semaines. L’apparition d’un halo clair autour des
colonies a été considérée comme un résultat positif. Tous les essais ont été réalisés en triplicat,
avec inclusion de témoins positifs et négatifs appropriés pour garantir la fiabilité. Pour chaque
souche positive, I’indice de solubilisation (IS) a été calculé a partir de mesures en triplicat et
exprimé sous forme de moyenne + écart-type.
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12. Criblage des souches endophytes pour la production d‘enzymes
extracellulaires

Les souches endophytes ont été inoculées sur des milieux gélosés solides avec des
substrats tels que la caséine (M1), I'amidon soluble (M2), le xylane (M3), la cellulose (M4), la
pectine (M5), le tween 20 (M6), tween 20 (M7) et la gélatine (M8) pour la production d'enzymes
dont la protéase, I'amylase, xylanase, la cellulase, la pectinase, la lipase, l'estérase et la
gélatinase respectivement. Les cultures sont incubées a 28+2 °C pendant 5 a 8 jours. Des
solutions indicatrices appropriées ont été utilisées pour la mise en évidence de la production
d’enzymes.

12.1. Activité Protéasique
La production de protéase a été testée en inoculant chaque isolat sur un milieu solide

a base de lait écrémé (M1) (Tableau. 9) et en incubant a 28+2°C pendant 6 jours. Des zones
claires autour des colonies ont indiqué une activité protéolytique positive (Mamangkey et al.
2021).

12.2. Activite amylolytique

La recherche d’amylase est effectuée par la mise en culture des isolats sur un milieu
a base d’amidon (M2) (Tableau.9). Aprés incubation a 28+2°C pendant 5 a 6 jours, les boites
de Pétri sont inondées par une solution de Lugol et aprés quelques minutes de contact 1I’exceés
est éliminé.
Une réaction positive est marquée par 1’apparition d’un halo clair autour des colonies,
indiquant une hydrolyse positive de I'amylase (Mamangkey et al. 2021).

12.3. Recherche de xylanases
L'activité xylanase a été évaluée en utilisant la méthode décrite par Dogan et al.

(2021) Chaque isolat a été inoculé dans milieu a base de xylane (M3) (Tableau.9). Les cultures
ont été incubées a 28+2°C pendant 6 a 8 jours. Apres incubation, une solution d'iode de Lugol
a eté appliquée sur la surface de I'agar. La formation d'une zone claire autour des colonies, par
opposition a la zone sombre environnante, a indiqué une activité xylanase

12.4. Activite cellulolytique

La production de la cellulase est déterminée dans un milieu contenant du Carboxy
Méthylcellulose (CMC, Acros Organics, New Jersey, Etats-Unis) (M4) ; comme source de
carbone (tableau.9). Aprés une incubation de 5 a 6 jours a 28+2°C suivi d'une inondation des
boites de Pétri avec 0,3% (p/v) du rouge Congo (Sigma-Aldrich, Allemagne) (Annexe. 3),
puis laissée a 25°C pendant 20 minutes et avec 1 M de NaCl (Annexe. 4) pour éliminer le
colorant non fixé. L’apparition d’un halo clair autour des colonies indique la présence de
cellulases (Mamangkey et al. 2021).

12.5. Activites pectinolytiques

Afin d’évaluer I’activité pectinolytique chez les espéces isolées, nous avons utilisé un
milieu de culture (M5), a base de pectine de citrons estérifiée a 67 %(Sigma N° 9135) comme
seule source de carbone a une concentration de 1g/l (tableau.9). Les plaques inoculées par
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pigdre ont été incubees a 28+2°C pendant 8 jours.

Les boites de Pétri sont inondées par une solution de Lugol et aprés quelques minutes
de contact I’exces est ¢liminé .La dégradation de la pectine est visualisée par 1’apparition
d’halos translucides autour des colonies alors que le fond reste opaque (Soares et al. 1999).

12.6. Activité lipolytique
L'activité lipolytique a été testée en utilisant Tween 20 (M6) (Tableau.9). Apres
incubation a 28+2°C pendant 5 a 6 jours, un précipité blanc autour des colonies indique la
production de lipase (Ghodsalavi et al. 2013).

12.7. Activite estérolytique
L'activité esterolytique a été déterminée en utilisant un milieu a base de Tween 20

(M7) (Tableau.9). Les isolats ont été déposés sur le milieu et incubés a 28+2°C pendant 8
jours. La présence d'un précipité blanc autour des colonies a indiqué une activité estérase
(Tesch et al. 1996).

12.8. Recherche de gélatinases
L'activité gélatinase a été déterminée en utilisant la méthode de Larpent et al.(1997),

avec la gélatine comme substrat (M8) (Tableau.9).Les isolats ont été cultivés sur un milieu a
base de geélatine. Aprés incubation a 28+£2°C pendant 5 a 6 jours, la liquéfaction de la gélatine
signifie I’hydrolyse.

12.9. Recherche de la catalase
La présence de catalase a été déterminée en mettant en contact une colonie avec quelques

gouttes de H202 a 10 volumes. La formation de bulles d'oxygéne a indiqué une réaction positive
(Smibert et al. 1994).
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Tableau. 9 Composition des milieux de culture pour I’activité enzymatique des souches
d’actinomycetes isolés

Milieux M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
Compositians
Extrait de 19 1g 0.5g / / / 04g /
levure
Extrait de / / / / / / / 04g
viande
Extrait de / / / / / / 10g /
malt
Peptone 49 / / / / 10g / 10g
Lait 129 / / / / / / /
écrémé
Tween20 / / / / / 10mL 10mL /
Amidon / 10g / / / / / /
soluble
CMC / / / 10g / / / /
Pectine / / / / 1g / / /
Gélatine / / / / / / / 1209
Xylane / / 05¢ / / / / /
Glucose / / 01g / / / 04g /
Fe SOa. / / 0.05¢ / / / / /
TH20
NaNOs / / 01g / / / / /
KH2PO4 / / 04g 01g / / / /
KCI / / 01g / / / / /
Mg SO.. / / 0.5¢ 0.2¢9 0.2¢9 / / /
TH20
FeCls / / / 0.05g / / / /
6H20
K2HPO4 / / 0lg 01g 029 / / /
NaCl 189 18g / 18g / 059 / 2.5¢
CaCl.. / / / 0.02g / 0.1g / /
TH20
NH4NO3 / / / 01g / / / /
(NH4)2S04 / / / / 1.4g / / /
Solution / / / / Iml / / /
saline
L’eau 1L 1L 1L 1L 1L 1L 1L 1L
distillée
Agar 159 159 15¢ 159 209 159 18g /
pH 7.2 7.2 6.8 6.8 6.8 7.2 7.2 6.8

M1 : Gélose a caséine, M2 : Gélose a amidon, M3 : Gélose a xylane, M4 : Carboxymeéthylcellulose (CMC), M5 : Gélose a
Pectine, M6 : Milieu pour la mise en évidence de I’hydrolyse de tween 20 (lipase), M7 : Milieu pour la mise en évidence de
I’hydrolyse de tween 20 (estérase), M8 : Gélose a gélatine. Solution saline (Annexe.5)

13. Analyse statistique

Toutes les analyses expérimentales, y compris les tests antibactériens, le criblage
enzymatique, la solubilisation du phosphate et 1’évaluation de la tolérance au sel, ont été
réalisées en triplicat afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité des résultats. Les résultats
sont présentés sous forme de valeurs moyennes + écart-type (ET). Afin d’identifier les
différences statistiquement significatives entre les isolats, en particulier concernant les
diamétres des zones d’inhibition et les tailles des halos dans les différents essais, les données
ont été soumises a une analyse de variance a un facteur (ANOVA). Le test post hoc de Tukey
a ete utilisé pour les comparaisons par paires entre les moyennes des groupes. Une valeur de p
< 0,05 a été considérée comme statistiquement significative. Toutes les analyses statistiques ont
été effectuées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism.
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RESULTATS et DISCUSSION
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1. Présentation des résultats

1.1. Isolement, purification et sélection des actinobactéries endophytes d’Artemisia
(Identification des actinobactéries endophytes des plantes médicinales du genre
Artemisia)

Les actinobactéries endophytes ont été isolées a partir des racines et des feuilles de trois
especes d’Artemisia ; Artemisia judaica L. ssp. sahariensis, Artemisia herba alba Asso et
Artemisia campestris ; collectées de différentes régions d’Algérie ; Sebkha-Ezzemoul (Oum el
Bouaghi), Djebel Bou Arif (Batna), Djebel Arris (Batna), Oued Djerat (Djanet), Djebel llamane
(Tamanrasset), Djebel Aissa (Ain Sefra Naama), Al Mansourah (Ghardaia) et EI Hamel (Bou
Saada M’sila) ; couvrant des zones sahariennes, montagneuses et Sebkha.

Cent quarante sept (147) isolats sont purifiés et conserveés et, parmi lesquels 82 isolats sont
sélectionnés sur la base de caractéristiques phénotypiques des actinobactéries ; a savoir une
croissance lente, des colonies compactes (1-10 mm) incrustées dans la gélose, un aspect
rugueux, cotonneux ou coriace, une pénétration du mycélium de substrat dans le milieu, une
formation d’hyphes/spores aériens, ainsi que la production de pigments diffusibles et coloration
du milieu environnant.

L’évaluation des milieux de culture a montré que le milieu FSA s’est révélé le plus
performant, fournissant 52,44 % des isolats, suivi de MPA (25,61 %), FAA (13,41 %) et TSB
(8,54 %). Les milieux FSA, FAA, MPA et TSB se sont également révélés efficaces, permettant
la sélection de 82 souches apres 4 semaines d’incubation a 28 =2 °C. A Tamanrasset, le milieu
FSA a fourni le meilleur rendement (19 isolats sur 43) (Tableau. 10).

La majorité des isolats présentait un mycélium aérien floconneux de consistance
poudreuse, poilue ou granuleuse, généralement gris ou blanc, souvent entouré d’un anneau
blanchatre. Environ 65 % développaient un mycélium de substrat pigmenté et 70 %
produisaient des pigments diffusibles. La couleur du mycélium (aérien et de substrat) et que la
production de pigments solubles varient selon la composition des milieux (ISP1, ISP2, ISP4,
ISP5, FSA, FAA, MPA et TSB) (Figure.17) et (Figure.18) a été déterminée a I’aide du systéme
de référence chromatique ISCC-NBS (échantillons standards, n° 2106) (Tableau. 11).
L’ensemble des isolats de la collection appartiennent aux groupes Gris et Blancs.

L’observation microscopique, apreés coloration de Gram, a confirmé que tous les isolats sont
Gram+ et présentent un aspect filamenteux. Des différences morphologiques ont été relevées ;
certaines souches (AR12, AL2, AR4, AL17, AL19, AR38) possédaient des filaments tres fins
et non ramifiés, tandis que d’autres (AR40, AR36, AL10, AR34, ALI1, AL3, ARS, AL30,
AR14) montraient de longs filaments ramifiés et enchevétrés. La disposition des chaines de
spores variait également ; certaines sont droites (AR12, AL19), d’autres en hélice (AR38) ou
regroupées en amas (AL2, AL17) (Figure 19).
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Tableau.10 Répartition et origine des isolats endophytes par site et par milieu de culture.

Site FSA FAA MPA TSB Total
ilieux
Djebel 2 1 1 0 4
BouArif
(Montagnes)
Batnha
Djebel Arris 3 1 1 0 5
(Montagnes)
Batnha
Garaet 3 1 1 0 5
Ezzemoul
(Sebkha)
Oum el
Bouaghi
El Hamel, 2 0 0 0 2
Bou Saada
M’sila
Djebel Aissa 3 0 0 0 3
(Montagnes)
Ain Sefra
Naéma
Al 3 2 1 0 6
Mansourah
Ghardaia
Oued Djerat 8 4 4 5 21
Djanet
Djebel 19 2 13 2 36
llamane
(Montagnes)
Tamanrasset
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AL20 (FSA} ARG (ISP2) AR7 (FSA) ARS (I5P5)

AR13 (I5P1) AR14 (FAA) AL11 (1SP4) AR12 (FSA) AL10 (FSA)

AL22 (FSA)

AL27 (FAA)

AR3E (ISP4) AR23 (15P5)

AR34 (MPA) AR40 (FSA) AR38 (FSA) AR37 (FSA) AR3S (MPA)
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AJR24 (MPA) AJL25 (FSA)

AJR28 (FSA) AJR32 (FSA) AJR33 (MPA)

AJR42 (MPA) AJR41 (MPA) AJL30 (MPA)

SmEw

AJR12 (TSB) AJR39 (FSA)

AJR35 (FSA) AJR36 (FSA)

AJL6 (FSA)

AJL40 (FSA)

AJL17 (MPA) AJR19 (MPA)

AJR37 (FSA)

AJR7 (FAA) AJR11 (FSA) AJL9 (ISP4)

AJL13 (ISP4) AJR14 (FSA) l AJL15 (ISP5) AJR18 (MPA) AJR20 (FSA) AJR21 (FSA)

AJR3 (FAA)

Figure 17. Morphologie et couleur du mycélium aérien et de substrat des isolats endophytes d’Artemisia spp.
récolté de la Sebkha-Ezzemoul, du Djebel Bou Arif, du Djebel Arris, d’Oued Djerat, de Djebel Ilamane, de
Djebel Aissa, d’Al Mansourah et EI Hamel en Algérie.
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ARI14 ALl

AR34 AR32

ISP1

Figure.18 Aspect du mycélium (aérien et substrat) des isolats endophytes sur les différents

milieux de cultures (ISP1, ISP2, ISP4, ISP5, MPA, FAA, FSA).
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Tableau.11 Caractérisation morphologique des isolats étudiés aprés mise en culture sur le

milieu FSA.
Couleur  Couleurde Inclusion  Pigment  Couleur Aspect
Souches de mycélium diffusible de macroscopique
myceélium aérien pigment
de diffusible
substrat
ALl Rouge Blanc Présence  Présence  Rouge
noir noir foncé
AL2 Rouge Blanc
profond aluminium  Absence  Absence  Absence
AL3 Gris Grismoyen  Absence  Absence  Absence
moyen
AR4  Rouge trés Gris Absence  Absence Absence
profond rougeatre
AR5 Brun
grisatre Brun Présence  Présence  Noir
foncé grisatre brunatre
clair
Jaune Jaune
ARG orange vif orangé Absence Absence Absence
brillant
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AR7

ARS8

AR9

AL10

AL11

AR12

AR13

AR14

AR15

Jaune pale

Vert jaune
pale

Gris clair

Blanc
violacé

Blanc
bleuté

Gris rouge
clair

Blanc
verdatre

brun olive
clair

Blanc
verdatre

Blanc
jaunatre

Gris olive
clair

Gris moyen

Gris violacé
clair

Gris bleuté

Gris
rougeatre

Gris
verdatre
clair

Blanc
jaunatre

Gris
verdatre
clair

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Absence

Présence

Absence

Présence

Présence

Présence

Brun
jaunatre
foncé

Brun olive
foncé

Jaune
orangé

Absence

Vert olive
grisatre

Absence

Jaune
grisatre
brun

brun
jaunatre
foncé

Noir
verdatre
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AL16

AL17

AL18

AL19

AL20

AL21

AL22

AL23

AL24

Blanc
verdatre

Gris
jaunatre

Blanc
jaunatre

Jaune
grisatre

Blanc
verdatre

Blanc
bleuté

Blanc rosé

Blanc
verdatre

Jaune
grisatre

Gris
verdatre
clair

Blanc
jaunatre

rose
jaunatre
grisatre

Jaune
grisatre
fonce

Gris
verdatre
clair

Gris bleuté

Gris clair
brun
jaunatre

Blanc

Blanc
jaunatre

Présence

Présence

Présence

Absence

Présence

Présence

Absence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Brun
jaunatre
foncé

Jaune
modéré

Brun jaune
clair

Jaune fort

Brun
jaunatre
intense

Brun
jaunatre
intense

Brun
modéré

Brun olive
foncé
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AL25

AR26

AL27

AL28

AL29

AL30

AR31

AR32

AR33

Gris
jaunatre

Blanc
jaunatre

Blanc
verdatre

Rouge
grisatre
clair

Gris
brunatre
clair

Brun
jaunatre
grisatre

clair

Gris
jaunatre

Jaune
verdatre
vif

Blanc
jaunatre

Blanc
jaunatre

Blanc

Gris
verdatre

Gris
rougeatre

Gris
brunatre

Brun
jaunatre
grisatre

foncé

Gris
brunatre
clair

Gris
jaunatre

Blanc

Présence

Absence

Présence

Présence

Présence

Absence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Absence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Brun
jaunatre
foncé

Brun
jaunétre
modéré

Absence

Brun
foncé

Brun
grisatre
foncé

Jaune
verdatre
fort

Brun
foncé

Brun olive
modéré

Brun olive
clair
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AR34

AR35

AR36

AR37

AR38

AR39

AR40

Rose
jaunatre
grisatre

Blanc rosé

Brun
grisatre
clair

Rose
jaunatre
grisatre

Gris
jaunatre

Jaune
grisatre

Brun
grisatre
jaunatre

clair

Brun
rougeatre
grisatre
clair

Gris
rougeatre
fonceé

Gris
brunatre
clair

Gris
rougeatre

Blanc
jaunatre

Gris
verdatre

Gris
jaunatre

Présence

Présence

Absence

Présence

Présence

Présence

Absence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Orange
fort

Brun
modéré

Marron
foncé

Brun olive
clair

Brun
rougeatre
grisatre
clair

Jaune
grisatre
foncé

Orange vif
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Figure 19. Aspect microscopique des mycéliums de quelques isolats d’actinobactéries
endophytes, structure des filaments et disposition des spores (objectif x100).
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2. Caractéristiques physiologiques et biochimiques

Tous les isolats endophytes testés se sont révelés halotolérants, capables de croitre a
une concentration de 5 % de NaCl. Dix-huit isolats; AL1, AL3, AL22, AR6, AR31,
AR34, AR35, AR36, AR37, AR38, AJL1, AJR3, AJL4, AJR7, AJL10, AJR31,
AJR35, et AJR42; ont résisté a une concentration de 10% de NaCl. Neuf (09) isolats ;
AR4, AL30, AJR36, AJR38, AJR27, AJR41, AJR11, AJL15 et AJR16 ont résisté a
15% de NaCl. La souche ARD, isolée des racines d’Artemisia herba-alba Asso dans la
région de Garaet Ezzemoul (Sebkha), Oum el Bouaghi, a présenté une halotolérance
tres élevée allant jusqu’a 20 % de NaCl (Figure 20).

Il est a souligner que la majorité des isolats tolérants a 10 et 15 % de NaCl provenaient
des racines d’Artemisia judaica L. ssp. sahariensis collectée de Djebel llamane
(Tamanrasset). D’autres souches, issues des feuilles d’Artemisia herba-alba Asso et
d’Artemisia judaica L. ssp. sahariensis collectées dans divers sites algériens (Garaet
Ezzemoul, Al Mansourah, Ghardaia et Oued Djerat, Djanet), ont également
présenté une tolérance allant jusqu’a 10 % pour AJL1, AJL4, AJL10, AL1, AL3 et
AL22, et jusqu’a 15 % pour AJL15 et AL30.

Un niveau significativement supérieur a la moyenne de 10 % observée chez les autres
isolats (p < 0,05), traduisant une résistance importante au NaCl.

Tous les isolats ont pousse dans une gamme de températures allant de 10 °C a 50 °C,
avec une croissance optimale entre 25 et 30 °C. De plus, plusieurs souches ont produit
un pigment mélanoide sur milieu & la tyrosine (ISP7) (Figure. 21), notamment AL1,
AL3, AR4, AR5, AR9, AR14, AL22, AL30, AR35, AR38, AJR3, AJR11, AJR36,
AJR38, AJR27, AJR41 et AJR42 (voir Tableau. 12).

e

5 % NaCl 10% NaCl 15 % NaCl

—

Figure.20 Croissance de I’isolat AR5 a différentes concentrations en NaCl
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Tableau. 12 Caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats endophytes associés
aux racines et feuilles des espéces d'Artemisia collectées dans les régions sud-est, sud-ouest et
sud de I'Algérie

Isolats ~ Pigment  Température NacCl Plante hote Organes Sites d’échantillonnage
Mélanoide de croissance tolérance
testée W/V
AR5 +++ 10-50°C “ Artemisia herba Racines Garaet Ezzemoul
alba Asso (Sebkha), Oum el Bouaghi
AR4 +++ 10-50°C 15%+ 0.2 a Artemisia herba Racines Garaet Ezzemoul
alba Asso (Sebkha), Oum el Bouaghi
AL30 ++ 10-45°C 15%+ 0.4a  Artemisia judaica L Feuilles Oued Djerat, Djanet
.ssp. sahariensis
AJR36 +++ 10-50°C 15%+ 0.2a  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR38 +++ 10-50°C 15%+0.1a  Artemisia judaica L Racines Djebel Ilamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR27 +++ 10-50°C 15%+ 0.3a  Artemisia judaica L Racines Djebel Ilamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR41 +++ 10-50°C 15%+0.1a  Artemisia judaica L Racines Djebel Ilamane
.Ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR11 ++ 10-50°C 15%+0.2a  Artemisia judaica L Racines Oued Djerat, Djanet
.Ssp. sahariensis
AJL15 - 10-50°C 15%+0.4a  Artemisia judaica L Feuilles Oued Djerat, Djanet
.Ssp. sahariensis
AJR16 - 10-50°C 15%+0.2a  Artemisia judaica L Racines Oued Djerat, Djanet
.ssp. sahariensis
AR31 - 10-50°C 10%+0.2h  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AR34 - 10-50°C 10%+0.5b  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AR37 - 10-50°C 10%+0.2b  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.Ssp. sahariensis , Tamanrasset
ALl +++ 10-45°C 10%z+ 0.3 b Artemisia herba Feuilles Garaet Ezzemoul
alba Asso (Sebkha), Oum el Bouaghi
AR36 - 10-40°C 10%+0.2b  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.Ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR31 - 10-50°C 10%+0.4b  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR35 - 10-50°C 10%+0.3b  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR42 +++ 10-50°C 10%+0.1b  Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.ssp. sahariensis , Tamanrasset
AJR3 +++ 10-50°C 10%+£0.5b  Artemisia judaica L Racines Oued Djerat, Djanet
.Ssp. sahariensis
AJL4 - 10-50°C 10%+£0.4b  Artemisiajudaica L Feuilles Oued Djerat, Djanet
.Ssp. sahariensis
AJL1 - 10-50°C 10%+0.2b  Artemisia judaica L Feuilles Oued Djerat, Djanet
.Ssp. sahariensis
AJL10 - 10-50°C 10%£0.3b  Artemisia judaica L Feuilles Oued Djerat, Djanet
.ssp. sahariensis
AJR7 - 10-50°C 10%£0.1b  Artemisia judaica L Racines Oued Djerat, Djanet
.ssp. sahariensis
AL20 - 10-45°C 5%+ 0.1c Artemisia herba Feuilles Al Mansourah, Ghardaia
alba Asso
AR32 - 10-45°C 5%+0.2c Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.Ssp. sahariensis , Tamanrasset
AR33 - 10-45°C 5%+ 0.3c Artemisia judaica L Racines Djebel llamane
.Ssp. sahariensis , Tamanrasset
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AR7

ARS8

AL11

AR13

AR26

AL27

AL29

AR39

AL28

AL23

AL24

AL25

AL21

AL10

AL2

AR12

AR40

AJR21

AJR32

AJR24

AJL25

AJR23

AJR29

AJR33

AJR28

AJR34

AJR22

AJR14

AJL9

AJL13

10-45°C

10-45°C

10-45°C

10-45°C

10-45°C

10-45°C

10-45°C

10-45°C

10-40°C

10-35°C

10-35°C

10-35°C

10-35°C

10-35°C

10-35°C

10-35°C

10-35°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-50°C

10-45°C

10-45°C

5%+0.1c

5%+ 0.5¢

S%+0.1c

5%+ 0.3c

5%+0.1c

S%+0.1c

S%+0.4c

S%+0.1c

5%+ 0.3c

5%+0.1c

5%+0.2c

5%+ 0.1c

5%+ 0.4c

5%+0.1c

5%+0.2c

5%+0.1c

5%+ 0.4c

5%+ 0.4 c

5%+ 0.2 ¢

5%+ 0.3c¢

5%+ 0.4c

5%+ 0.3c

5%+0.2c

5%+ 0.4 ¢

5%+ 0.5¢

5%+ 0.1c

5%+0.1c

5%+ 0.4c

5%+ 0.5¢

5%+ 0.4 ¢

Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia herba
alba Asso
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
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Racines

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Feuilles

Feuilles

Racines

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Feuilles

Feuilles

Résultat

Djebel Bou Arif
, Batna
Djebel Bou Arif
, Batna
Djebel Arris
, Batna
Djebel Arris
, Batna
Oued Djerat, Djanet

Oued Djerat, Djanet
Oued Djerat, Djanet

Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Oued Djerat, Djanet

Al Mansourah, Ghardaia
Al Mansourah, Ghardaia
Al Mansourah, Ghardaia
Al Mansourah, Ghardaia

Djebel Arris
, Batna
Garaet Ezzemoul
(Sebkha), Oum el Bouaghi
Djebel Arris
, Batna
Djebel llamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel llamane
, Tamanrasset
Djebel llamane
, Tamanrasset
Djebel llamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel llamane
, Tamanrasset
Oued Djerat, Djanet

Oued Djerat, Djanet

Oued Djerat, Djanet




AJR18

AJR20

AJR2

AJR5

AJL6

AJRS8

AJR12

AJR39

AJL40

AJR37

AJR19

AJL17

AJL30

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

- 10-40°C

5%+ 0.3 ¢

S%+0.4c

5%+ 0.3 ¢

5%+ 0.4c

5%+ 0.4c

S%+0.1c

S%+0.1c

S%+0.2c¢

5%+ 0.4c

5%+ 0.5¢c

5%+ 0.3c

S%+0.4c

S%+0.1c

Artemisia judaica L
.SSp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.SSp. sahariensis
Artemisia judaica L
.SSp. sahariensis
Artemisia judaica L
.Ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.ssp. sahariensis
Artemisia judaica L
.SSp. sahariensis
Artemisia judaica L
.SSp. sahariensis

Racines

Racines

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Feuilles

Feuilles

Résultat

Djebel Ilamane

, Tamanrasset

Djebel Ilamane

, Tamanrasset
Oued Djerat, Djanet

Oued Djerat, Djanet
Oued Djerat, Djanet
Oued Djerat, Djanet
Oued Djerat, Djanet

Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel llamane
, Tamanrasset
Djebel llamane
, Tamanrasset
Djebel llamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset
Djebel Ilamane
, Tamanrasset

La production de pigments mélanoides est classée comme suit : trés élevée (+++), moyenne (++), ou nulle (-). Les valeurs

suivies de la méme lettre ne présentent pas de différences significatives selon le test HSD de Tukey (p < 0,05). Les comparaisons
ont été réalisées entre les différentes souches et par rapport a la condition témoin (0 % NaCl). Les données relatives au témoin

ne sont pas présentées dans le tableau.

Figure. 21 Production de pigment mélanoide sur milieu gélosé a la tyrosine (ISP7)
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3. Analyse phylogénétique des souches d’actinomycetes endophytes
d'Artemisia spp. par sequencage du gene de I'"ARNr 16S
a. Extraction et caractérisation de ’ADN génomique

L’ADN génomique de chaque isolat a €t¢ extrait en utilisant le kit (E.Z.N.A. Kit
ADN bactérien) (Omega Bio-Tek, GA, Etats-Unis).Les concentrations en ADN

sont représentées dans le Tableau.13.

Tableau.13 Concentration d’ADN génomique des isolats endophytes

Isolats Concentration ng/pl  Absorbance Rapport Rapport
a A260 nm 260/280 260/230
AL1 66.752 1.3350 1.917 2.114
AL2 78.863 1.5773 1.525 1.580
AL3 60.555 1.2111 1.880 2.017
AR4 36.148 0.7230 1.961 2.167
AR5 16.190 0.3238 1.696 1.315
ARG 46.931 0.9386 1.853 1.666
AR7 18.406 0.3681 1.964 2.248
ARS8 99.075 1.9815 1.837 1.972
AR9 24.908 0.4982 2.024 2.145
AL10 45.384 0.9077 1.960 1.954
AL11 33.432 0.6686 1.888 1.912
AR12 20.008 0.4002 1.892 2.072
AR13 60.715 1.2143 1.898 2.061
AR14 56.212 1.1242 1.904 1911
AR15 35.826 0.7165 1.897 1.940
AL16 84.004 1.6801 1.894 2.078
AL17 37.730 0.7546 1.936 2.240
AL18 60.550 1.2110 1.850 1.941
AL19 23.868 0.4774 1.943 2.744
AL20 34.298 0.6860 1.964 1.933
AL21 32.004 0.6401 1.949 2.126
AL22 22.734 0.4547 1.923 1.924
AL23 61.094 1.2219 1.905 1.970
AL24 40.405 0.8081 1.885 2.031
AL25 54.004 1.0801 1.913 1.961
AR26 49.305 0.9861 1.828 2.054
AL27 56.476 1.1295 1.857 2.098
AL28 60.295 1.2059 1.894 2.015
AL29 31.195 0.6239 1.839 2.005
AL30 61.647 1.2329 1.780 1.840
AR31 49.305 0.9861 1.828 2.054
AR32 56.476 1.1295 1.857 2.098
AR33 21.351 0.4270 1.953 2.726
AR34 29.724 0.5945 2.043 2.409
AR35 28.498 0.5700 2.209 0.874
AR36 34.208 0.6842 1.940 1.990
AR37 54.429 1.0886 1.898 2.396
AR38 25.510 0.5102 1.831 1.837
AR39 42.694 0.8539 1.933 2.489
AR40 29.155 0.5831 1.914 2.544

3.1. Caractérisation moléculaire des isolats

L’extraction d'ADN et I'amplification par PCR du gene de I'ARNr 16S a été réalisée
pour 40 isolats endophytes. Les résultats de 1’¢lectrophorese sur gel d’agarose montrent la

présence de bandes d’ADN d’une taille d’environ 1.5 KB (Figure.22).
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Figure.22 Electrophorése sur gel d’agarose des produits de la PCR du géne de 'ARNr  16S.
M : Marqueur de taille 100 pb ; NC : Contréle négatif ; (de 1 a 40) : Produits de PCR des

isolats endophytes ; Fléche : sens de migration.

3.2. Séquencage du géne de I'ARNTY 16S des isolats endophytes

Les tailles des séquences du géne I'ARNr 16S des 82 souches endophytes sont
représentées dans le Tableau.14.

Tableau.14 Taille des séquences de 16S rRNA des isolats endophytes

76

Isolats Taille des séquences Isolats Taille des séquences
de 16S rRNA (pb) de 16S rRNA (pb)
ALl 1364 AJL1 1392
AL2 1392 AJR2 1375
AL3 1397 AJR3 1389
AR4 1392 AJL4 1392
AR5 1393 AJR5 1328
AR6 1393 AJL6 1380
AR7 1394 AJR7 1395
ARS8 1392 AJR8 1381
AR9 1395 AJL9 1386
AL10 1279 AJL10 1386
AL1l 1394 AJR11 1392
AR12 1388 AJR12 1388
AR13 1393 AJL13 1393
AR14 1381 AJR14 1399
AR15 1376 AJL15 1342
AL16 1393 AJR16 1400
AL17 1359 AJL17 1385
AL18 1392 AJR18 1351
AL19 1363 AJR19 1386
AL20 1391 AJR20 1407




Résultat

AL21 1391 AJR21 1366
AL22 1392 AJR22 1394
AL23 1391 AJR23 1369
AL24 1339 AJR24 1394
AL25 1392 AJL25 1368
AR26 1392 AJR26 1368
AL27 1395 AJR27 1392
AL28 1341 AJR28 1391
AL29 1398 AJR29 1394
AL30 1402 AJL30 1392
AR31 1387 AJR31 1388
AR32 1390 AJR32 1391
AR33 1391 AJR33 1393
AR34 1366 AJR34 1398
AR35 1391 AJR35 1391
AR36 1396 AJR36 1394
AR37 1392 AJR37 1380
AR38 1392 AJR38 1392
AR39 1368 AJR39 1370
AR40 1408 AJL40 1389
AJR41 1391 AJR42 1389

3.3 Analyse phylogénétique

L'arbre phylogénétique basé sur 1’analyse comparative des séquences 16S rRNA montre
que les isolats sont regroupés en clusters Tableau.15 et Figure.23, 24 et 25

L'analyse des séquences du gene 16S rRNA des 82 isolats endophytes a confirmé que
ces souches appartiennent a cing genres. Streptomyces était dominant, avec 70 isolats, suivi
de sept Micromonospora, trois Nonomuraea, un Nocardiopsis et un Gordonia (Tableau
15 et Figure. 23 ,24 et 25).

Parmi les isolats de Tamanrasset, quatre genres ont été identifiés : Micromonospora,
Gordonia, Nonomuraea et Streptomyces. L’arbre phylogénétique (Figure. 24) a montré
que Streptomyces était prédominant. L’isolat AJR42 a formé un groupe distinct de
Streptomyces pilosus NBRC 12807 (AB184161) et présentait une similarité de séquence
du gene 16S rRNA inférieure a 98,65 %, ce qui est en dessous du seuil couramment accepté
pour la délimitation des espéces chez les procaryotes (Kim et al. 2014).

L’analyse des isolats de Djanet a identifié trois genres : Streptomyces,
Micromonospora et Nocardiopsis. L’inférence phylogénétique (Figure. 25) a confirmé la
prédominance de Streptomyces, la majorité des isolats se regroupant étroitement avec des
espéces connues de Streptomyces.

D’autres clusters ont également été observés. Par exemple, les isolats AR38, AL18 et
AR35 formaient un groupe distinct, divergent de la souche type Streptomyces pilosus
NBRC 12807" (AB184161), tandis qu’AR13 se regroupait avec Streptomyces
hyderabadensis OU-40T (FM998652).

Fait notable, trois isolats (AR32, AR37 et AR39) formaient un clade sépare avec une
divergence significative de toutes les souches types connues, suggérant la présence de
nouvelles especes de Streptomyces. Cette observation justifie une évaluation taxonomique
plus approfondie par séquencage du génome complet afin de confirmer leur nouveauté et
leur statut phylogénétique. (Figure.23)
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Tableau.15 Identification taxonomique des isolats endophytes associés aux racines et
feuilles des especes d'Artemisia collectées dans les régions sud-est, sud-ouest et sud de
I'Algérie, et numero d'accession correspondant dans GenBank.

Isolats  Sites d’échantillonnages Plante hote Identification la  Similarité ~ Taille des NCBI-
organes plus proche * % Séquences GenBank
(bp) acession
number
AL1 Garaet Ezzemoul Artemisia Feuilles Streptomyces 99.85 1364 PQ870458
(Sebkha), Oum el herba alba collinus
Bouaghi, Algeria Asso
AL2 Garaet Ezzemoul Artemisia Feuilles Streptomyces 99.21 1392 PQ870459
(Sebkha), Oum el herba alba apricus
Bouaghi, Algeria Asso
AL3 Garaet Ezzemoul Artemisia Feuilles Streptomyces 99.86 1397 PQ870460
(Sebkha), Oum el herba alba albogriseolus
Bouaghi, Algeria Asso
AR4 Garaet Ezzemoul Artemisia Racines Streptomyces 99.78 1392 PQ870461
(Sebkha), Oum el herba alba tendae
Bouaghi, Algeria Asso
AR5 Garaet Ezzemoul Artemisia Racines Streptomyces 100 1393 PQ870462
(Sebkha), Oum el herba alba niveoruber
Bouaghi, Algeria Asso
ARG6 Djebel Bou Arif Artemisia Racines Streptomyces 99.93 1393 PQ870463
(Mountains) herba alba xinghaiensis
, Batna, Algeria ASSO
AR7 Djebel Bou Arif Artemisia Racines Streptomyces 99.57 1394 PQ870464
(Mountains) herba alba intermedius
, Batna, Algeria ASSO
ARS8 Djebel Bou Arif Artemisia Racines Streptomyces 99.93 1392 PQ870465
(Mountains) herba alba rochei
, Batna, Algeria ASSO
AR9 Djebel Bou Arif Artemisia Racines Streptomyces 99.93 1395 PQ870466
(Mountains) herba alba pilosus
, Batna, Algeria Asso
AL10 Djebel Arris (Mountains) herba alba Feuilles Streptomyces 100 1279 PQ870467
, Batna, Algeria Asso rochei
AL11 Djebel Arris (Mountains) herba alba Feuilles Streptomyces 99.93 1394 PQ870468
, Batna, Algeria ASSO rochei
AR12 Djebel Arris (Mountains) herba alba Racines Streptomyces 99.71 1388 PQ870469
, Batna, Algeria Asso drozdowiczii
AR13 Djebel Arris (Mountains) herba alba Racines Streptomyces 99.17 1393 PQ870470
, Batna, Algeria Asso hyderabadensis
AR14 Djebel Arris (Mountains) herba alba Racines Streptomyces 100 1381 PQ870471
, Batna, Algeria Asso plumbiresistens
AR15 El Hamel, Bou Saada Artemisia Racines Streptomyces 99.20 1376 PQ870472
Msila, Algeria campestris ambofaciens
AL16 El Hamel, Bou Saada Artemisia Feuilles Streptomyces 99.86 1393 PQ870473
Msila, Algeria campestris intermedius
AL17 Djebel Aissa (Mountains) herba alba Feuilles Streptomyces 99.27 1359 PQ870474
, Ain Sefra Naama, Asso intermedius
Algeria
AL18 Djebel Aissa (Mountains) herba alba Feuilles Streptomyces 99.14 1392 PQ870475
, Ain Sefra Naama, ASsSO pilosus
Algeria
AL19 Djebel Aissa (Mountains) herba alba Feuilles Streptomyces 99.85 1363 PQ870476
, Ain Sefra Naama, ASsSO intermedius
Algeria
AL20 Al Mansourah, Ghardara, herba alba Feuilles Streptomyces 99.93 1391 PQ870477
Algeria Asso albogriseolus
AL21 Al Mansourah, Ghardara, herba alba Feuilles Streptomyces 100 1391 PQ870478
Algeria Asso albogriseolus
AL22 Al Mansourah, Ghardaia, herba alba Feuilles Streptomyces 99.93 1392 PQ870479
Algeria Asso intermedius

78




AL23

AL24

AL25

AR26

AL27

AL28

AL29

AL30

AR31

AR32

AR33

AR34

AR35

AR36

AR37

AR38

AR39

AR40

Al Mansourah, Ghardaia,

Algeria

Al Mansourah, Ghardaia,

Algeria

Al Mansourah, Ghardaia,

Algeria
Oued Djerat, Djanet,
Algeria

Oued Djerat, Djanet,
Algeria

Oued Djerat, Djanet,
Algeria

Oued Djerat, Djanet,
Algeria

Oued Djerat, Djanet,
Algeria

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel Ilamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel Ilamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

Djebel Ilamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria

herba alba
AsSo
herba alba
AsSo
herba alba
AsSo
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Racines

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Streptomyces
intermedius
Streptomyces
gaidamensis
Streptomyces
intermedius
Streptomyces
intermedius

Streptomyces
mutabilis

Streptomyces
pluricolorescens

Streptomyces
mutabilis

Streptomyces
albiaxialis

Streptomyces
hyderabadensis

Streptomyces
tendae

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
tendae

Streptomyces
pilosus

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
tendae

Streptomyces
pilosus

Streptomyces
tendae

Streptomyces
radicis

79

99.64

99.25

99.78

99.78

99.78

100

99.79

99.29

99.35

99.21

99.86

99.71

99.42

99.21

99.07

99.35

97.13

100

1391

1339

1392

1392

1395

1341

1398

1402

1387

1390

1391

1366

1391

1396

1392

1392

1368

1408

Résultat

PQ870480

PQ870481

PQ870482

PQ870483

PQ870484

PQ870485

PQ870486

PQ870487

PQ870488

PQ870489

PQ870490

PQ870491

PQ870492

PQ870493

PQ870494

PQ870495

PQ870496

PQ870497




AJL1

AJR2

AJR3

AJL4

AJRS

AJL6

AJR7

AJRS

AJL9

AJL10

AJR11

AJR12

AJL13

AJR14

AJL15

AJR16

AJL17

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Oued Djerat, Djanet,
Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)
, Tamanrasset, Algeria.

Artemisia
judaica L
.Ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.Ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.

Feuilles

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Feuilles

Feuilles

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Feuilles

Racines

Feuilles

Streptomyces
aurantiacus

Micromonospora
echinospora

Streptomyces
rochei

Streptomyces
rochei

Micromonospora
echinospora

Micromonospora
echinospora

Streptomyces
rochei

Micromonospora
citrea

Streptomyces
olivaceus

Streptomyces
rochei

Streptomyces
albogriseolus

Micromonospora
citrea

Streptomyces
kanamyceticus

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
mutabilis

Nocardiopsis
dassonvillei

Nonomuraea
aridisoli

80

99.64

99.93

100

100

100

99.93

99.78

99.93

99.71

99.71

99.93

99.93

99.64

99.93

99.93

100

99.78

1392

1375

1389

1392

1328

1380

1395

1381

1386

1386

1392

1388

1393

1399

1342

1400

1385

Résultat

PV364233

PV364234

PV364235

PV364236

PV364237

PV364238

PV364239

PV364240

PV364241

PV364242

PV364243

PV364244

PV364245

PV364246

PV364247

PV364248

PV364249




AJR18

AJR19

AJR20

AJR21

AJR22

AJR23

AJR24

AJL25

AJR26

AJR27

AJR28

AJR29

AJL30

AJR31

AJR32

AJR33

AJR34

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

sahariensis
Artemisia
judaica L
.Ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.Ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L
.SSp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Racines

Racines

Streptomyces
specialis

Nonomuraea
salmonea

Streptomyces
specialis

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
Intermedius

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
pilosus

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
intermedius

Gordonia terrae

Streptomyces
tendae

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
intermedius

Streptomyces
intermedius

81

98.52

99.71

98.51

99.85

99.86

99.85

99.78

99.71

99.78

99.78

99.86

99.93

99.93

99.21

99.86

99.86

99.71

1351

1386

1407

1366

1394

1369

1394

1368

1368

1392

1391

1394

1392

1388

1391

1393

1398

Résultat

PV364250

PV364251

PV364252

PV364253

PV364254

PV364255

PV364256

PV364257

PV364258

PV364259

PV364260

PV364261

PV364262

PV364263

PV364264

PV364265

PV364266




AJR35

AJR36

AJR37

AJR38

AJR39

AJL40

AJRAL

AJR42

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel Ilamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Djebel llamane
(Mountains)

, Tamanrasset, Algeria.

Ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis
Artemisia
judaica L.
ssp.
sahariensis

Racines

Racines

Racines

Racines

Racines

Feuilles

Racines

Racines

Streptomyces
tendae

Streptomyces
pilosus

Nonomuraea
aridisoli

Streptomyces
pilosus

Micromonospora
sagamiensis

Micromonospora
echinospora

Streptomyces
mutabilis

Streptomyces
pactum

99.28

99.71

99.12

99.57

99.34

99.93

99.86

96.33

1391

1394

1380

1392

1370

1389

1391

1389

Résultat

PV364267

PV364268

PV364269

PV364270

PV364271

PV364272

PV364273

PV364274

* Selon la collection de nucléotides (nr/nt) database de NCBI BLAST
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94

80

Streptomyces albogriseclus NRRL B-1305 ( AJ494865)
o6 | Strain AL3
Strain ALZ2T
Strain AL20
40 | Strain ALT8
Strain AR38
Strain AR35

Streptomyces pilosus NBRC 12807 (AB1841617)
1_00_| Strain AR

Strain ART13

Streptormyces hyderabadensis OU-40 (FM998652)
93 Strain AR3T

Strain AR34

Streptomyces tendae ATCC 198712 (DB3873)
Strain AR4

Strain AR39

Streptormyces mutabilis NBRC 12800 (AB154756)
Strain AL29
Strain ALZ7
Streptomyces rochel NRRL B-24710(MUMDOT1000370)
Strain ARS8
79 | Strain ALTT
Strain ALT0
97 | Streptomyces collinus NBRC 12759 (ABT184123)
Strain ALT

63 24

71 Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (CFP012382)
41 Strain ARTS
Strain AR7
Strain ALT7
Strain ARZ6
Strain AR36
Strain AL25
Strain AL22
Strain ALZ23
Strain ALT9

52

Streptormyces intermedius NBRC 13049 (AB184277)
Strain AR33
Strain ALTE

Streptomyces niveoruber NBRC 15428 (AB184675)

99 | Stramn ARS

77

100 | Streptomyces xinghalensis ST187 (CPO23202)
Strain ARG

F Streptomyces albiaxialis NRRL B-24327 (AY999907)
99 Strain AL30

100 | Streptomyces gaidamensis S10 (CPO75098)
L Strain AL24

og | Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808 ( AB184162)

68 Strain AL28

Streptomyces drozdowicziif NBRC 101007 (AB249357)
95 | Strain ART2

56 02 | Streptomyces plumbiresistens CCNWHX 13-160 (EU526954)
4| Strain ART4

92

Streptormyces apricus SUNST (MNT33488)
100 L Strain AL2

Streptomyces radicic DST1-2 (L.C0O94462)

100 L Strain AR40

—_—
0.0100

Actinomadura algeriensis ACDT (KT259320)

Figure. 23 Arbre phylogénétique des isolats endophytes d’Artemisia spp. et de leurs plus
proches especes d’actinobactéries dans GenBank. L’arbre phylogénétique a vraisemblance
maximale a eté construit a I'aide du logiciel MEGA 11 en utilisant des séquences de 1359 pb.
La méthode du bootstrap avec 1000 réplicats a été utilisée. Les valeurs de bootstrap sont
indiquées aux nceuds. Actinomadura algeriensis ACD1T (KT259320) a été utilise comme
outgroup. La barre d’échelle représente 0,01 substitution par position nucléotidique.

83




Résultat

AJR33

AdRS4

AdR3E

AJRZG

AJRZE

AJRZE

AdR2d

AJRZS

—| ASRET

ASRZZ

AJL2S

L Streptormyces interrnedius NBRC 13049 (ABT84277)
AJRIT

AJR3S

Streptomices tendae ATCOC 19512 (D63873)

o4 ASRET

-[.S'Ereptomyces mutabilis NEBRC 12800 (A BT34756)
L Streptormices roche! NRRL B-71559 (EFG26598)
AdR4?

28

04

o7

AJR3E
— Streptomyces pilosus NBRC 12807 (ABT84T61)
él | AJRZT
AJRGE
Streptomyces pactum NBROG 73433 ABT84398
a3 —— Streptomyces specialis GW 47-1564 [LNI2G759)
oo 4{ AJRTE
9o LA SRZ0
| AJL30
oo L Gordoniz terrae NBRC 100016 (BAFDOTO00032)
oo AL
o] MWicromonospara echinospore DSV 438716 (LTE074T3)
AJRIG
o2 Micromonospora sagamiensis DS 438992 (02624)
51 on - ASRTS
Monowraes salmonsa DEM 43678 (X97892)

[l AJR3T
20 AdLSr
99 I Monomuraea andisoll KCO333 (WG F F0548)

Baciius subtiis NCIB 3670 (A B0QC0TA00007)

28

[—
0.020

Figure. 24 Arbre phylogénétique des isolats endophytes d’Artemisia judaica L. ssp. sahariensis
(région de Tamanrasset) et de leurs plus proches espéces d’actinobactéries dans GenBank.
L’arbre phylogénétique a vraisemblance maximale a été construit a I'aide du logiciel MEGA 11
en utilisant des séquences de 1399 pb. La méthode du bootstrap avec 1000 réplicats a été
utilisée. Les valeurs de bootstrap sont indiquées aux nceuds. Bacillus subtilis NCIB 3610T
(ABQLO01000001) a été utilise comme outgroup. La barre d’échelle représente 0,020
substitution par position nucléotidique.
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03

]

24

100

al

Ef)

al

26

AJRS

Streptoryces roched NRRL 5-2470 (MUMDOT 000370
dAJRT

AJLin

— AJLA

AJLTS

Straptormyces mutabilis NBRC 12800 (ABT84156)

AJLg
Streptomyces alivaceus NRRL B-3009 [LOFADF000000)

AJRTI

100 1 Streptormyces albogriseois NRRL B-1305] AJ434565)
Streptormyces intermedius NBRC 13049 (AB184277)

AJR14

g - AJLT
L Streptomyces aurantiacus NBRC 13047 [AD184254)

als

AJLT3
treptomyces kanamycelicus NBRU 13414 (ABT84385)

100 |—AJR15

e

L Nocardionsis dassonvilier subap. crassaminis (LRE0G207)
g | AJRA
S RF N
Mcramanospora citrea D50 43003 (FMAZ07000002 )

100 Micromonospara echinospora DM 43816 [LTE07413)
AJRZ
77
AJRS
9
AJLE

Bacilius subtilis NGIB 3670 { ABQLOTR00001)

—e
0.020

Figure. 25 Arbre phylogénétique des isolats endophytes d’Artemisia judaica L. ssp. sahariensis
(région de Djanet) et de leurs plus proches espéces d’actinobactéries dans GenBank. L’arbre
phylogénétique a vraisemblance maximale a été construit a lI'aide du logiciel MEGA 11 en
utilisant des séquences de 1380 pb. La méthode du bootstrap avec 1000 réplicats a été utilisée.

Les valeurs de bootstrap sont indiquées aux nceuds.

Bacillus subtilis NCIB 3610T

(ABQLO01000001) a été utilise comme outgroup. La barre d’échelle représente 0,020
substitution par position nucléotidique.
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4. Activité antibactérienne des isolats endophytes

Les 82 isolats endophytiques ont été évalués pour leur activité antibactérienne vis-a-vis des
souches de référence Gram positif et Gram négatif a 1’aide de la méthode de strie croisée.
Chaque isolat a été ensemenceé au centre sur les milieux ISP2 et TSA, puis incubé pendant 15
jours a 28 + 2 °C. Par la suite, les souches Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia
coli (ATCC 29522), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 29553), Salmonella typhimurium
(ATCC 14028), ont été ensemencées en strie et incubés a 37 °C pendant 24 heures.

Les effets antibactériens ont été classes en quatre niveaux : inhibition totale de la croissance,
croissance partielle, faible croissance et absence d’inhibition, comme présenté dans le Tableau
16, 17 et illustré a la Figure 26.

Au total, 64 isolats ont inhibé la croissance de Staphylococcus aureus (ATCC 29213), 61
celle de Escherichia coli (ATCC 29522), 51 celle de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 29553),
et 43 ont montré une activité contre Salmonella typhimurium (ATCC 14028).

Les souches les plus actives appartiennent principalement au genre Streptomyces,
notamment AJR23, qui a donné une zone d’inhibition de 36 mm vis-a-vis P. aeruginosa, et
AJR7, qui a inhibé tous les pathogenes sur les deux milieux TSA et ISP2, I’isolat AR15 a
présenté la plus forte inhibition d’E. coli sur le milieu ISP2, avec une zone d’inhibition de 30 +
0,1 mm.

Sur le milieu TSA, les isolats AL19, AL30, AR34 et AR35 ont démontré une activité
antibactérienne marquée vis-a-vis P. aeruginosa, produisant des zones d’inhibition respectives
de 36 £ 0,1 mm, 30 £ 0,2 mm, 30 £ 0,1 mm et 25 + 0,2 mm. Les isolats AR26 et AR39 ont
présenté une activité antibactérienne a large spectre, inhibant les quatre pathogénes testés.
Notamment, 1’isolat AL28 a montré la plus forte inhibition vis-a-vis S. aureus, avec une zone
de 40 £ 0,5 mm, dépassant significativement la valeur moyenne des zones d’inhibition mesurée
chez I’ensemble des isolats testés (25 mm, p < 0,05).

Certains isolats, tels que AR5 et AR6, ont montré une activité antibactérienne spécifique
au milieu ; leur inhibition des bactéries pathogénes n’a été observée que sur le milieu TSA et
non sur ISP2. Cela suggere que I’expression des métabolites secondaires antibactériens chez
ces souches est probablement influencée par la composition du milieu de culture, mettant en
évidence la nature dépendante du milieu de la biosynthése d’antibiotiques chez les
actinomycetes.

Sept isolats AJR2, AJR5, AJL6, AJR8, AJR12, AJR39 et AJL40 (Micromonospora) ; ont
montré une activité a large spectre, sur TSA. De plus, I’isolat AJR16 (Nocardiopsis) et I’isolat
AJR19 (Nonomuraea) étaient actives vis-a-vis tous les pathogenes testés sur TSA. Plusieurs
isolats, dont AJR3, AJR11, AJR14, AJR18, AJR20, AJR35 et AJR41, ont entrainé une
inhibition compléte de la croissance d’un ou plusieurs pathogénes, spécifiquement sur TSA, par
Vis-a-Vvis aucune activité inhibitrice n’a été observée sur ISP2.

Les isolats affiliés aux genres Streptomyces (AL28, AJL1, AJR3, AJR7, AJR23),
Micromonospora (AJR2, AJR5, AJR8, AJL6, AJL40, AJR39) et Nocardiopsis (AJR16) ont
présenté une activité antibactérienne forte a modérée, certaines affichant des valeurs de
concentration minimale inhibitrice (CMI) comprises entre 4 et 8 pg/mL et ce vis-a-vis S.
aureus, E. coli et P. aeruginosa (Tableau.18 et 19). Les souches Streptomyces AL28 et AJR23
ont produit la plus grande zone d’inhibition (40 et 36mm) contre S. aureus et P. aeruginosa,
correspondant a une CMI de 4 pg/mL. D’autres souches ont présenté des CMI allant de 31.25
a 125 pg/mL, tandis que les isolats n’exercant aucune inhibition a 1000 pg/mL ont été
considérés comme inactifs (CMI > 1000 pg/mL).
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) ]

ISP2 AL2 E. coli TSA AL3 S. aureus TSA AL3 E. coli

TSA ARS E. coli

TSA ARG P. aeruginosa TSA AR7 E. coli

Y.
\/
Y
'

TSA AL19 P. aeruginosa

|

‘ {

| |
i 4

ISP2 AR26 S. aureus TSA AL27 E. coli TSA AL28 E. coli

ISP2 AL16 S. aureus

Figure.26 Activités antibactériennes des isolats endophytes vis-a-vis S. aureus 29213, E.
coli 29522, P. aeruginosa 29553 et S. typhimurium 14028.
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»
{4

A

TSA AL28 S. aureus ISP2 AL29 S. aureus TSA AL30 S.typhimurium

ISP2 AL30 E. coli TSA AR31E. coli TSA AR31 S, aureus

ISP2 AR32 P. aeruginosa ISP2 AR32 E. coli ISP2 AR37 E. coli

TSA AR35 S. aureus TSA AR35 P. aeruginosa TSA AR33 S aureus

TSA AR34 P, erisa TSA AR34 S. aureus  ISP2 AR40 S. typhimurium

TSA AR40 S. aureus ISP2 AR37 P. aeruginosa TSA AR36 S. aureus

Figure.26 Activités antibactériennes des isolats endophytes vis-a-vis S. aureus 29213, E.
coli 29522, P. aeruginosa 29553 et S. typhimurium 14028 (suite).
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Tableau.16 Activités antibactériennes des isolats endophytes vis-a-vis S. aureus 29213,

E.coli 29522, P.aeruginosa 29553 et S. typhimurium 14028.

Résultat

Gram - | Gram +
P. aeruginosa 29553 Egggg S. typhimurium 14028 S. aureus 29213

Distances mesurées de la zone d’inhibition (Moyenne + écart-type) (mm)

Isolats Identification la plus proche * TSA ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2
J\ 2?;:?) - 0+0.0m  00.0M 020.0K 00.0R 020.0x 020.0S 0£0.0f  0+0.0M
AJL1 Streptomyces aurantiacus 22+0.1Aj oM 35+£0.10B 25+0.5AP  20+0.10t 0S 35+0.50V 0N
AJR2 Micromonospora echinospora  30+0.20e oM 40+0.20A OR 30+£0.2mp  30+0.500  30+0.50X 0\
AJR3 Streptomyces rochei 27+0.1mf oM 25+0.1mEF OR 30+0.70p 0S 30+0.2mX 0N
AlL4 Streptomyces rochei Om oM 0K OR 0x 0S 18+0.60p 0\
AJRS Micromonospora echinospora  40+0.1Aa oM 40+0.10A  40+0.30L 40 +0.2An 0S 40£0.1AT 0\
AJL6 Micromonospora echinospora 40 +0.1Aa oM 40+0.10A OR 40+0.1An 0S 40£0.5AT 0\

AJR7 Streptomyces rochei 33+0.3md  2510.10N 25 +0.5AEF 2520.10P  30+0.60p  30+0.600  30£0.3AX 25+0.10e
AJRS8 Micromonospora citrea 30+0.1me oM 28 +0.1AD OR 30+0.5mp 0S 25+0.6AZz 0N
AJL9 Streptomyces olivaceus 25 £0.4Ah oM 22 +0.6AG OR 0x 0s 25+0.5AZz 0N
AJL10 Streptomyces rochei 25+0.10h oM 2510.10EF OR 24+0.2Ar 0S 30£0.5AX 0N
AJR11 Streptomyces albogriseolus 30 +£0.1Ae oM 25 +0.1AEF OR 27+0.60q 0S 30+0.1mX 0\
AJR12 Micromonospora citrea 20+0.50k oM 18 +0.4A1 OR 0x 0S 2520.1AZz 0N
AJL13 Streptomyces kanamyceticus 22+0.20j oM 24+0.10F OR 22+0.508 0S 18+0.503 16+0.40e
AJR14 Streptomyces intermedius 1840.40l oM 1640.10J OR 16+0.70w 0s 20+0.600 0N
AJL15 Streptomyces mutabilis Om oM 20+0.50H OR 20+0.60t 0s 24+0.70z 0N
AJR16 Nocardiopsis dassonvillei 30+0.1Ae oM 30+0.1mC OR 25+0.500r 0s 30+0.2mX 0N
AJLL7 Nonomuraea aridisoli Om oM 0K OR 0x 0s of 0N
AJR18 Streptomyces specialis 22+0.6Aj oM 22+0.10G OR 24+0.3mr 0S 25+0.5AZz 0\
AJR19 Nonomuraea salmonea 25+0.10h oM 2510.20EF OR 20£0.50t 0S 25+0.5072z 0N
AJR20 Streptomyces specialis 22+0.1Aj oM 22+0.50G OR 24+0.1mr 0S 25+0.5AZz 0\
AJR21 Streptomyces intermedius 24+0.1Ai1 oM 20+£0.6AH OR 18+0.5av 0S 261£0.5AZ 0N
AJR22 Streptomyces intermedius Om oM 22+0.5AG OR 0x 0s 25+0.5AZz 0N
AJR23 Streptomyces intermedius 36+0.1mb oM 24+0.10F OR 24+0.60r 0s 26+0.20Z 0N
AJR24 Streptomyces intermedius 26+0.1Ag oM 22 +0.5AG OR 18+0.50v 0s 26+0.5AZ 0N
AJL25 Streptomyces intermedius 35+0.5Ac¢ oM 26 +0.6AE OR 26+0.5Aqo 0s 34+0.5AV 0N
AJR26 Streptomyces intermedius 20+0.50k oM 20+0.70H OR 25+0.700r 0S 28+0.10Y (01
AJR27 Streptomyces pilosus 22+0.10j oM 28 +0.5AD OR 22+0.608 0S 34+0.2mV 0N
AJR28 Streptomyces intermedius 20+0.10k oM 20+0.10H OR 25+0.700r 0S 28+0.30Y (01
AJR29 Streptomyces intermedius Om oM 25+0.10EF OR 26+0.5000 0S 32+0.10W (01
AJL30 Gordonia terrae Om oM 0K OR 0x 0S of 0N
AJR31 Streptomyces tendae 24+0.1Ai oM 24 +0.6AF OR 22+0.5As 0S 24+0.1Az (A
AJR32 Streptomyces intermedius 35+0.7a¢C oM 26+0.1mE OR 30+0.5Ap 0S 32+0.1AW )1
AJR33 Streptomyces intermedius 26+0.109 oM 16 £0.1A] OR 26+0.4Aqo 0S 22 +0.2Ay 0N
AJR34 Streptomyces intermedius 24+0.10i oM 0K OR 24+0.50r 0S 32+0.50W 0N
AJR35 Streptomyces tendae 3520.2mc oM 24+0.20F OR 24+0.60r 0S 24+0.10z 0N
AJR36 Streptomyces pilosus 30+0.1me oM 20+0.10H 20+0.6AQ 26+0.70q0 0S 24+0.1Az 24+0.1A3
AJR37 Nonomuraea aridisoli Om oM 0K OR 0x 0S of (01
AJR38 Streptomyces pilosus 25+0.10h oM 20 +0.1AH OR 22+0.508 0S 25+0.1AZz (01
AJR39 Micromonospora sagamiensis ~ 30£0.1Ae oM 40+0.50A OR 20+0.6At 0S 40+0.1AT 0N
AJL40 Micromonospora echinospora  30+0.10e oM 40+0.50A OR 30+0.2mp 0S 30£0.40X (A
AJR41 Streptomyces mutabilis 30+0.10e oM 20+0.10H OR 20+0.10t 0S 24+0.1mz (01
AJR42 Streptomyces pactum 26x0.309 oM 26 +0.4AE OR 26+0.10g0 0S 34+0.2mV 0N

A Inhibition partielle de la croissance 0 Aucune inhibition m Inhibition totale de la croissance o Croissance faible
* Selon la collection de nucléotides de la base de données EzTaxon. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n =
3). Des lettres ou symboles différents au sein d’une méme colonne indiquent des différences significatives entre les souches
(ANOVA a un facteur suivie du test de Tukey, p < 0,05). Les analyses statistiques ont été réalisées séparément pour chaque
pathogene et pour chaque milieu de culture. Un milieu non inoculé a été utilisé comme témoin négatif dans chaque expérience.
Un témoin positif (Gentamicine) a également été utilisé mais n’est pas présenté dans le tableau.
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Résultat

Tableau.17 Activités antibactériennes des Streptomyces endophytes vis-a-vis S. aureus
29213, E.coli 29522, P.aeruginosa 29553 et S. typhimurium 14028.

Gram - Gram +
P. aeruginosa 29553 Egggg S. typhimurium 14028 S. aureus 29213

Distances mesurées de la zone d’inhibition (Moyenne + écart-type) (mm)

isolats - ldentification fla g ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2
plus proche
Témoin .
négatif - 0+0.0a 0+0.0j 0£0.0m 0+0.0v 0+0.0B 0+0.0H 0+0.0K 0£0.0V
AL1 S. collinus Oa 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL2 S. apricus Oa 0j Om 25+0.2o0w 0B OH 0K ov
AL3 S. albogriseolus Oa 0j 30+0.2en Ov 0B OH 22+0.20L ov
AR4 S. tendae 30+0.2ab 0j 13 +0.500 Ov 0B OH 20 +0.10M ov
AR5 S. niveoruber 36 +0.3ecC 0j 30+0.2on Ov 0B OH 18 +0.4eN ov
ARG S. xinghaiensis 30+£0.1eb 0j 30 +0.2en Ov 0B OH 36 +0.2e0 ov
AR7 S. intermedius Oa 0j 30 +0.2en Ov 0B OH 0K ov
ARS8 S. rochei 0a 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AR9 S. pilosus 0a 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL10 S. rochei 26+0.5ed 0j 30+0.2en Ov 354+0.1eC OH 36 £0.100 ov
AL11 S. rochei 25 +0.2e¢ 0j 24 £0.4ep Ov 0B OH 30 £0.10P ov
AR12 S. drozdowiczii 0a 0j 22+0.5eq  20+0.3ex 0B OH 30 +£0.20P 26 £0.20 W
AR13  S. hyderabadensis 0a 0j Om Ov 0B OH 30 £0.4eP ov
AR14  S. plumbiresistens 0a 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AR15 S. ambofaciens Oa 0j Om 30 £0.10y 0B OH 0K 24 +£0.20X
AL16 S. intermedius 0a 0j 24+0.2ep  28+0.2eZ 0B OH 28 +£0.50Q 32 £0.5eY
AL17 S. intermedius 0a 0j 20 £0.6er Ov 0B OH 0K ov
AL18 S. pilosus 0a 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL19 S. intermedius 36 +£0.10f 0j 22+0.20q Ov 25+0.2eD OH 32 +0.2eR ov
AL20 S. albogriseolus 0a 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL21 S. albogriseolus 0a 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL22 S. intermedius 0a 0j Om Ov 0B OH 3040.20P ov
AL23 S. intermedius Oa 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL24 S. gaidamensis Oa 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL25 S. intermedius Oa 0j Om 22+40.10 A 0B OH 0K 24+40.50X
AR26 S. intermedius 15+0.2e¢g  25+0.2ek  28+0.3o0s  25+0.2ew 10 +0.4eE 18+0.3el 35+0.10S 30 +0.40Y
AL27 S. mutabilis Oa 0j 30+0.20n Ov 0B OH 35+0.10S ov
AL28 S. pluricolorescens 35 +0.4ch 0j 40 +0.60t Ov 0B OH 40 +£0.50T ov
AL29 S. mutabilis Oa 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AL30 S. albiaxialis 30 +0.20b 0j Om Ov 35+0.2¢C OH 0K ov
AR31  S. hyderabadensis 25 +0.2ce 0j 25+0.3eu Ov 0B OH 25+0.2eU ov
AR32 S. tendae Oa 25 £0.1ck Om 20+0.10x 0B OH 0K 07 £0.50Z
AR33 S. intermedius Oa 0j 25+0.2eu Ov 28+0.20F OH 30 +£0.56P ov
AR34 S. tendae 30 +0.10b 0j Om Ov 0B OH 30 £0.4eP ov
AR35 S. pilosus 25+0.20e 0j 24 +0.1ep Ov 0B OH 3540.10S ov
AR36 S. intermedius Oa 0j 28+0.2e5 Ov 0B OH 32+0.2eR ov
AR37 S. tendae Oa 28 £0.3ol Om 22 +0.50A 0B 26+0.20] 0K 30 £0.2o0Y
AR38 S. pilosus Oa 0j Om Ov 0B OH 0K ov
AR39 S. tendae 30+0.5eb 28 +0.2el 24+0.4ep  20+0.2ex 20+0.5¢G 18+0.4el 30+0.1eP 25+0.1e N
AR40 S. radicis 20 £0.6e0i 0j Om Ov 20+0.40G OH 28+0.20Q ()Y

o Croissance partielle 0 Aucune inhibition ¢ Inhibition totale de la croissance e Faible croissance
* Selon la collection de nucléotides de la base de données EzTaxon. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n =
3). Des lettres ou symboles différents au sein d’une méme colonne indiquent des différences significatives entre les souches
(ANOVA a un facteur suivie du test de Tukey, p < 0,05). Les analyses statistiques ont été réalisées séparément pour chaque
pathogene et pour chaque milieu de culture. Un milieu non inoculé a été utilisé comme témoin négatif dans chaque expérience.
Un témoin positif (Gentamicine) a également été utilisé mais n’est pas présenté dans le tableau.
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Tableau. 18 Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des isolats actinobactériennes
endophytes bioactives vis-a-vis les bactéries pathogenes de référence (S. aureus 29213, E. coli

29522, P. aeruginosa 29553 et S. typhimurium 14028)

Gram - Gram +
P. aeruginosa 29553 Egggg S. typhimurium 14028 S. aureus 29213
CMI (pg mL-1)

Isolats TSA ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2
AJL1 62.5 ND 4 31.25 62.5 ND 4 ND
AJR2 8 ND 4 ND 8 8 8 ND
AJR3 31.25 ND 31.25 ND 8 ND 8 ND
AlL4 ND ND ND ND ND ND 125 ND
AJR5 4 ND 4 4 4 ND 4 ND
AJL6 4 ND 4 ND 4 ND 4 ND
AJR7 8 31.25 31.25 31.25 8 8 8 31.25
AJR8 8 ND 31.25 ND 8 ND 31.25 ND
AJL9 31.25 ND 62.5 ND ND ND 31.25 ND
AJL10 31.25 ND 31.25 ND 62.5 ND 8 ND
AJR11 8 ND 31.25 ND 31.25 ND 8 ND
AJR12 62.5 ND 125 ND ND ND 31.25 ND
AJL13 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND 125 125
AJR14 125 ND 125 ND 125 ND 62.5 ND
AJL15 ND ND 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND
AJR16 8 ND 8 ND 31.25 ND 8 ND
AJL17 ND ND ND ND ND ND ND ND
AJR18 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND 31.25 ND
AJR19 31.25 ND 31.25 ND 62.5 ND 31.25 ND
AJR20 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND 31.25 ND
AJR21 62.5 ND 62.5 ND 125 ND 31.25 ND
AJR22 ND ND 62.5 ND ND ND 31.25 ND
AJR23 4 ND 62.5 ND 62.5 ND 31.25 ND
AJR24 31.25 ND 62.5 ND 125 ND 31.25 ND
AJL25 4 ND 31.25 ND 31.25 ND 8 ND
AJR26 62.5 ND 62.5 ND 31.25 ND 31.25 ND
AJR27 62.5 ND 31.25 ND 62.5 ND 8 ND
AJR28 62.5 ND 62.5 ND 31.25 ND 31.25 ND
AJR29 ND ND 31.25 ND 31.25 ND 8 ND
AJL30 ND ND ND ND ND ND ND ND
AJR31 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND
AJR32 4 ND 31.25 ND 8 ND 8 ND
AJR33 31.25 ND 125 ND 31.25 ND 62.5 ND
AJR34 62.5 ND ND ND 62.5 ND 8 ND
AJR35 4 ND 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND
AJR36 8 ND 62.5 62.5 31.25 ND 62.5 62.5
AJR37 ND ND ND ND ND ND ND ND
AJR38 31.25 ND 62.5 ND 62.5 ND 31.25 ND
AJR39 8 ND 4 ND 62.5 ND 4 ND
AJLA0 8 ND 4 ND 8 ND 8 ND
AJR41 8 ND 62.5 ND 62.5 ND 62.5 ND
AJR42 31.25 ND 31.25 ND 31.25 ND 8 ND

Les valeurs de CMI sont exprimées en pug/mL en utilisant des dilutions sérielles en deux fois. ND : Non déterminé. Aucune
inhibition n’a été observée a 1000 pg/mL ; les souches ont été considérées comme inactives (CMI > 1000 pg/mL).
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Tableau. 19 Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des Streptomyces endophytes
bioactives vis-a-vis les bactéries pathogénes de référence (S. aureus 29213, E. coli 29522, P.
aeruginosa 29553 et S. typhimurium 14028)

Gram - | Gram +
P. aeruginosa 29553 Egggg S. typhimurium 14028 S. aureus 29213
CMI (pg mL-1)

isolats TSA ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2 TSA ISP2
AL1 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL2 ND ND ND 31.25 ND ND ND ND
AL3 ND ND 8 ND ND ND 62.5 ND
AR4 8 ND 125 ND ND ND 62.5 ND
AR5 4 ND 8 ND ND ND 125 ND
ARG 8 ND 8 ND ND ND 4 ND
AR7 ND ND 8 ND ND ND ND ND
ARS8 ND ND ND ND ND ND ND ND
AR9 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL10 31.25 ND 8 ND 4 ND 4 ND
AL11 31.25 ND 62.25 ND ND ND 8 ND
AR12 ND ND 62.25 62.5 ND ND 8 31.25
AR13 ND ND ND ND ND ND 8 ND
AR14 ND ND ND ND ND ND ND ND
AR15 ND ND ND 8 ND ND ND 62.5
AL16 ND ND 62.25 8 ND ND 8 8
AL17 ND ND 62.25 ND ND ND ND ND
AL18 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL19 4 ND 62.25 ND 31.25 ND 8 ND
AL20 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL21 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL22 ND ND ND ND ND ND 8 ND
AL23 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL24 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL25 ND ND ND 62.5 ND ND ND 62.5
AR26 125 31.25 8 31.25 125 125 4 8
AL27 ND ND 8 ND ND ND 4 ND
AL28 4 ND 4 ND ND ND 4 ND
AL29 ND ND ND ND ND ND ND ND
AL30 8 ND ND ND 4 ND ND ND
AR31 31.25 ND 31.25 ND ND ND 31.25 ND
AR32 ND 31.25 ND 62.5 ND ND ND 125
AR33 ND ND 31.25 ND 8 ND 8 ND
AR34 8 ND ND ND ND ND 8 ND
AR35 31.25 ND 62.25 ND ND ND 4 ND
AR36 ND ND 8 ND ND ND 8 ND
AR37 ND 31.25 ND 62.5 ND 31.25 ND 8
AR38 ND ND ND ND ND ND ND ND
AR39 8 31.25 62.25 62.5 62.5 125 8 31.25
AR40 62.5 ND ND ND 62.5 ND 8 ND

Les valeurs de CMI sont exprimées en pg/mL en utilisant des dilutions sérielles en deux fois. ND : Non déterminé. Aucune
inhibition n’a été observée a 1000 pg/mL ; les souches ont été considérées comme inactives (CMI > 1000 pg/mL).

5. Sensibilité aux antibiotiques des actinomycetes endophytes

La sensibilité des isolats endophytes aux antibiotiques a été évaluée vis-a-vis de 24
antibiotiques. Toutes les souches se sont révélées résistantes a 1’acide nalidixique, au
cotrimoxazole, a la polymyxine, au céfixime, a la ceftazidime, a la céfalexine, a la cefotaxime,
a la céfazoline, a I’oxacilline, a la pénicilline G, a I’ampicilline et a I’amoxicilline.

De plus, 36 isolats sont résistants a la clindamycine, 28 a I’érythromycine, 25 a la tétracycline,
23 a la rifampicine, 16 a I’'imipénéme et 12 au chloramphénicol. Les souches ARS8, ALI1S,
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AL22, AR34 et AR40 sont résistantes a la vancomycine, tandis qu’AL22 et AL30 présentent
également une résistance a la gentamicine.

La plupart des isolats sont tres sensibles a la streptomycine, a I’exception d’AL28,
AL30 et AL37. De méme, toutes les souches sauf AL30 sont sensibles a la kanamycine. Il est
a noter que tous les isolats résistants a au moins 12 antibiotiques. L’isolat AL30 présentait le
profil de résistance le plus large, montrant une résistance a 20 des 24 antibiotiques testés
(Tableau. 20) et (Annexe 7). Ces résultats mettent en évidence une variation significative de
la résistance aux antibiotiques parmi les isolats, reflétant possiblement des traits adaptatifs
développés en réponse aux pressions selectives de leurs habitats d’origine.
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Tableau. 20 Profil de résistance aux antibiotiques des Streptomyces endophytes associés aux racines et
aux feuilles d’especes d’Artemisia collectées dans les régions sud-est, sud-ouest et sud de I’ Algérie

| Profil de résistance des isolats-Streptomyces aux antibiotiques

Isolats OX P AMP AX IPM CFM CAZ CN CTX KzZ VA Pol GEN AK TOB S K E CD TE C RD COT NA
ALl R R R R S R R R R R S R S S S S S § S R | | R R
AL2 R R R R S R R R R R S R S S S S S | S | S S R R
AL3 R R R R R R R R R R S R S S S S § § S | S S R R
AR4 R R R R R R R R R R | R | S S S S R R R R | R R
AR5 R R R R | R R R R R S R S S S S S | R | | R R R
ARG R R R R R R R R R R | R | S S S § R R R | R R R
AR7 R R R R S R R R R R S R S S S S S R R R | | R R
ARS8 R R R R | R R R R R R R S S | S S | R R S R R R
AR9 R R R R S R R R R R S R S S | S § S R | | R R R

AL10 R R R R R R R R R R | R S S S S S R R R S R R R

AL11 R R R R S R R R R R S R S S S S S R R | S | R R

AR12 R R R R R R R R R R | R S S S S S§ R R R S R R R

AR13 R R R R S R R R R R S R S S S S S§ R R S § R R R

AR14 R R R R R R R R R R S R S S S S S R R R R R R R

AR15 R R R R R R R R R R | R S S | S § R R R R R R R

AL16 R R R R S R R R R R S R S S | S S R R R R R R R

AL17 R R R R S R R R R R | R | S S S S R R S | | R R

AL18 R R R R R R R R R R R R S S | S S R R R | R R R

AL19 R R R R S R R R R R S R S S S S S R R S | S R R

AL20 R R R R | R R R R R S R S S S S S § R S S S R R

AL21 R R R R R R R R R R S R S S S S S § R R S R R R

AL22 R R R R R R R R R R R R R S S S S | R R | R R R

AL23 R R R R | R R R R R S R S S S S S § R S S S R R

AL24 R R R R R R R R R R | R S S S S S R R R R R R R

AL25 R R R R R R R R R R | R S S S S S R R R S R R R

AR26 R R R R | R R R R R S R S S S S S R R R | S R R

AL27 R R R R R R R R R R | R S S S S S R R R | R R R

AL28 R R R R R R R R R R S R | S | R S§ R R | | | R R

AL29 R R R R R R R R R R S R S S S S S R R | R | R R

AL30 R R R R | R R R R R S R R S S R R R R R R R R R

AR31 R R R R | R R R R R S R S S S S S | | R S R R R

AR32 R R R R S R R R R R S R S S S S S R R S | S R R

AR33 R R R R S R R R R R S R | S | | S R R R R S R R

AR34 R R R R S R R R R R R R | S | S S R R R R R R R

AR35 R R R R | R R R R R S R S S | S S | R R S R R R

AR36 R R R R R R R R R R S R | S | S S R R R R R R R

AR37 R R R R | R R R R R | R | | | R | R R R R R R R

AR38 R R R R S R R R R R | R S S S S S R R S | | R R

AR39 R R R R S R R R R R S R | S | S S R R S S | R R

AR40 R R R R | R R R R R R R | S | S S R R R R R R R

(OX) oxacilline (5 pg/disque), (P) pénicilline G (10 pg/disque), (AMP) ampicilline (10 pg/disque), (AX)
amoxicilline (25 pg/disque), (IPM) imipénéme ( 10 pg/disque), (CEM) céfixime (5 pg/disque), (CAZ) ceftazidime
(30 pg/disque), (CN) céphalexine (30 pg/disque), (CTX) céfotaxime (30 pg/disque), (KZ) céfazoline (30
pg/disque), (VA) vancomycine (30 pg/disque), (Pol) polymyxine (300U), (GEN) gentamicine (10 pg/disque),
(AK) amikacine (30 pg/disque ) ), (TOB) tobramycine (10 pg/disque), (S)streptomycine (10 pg/disque), (K)
kanamycine (30 pg/disque), (E) érythromycine (15 pg/disque), (CD) clindamycine (2 pg/disque), (TE) tétracycline
(30 pg/disque), (C) chloramphénicol (30 pg/disque), (RD) rifampicine (30 ug/disque), (COT) cotrimoxazole (25
ug/disque) et (NA) acide nalidixique (30 pg/disque).

Degré de sensibilité : résistant (0,0 & 9,9 mm) ; intermédiaire (10-19,9 mm) ; sensible (>20 mm).

6. Solubilisation du phosphate
Parmi les 82 isolats endophytes, 25 ont montré une capacité de solubilisation du
phosphate sur le milieu gélosé de Pikovskaya, produisant des halos clairs autour des
colonies.
L’indice de solubilisation (IS), calculé comme le rapport entre la somme du diameétre
du halo et de la colonie et le diamétre de la colonie, variait de 1,14 a 2,00. Sur la base
des valeurs d’IS, la capacité de solubilisation a été classée comme faible (IS < 1,4) ou
modérée (1,4 <IS <2,0).
Toutes les souches solubilisatrices de phosphate appartenaient au genre Streptomyces,
a I’exception de I’isolat AJL17, identifiée comme Nonomuraea.
Un résumé des valeurs moyennes d’IS + écart-type et des catégories de solubilisation
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est présenté dans le Tableau. 21 et figure.27

La plupart des souches présentaient une capacité de solubilisation modérée, avec des
valeurs d’IS comprises entre 1,41 et 2,00, parmi elles, les isolats AJL1, AJR14, AJR18,
AJR20, AJR31, AJR32, AJR35, AJR41, AR14, AR31, AR37, AL1, AR5 et AR4
figuraient parmi les solubilisateurs de phosphate les plus efficaces, suggérant leur
potentiel d’utilisation pour favoriser la croissance des plantes en conditions de carence
en nutriments.

Ces résultats appuient 1’hypothése selon laquelle certains isolats endophytes, en
particulier du genre Streptomyces, peuvent constituer de bons candidats biofertilisants,
notamment dans les sols dégradés ou salins.

Tableau.21 Indice de solubilisation du phosphate (IS) (Moyenne + écart type) des
actinobacteries endophytes associées aux racines et aux feuilles d’espéces d’Artemisia
collectées dans les régions du sud-est, du sud-ouest et du sud de I’ Algérie

Isolats Indice de solubilisation du phosphate (IS) Niveau d’activité
(Moyenne + écart type) (mm)

Témoin (négatif) 0.00+0.00 -
AL1 1.58 £0.10 Modérée
AL3 1.30+0.30 Faible
AR4 1.41+£0.40 Modérée
AR5 1.50+0.10 Modérée
ARG 1.18 +0.20 Faible
AR14 1.73+£0.10 Modérée
AR31 1.66 £ 0.30 Modérée
AR34 1.22+0.10 Faible
AR37 1.66 £0.20 Modérée
AR38 1.34+0.10 Faible

AJR14 2.00+0.10 Modérée
AJR35 1.77 £ 0.03 Modérée
AJL1 1.77 £ 0.02 Modérée
AJR4A1 1.73+0.01 Modérée
AJR31 1.71+£0.01 Modérée
AJR32 1.66 £ 0.01 Modérée
AJR20 1.55+0.01 Modérée
AJR18 1.54 +£0.01 Modérée
AJR36 1.26 +0.01 Faible
AJL17 1.22+0.01 Faible
AJR3 1.16 £ 0.01 Faible
AJR11 1.16 £0.01 Faible
AJR42 1.16 £ 0.02 Faible
AJR7 1.14+0.01 Faible
AJR38 1.14+0.01 Faible

Les valeurs moyennes de I’indice de solubilisation (IS) ont été calculées a partir de mesures effectuées en triplicat,
sur la base du rapport entre le diamétre du halo plus celui de la colonie et le diamétre de la colonie sur le milieu
gélosé de Pikovskaya. Les résultats reflétent des capacités variables de solubilisation du phosphate parmi les
isolats, classees comme suit : faible (IS < 1,4) et modérée (1,4 < 1S <2,0).
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AL1 AL3 AR4 AR5 AR6 AJKLA7
S. collinus  S. albogriseolus S. tendae S. niveoruber S, xinghaiensis N. aridisoli
AR31 AR34 AR37 AR38 AR14
S. hyderabadensis S. tendae S. tendae S. pilosus S. plumbiresistens

Figure.27 Solubilisation du phosphate par des isolats endophytes associés aux racines et aux
feuilles d’espéces d’Artemisia collectées dans les régions du sud-est, du sud-ouest et du sud de
I’ Algérie, évaluée a I’aide du milieu gélosé de Pikovskaya.

7. Recherche d'enzymes extracellulaires chez les actinomycetes

endophytes

Un total de 82 isolats endophytes a été évalué pour la production de huit enzymes
extracellulaires (amylase, protéase, cellulase, lipase, estérase, pectinase, gélatinase et
xylanase). Parmi eux, vingt isolats (AJR3, AJR7, AJL9, AJL10, AJR11, AJL13,
AJR14, AJL17, AJR18, AJR20, AJR35, AJR36, AJR37, AJR38, AJR41, AJR42, AL1,
AL3, AR4 et ARS) ont produit ’ensemble des enzymes testées, tandis que d’autres,
telles qu’AR6, AR9, AL22 et AL30, en ont produit sept. L’isolat AJR16 (Nocardiopsis)
a produit toutes les enzymes sauf la gélatinase.

La majorité de ces isolats ont été identifiés comme appartenant au genre Streptomyces,
a I’exception d’AJL17 et AJR37, classés dans le genre Nonomuraea (Tableau.22, 23
et Figure. 28, 29).

Pour I’ensemble des isolats la collection, I’amylase et la protéase ont été les plus
fréguemment détectées, alors que la Xxylanase et la gélatinase sont les moins
représentées.

Tous les isolats se sont révélé catalase-positifs (Figure.30), avec une majorité
présentant une activité de niveau moyen pour la plupart des enzymes. Toutefois,
certaines souches se sont démarquées par des activités particulierement élevées ; la
pectinase chez AL1, AL3, AR14 et AL23 (jusqu’a 27,0 £ 0,10 mm), ’amylase chez
AR14, AL30 et AR32 (jusqu’a 27,5 += 0,10 mm), la protéase chez AR15 (22,5 = 0,40
mm) et la lipase chez AR9 (21,5 = 0,20 mm).

Les isolats AL1, AL3, AR4 et AR5 ont présenté des profils enzymatiques
complets pour I’ensemble des enzymes évaluées, avec des zones d’activité
significativement supérieures pour la plupart des enzymes testées (p < 0,05, ANOVA
a un facteur suivie du test post hoc de Tukey), confirmant leur potentiel
biotechnologique en tant que producteurs prolifiques d’enzymes hydrolytiques
d’intérét industriel.
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Tableau.22 Production d’enzymes extracellulaires par des actinobactéries endophytes
associées aux racines et aux feuilles d’Artemisia judaica L. ssp. sahariensis, collectées a Oued
Djerat (Djanet) et Djebel Ilamane (Tamanrasset), en Algérie.

Enzymes extracellulaires
Isolats Amylase Cellulase Protease Lipase Esterase Pectinase Xylanase Gelatinase
AJL1 - - +++ +++ ++ +++ + +
AJR2 +++ - +++ ++ ++ + - -
AJR3 + +++ + +++ +++ +++ +++ +
AlL4 +++ +++ + ++ ++ ++ +++ -
AJR5 +++ - +++ ++ ++ + - -
AJL6 +++ - +++ ++ - + - -
AJR7 + ++ +++ +++ ++ +++ +++ +
AJR8 + - +++ + - + - -
AJL9 +++ + + +++ ++ ++ ++ +
AJL10 +++ + + +++ ++ ++ ++ +
AJR11 + + ++ ++ ++ +++ +++ +
AJR12 ++ - +++ ++ - ++ - -
AJL13 +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +
AJR14 +++ +++ ++ +++ ++ ++ +++ +
AJL15 +++ + +++ + - +++ ++ -
AJR16 + + ++ ++ ++ +++ +++ -
AJL17 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +
AJR18 +++ + +++ ++ ++ +++ ++ +
AJR19 - - +++ +++ ++ + ++ -
AJR20 +++ + +++ + ++ +++ ++ +
AJR21 - ++ ++ ++ - + ++ -
AJR22 - + ++ +++ - + ++ -
AJR23 - + ++ +++ - + ++ -
AJR24 - + +++ ++ - ++ ++ -
AJL25 +++ + +++ ++ - + ++ -
AJR26 - + ++ ++ - ++ ++ -
AJR27 - +++ ++ ++ - ++ ++ -
AJR28 - + +++ ++ - ++ ++ -
AJR29 - + +++ ++ - ++ ++ -
AJL30 - - - - - - - -
AJR31 +++ + ++ +++ +++ +++ +++ -
AJR32 ++ + +++ ++ ++ +++ ++ -
AJR33 + + + + - +++ ++ -
AJR34 +++ +++ +++ +++ ++ + +++ -
AJR35 +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +
AJR36 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +
AJR37 ++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +
AJR38 +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +
AJR39 +++ - +++ + - + - -
AJL40 +++ - +++ + - + - -
AJR41 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +
AJR42 ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +

La production extracellulaire d’enzymes la plus élevée : +++; la production extracellulaire d’enzymes moyenne : ++; la
production extracellulaire d’enzymes la plus faible : +; absence de production extracellulaire d’enzymes : —.
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Tableau.23 Production d’enzymes extracellulaires par des Streptomyces endophytes
associés aux racines et aux feuilles d’espéces d’Artemisia collectées dans les régions du
sud-est, du sud-ouest et du sud de 1’ Algérie

Enzymes extracellulaires

Diamétres des halos pour I’enzyme extracellulaire (Moyenne + Ecart-type) (mm)*

Isolats Espéce la plus Amylase Cellulase Protease Lipase Esterase Pectinase Xylanase  Gelatinase Niveau
proche m d’activité
ALl S. collinus 13.0£0.10 19.0+0.10 16.0+0.10 05.0+0.10 07.0+0.30 BSOS 13.0+0.03 + élevée
AL2 S. apricus 16.0+ 0.30 0 0 0 0 0 0 - moyenne
AL3 S.albogriseolus  11.0£0.30 155+0.10 14.5+0.10 10.0+0.30 050+0.10 ESIEGEE 10.0+0.30 + élevée
AR4 S. tendae 12.0+0.10 12.0+0.30 18.0+0.30 11.0+0.10 09.0+0.40 18.0+0.10 09.0+0.20 + moyenne
AR5 S. niveoruber 18.0+ 0.10 10.5+0.50 14.0+0.20 15.0+0.10 11.0+0.10 12.0+0.30 13.5£0.40 + moyenne
ARG S. xinghaiensis 19.5+0.20 09.0+0.30 11.0+0.10 12.0+0.30 05.5+0.50 12.5+0.10 0 + moyenne
AR7 S. intermedius 19.0+ 0.10 0 17.0+0.20 0 0 17.0+0.20 0 - moyenne
ARS8 S. rochei 18.0£ 0.30 0 15.0£0.20 10.5+0.10 0 08.0+0.20 0 - moyenne
AR9 S. pilosus 05.0+0.20 08.5+0.30 0 BIBEOBE 11.0+020 17.0£0.30 17.0+0.20 + élevée
AL10 S. rochei 06.5+ 0.20 0 14.0+ 0.10 10.0+0.20 0 14.0+ 0.30 0 - moyenne
AL11 S. rochei 15.0+ 0.10 0 17.0+0.30 06.5+0.30 0 11.0+ 0.20 0 - moyenne
AR12 S. drozdowiczii 0 0 12.0+0.20 05.5+0.20 0 0 0 - moyenne
AR13 S. hyderabadensis 0 0 15.0+ 0.30 0 0 0 0 - moyenne
AR14  S.plumbiresistens EillSEION 09.5+ 0.40 0 0 13.0+0.30 ESIEONE 08.0+0.30 + élevée
AR15 S. ambofaciens 12.5+ 0.30 0 11.0£ 0.30 0 20.0£0.30 0 - élevée
AL16 S. intermedius 07.0+£0.20 0 12.0£0.30 12.0+0.20 0 18.0+ 0.10 0 - moyenne
AL17 S. intermedius 14.0+ 0.50 0 0 0 0 0 0 - moyenne
AL18 S. pilosus 0 0 09.5+ 0.10 0 0 0 0 - faible
AL19 S. intermedius 0 0 10.0+ 0.40 0 0 0 0 - faible
AL20 S. albogriseolus 0 0 17.5+ 0.20 0 0 15.0+ 0.10 0 - moyenne
AL21 S. albogriseolus ~ 15.5+ 0.10 0 09.5+0.10 08.0+0.10 0 20.0£ 0.50 0 moyenne
AL22 S. intermedius 205£0.10 085+0.10 10.0+0.10 06.5+0.10 06.0+0.10 19.5+0.10 0 + moyenne
AL23 S. intermedius 0 0 10.5+0.10 09.5+0.40 0 0 - élevée
AL24 S. qaidamensis 10.0+ 0.10 0 05.0+0.20 0 0 17.0+ 0.10 0 - moyenne
AL25 S. intermedius 18.0+ 0.30 0 10.0+ 0.10 0 0 12.0+ 0.30 0 - moyenne
AR26 S. intermedius 17.0+ 0.10 0 16.0+ 0.10 13.0+0.40 0 0 0 - moyenne
AL27 S. mutabilis 13.0+ 0.20 0 11.0£0.30 09.0+0.10 0 0 0 - moyenne
AL28 S. 08.0+£0.10 0 14.0 £0.10 06.0+0.10 0 20.0+£0.10 0 - moyenne
pluricolorescens
AL29 S. mutabilis 07.0+ 0.30 0 14.5+ 0.50 0 0 16.0+0.10 0 - moyenne
AL30 S. albiaxialis EBOEONE 090+0.10 10.0£0.10 12.0£0.30 18.0+0.10 15.0+0.30 0 + élevée
AR31 S. hyderabadensis 0 12.5+ 0.50 0 155+ 0.10 09.0+0.10 18.0+0.50 0 + moyenne
AR32 S. tendae 21.5+0.10 0 0 0 0 0 0 - élevée
AR33 S. intermedius 0 0 11.0+0.10 0 0 0 0 - moyenne
AR34 S. tendae 05.0+0.10 10.5+0.10 0 0 08.0+0.30 15.0+0.10 16.0+0.10 + moyenne
AR35 S. pilosus 19.0+ 0.40 0 0 0 10.0+£0.10 18.0+£0.30 17.0+0.20 + moyenne
AR36 S. intermedius 14.0£ 0.10 0 0 05.0+0.10 0 0 0 + moyenne
AR37 S. tendae 06.0+0.30 11.0+£0.10 0 0 07.0+0.20 0 18.5+ 0.10 + moyenne
AR38 S. pilosus 140+ 0.10 10.0+0.40 0 0 15.0+0.10 20.0+0.10 18.0+0.10 + moyenne
AR39 S. tendae 0 0 15.5+ 0.10 0 0 0 0 - moyenne
AR40 S. radicis 0 0 0 11.0+£0.10 0 0 0 - moyenne

* Diamétres des halos pour I’enzyme extracellulaire = Diamétre total (colonie + halo) — Diamétre de la colonie
Production de gélatinase : positive (+) ; absence de production de gélatinase : négative (). m Selon les souches types
répertoriées dans EzTaxon. Diamétres estimés des halos (mm) et niveaux correspondants d’activité enzymatique, classés
comme faible (1-10 mm), moyenne (11-20 mm) et élevée (>21 mm), conformément & Sreevidya et al. (2016).
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Figure. 28 Production d’enzymes extracellulaires par des isolats endophytes associés aux
racines et aux feuilles d’Artemisia judaica L. ssp. sahariensis, collectées a Oued Djerat (Djanet)
et Djebel Ilamane (Tamanrasset), Algérie.
A : protéase ; B : amylase ; C : cellulase ; D : lipase ; E : estérase ; F : pectinase ; G : xylanase.

AL1 AL1 AL1
S. collinus S. collinus S. collinus S. collinus S. collinus S. collinus S. collinus
AR4 AR4 AR4 AR4 AR4 AR4
S. tendae S. tendae S. tendae S. tendae S. tendae
’ [L] ¢ -
AL3 AL3 AL3 AL3
S. albogriseolus S. albogriseolus S. albogriseolus S. albogriseolus 8. albogriseolus S. albogriseolus S. albogriseolus
ARS AR5 ARS ARS
S. niveoruber S. niveoruber S. niveoruber S. niveoruber S. niveoruber S. niveoruber S. niveoruber

Figure. 29 Production d’enzymes extracellulaires par des isolats endophytes de Streptomyces
associés aux racines et aux feuilles d’espéces d’Artemisia collectées dans les régions du sud-
est, du sud-ouest et du sud de I’ Algérie.
A :amylase ; B : lipase ; C : xylanase ; D : pectinase ; E : estérase ; F : protéase ; G : cellulase.
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Figure. 30 Production de catalase par quelques isolats endophytes

8. Caractéristiques biotechnologiques des actinobactéries endophytes
Les analyses statistiques ont confirmé des différences significatives entre les souches
d’actinobactéries endophytes comparées aux témoins négatifs (p <0,05). Le test HSD de Tukey
a en outre révélé une variabilité nette entre les isolats. Les souches de Streptomyces AJR14,
AJR35, AJL1, AJR41, AJR31 et AR14 se classent parmi les solubilisateurs de phosphate les
plus efficaces (IS > 1,7), tandis que AJR3, AJR7, AJR11, AJR38, AJR42 et ARG figurent
parmi les moins actifs (IS < 1,2).

Concernant la tolérance au sel, I’isolat AR5 a montré une capacité de croissance a des
concentrations de NaCl allant jusqu’a 20 %, tandis que les isolats AJR11, AJL15, AJR16,
AJR27, AJR36, AJR38, AJR41, AR4 et AL30 ont pu croitre jusqu’a 15 %. Les autres isolats
étaient limités a 5-10 %.

L’ANOVA a également confirmé une variation significative de [Dactivité
antibactérienne : AJR5, AJL6, AJR39, AJR2, AJL40 et AL28 ont produit les plus larges
zones d’inhibition (jusqu’a 40 £ 0,5 mm sur TSA), tandis que le milieu ISP2 a montré peu ou
pas d’activité.

Ces résultats mettent en évidence la diversité fonctionnelle considérable des isolats et

soulignent le potentiel biotechnologique de certaines souches pour des applications agricoles et
antimicrobiennes.
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Discussion

Cette étude met en évidence la diversité et le potentiel biotechnologique des
actinobactéries endophytes associées au genre Artemisia, dont plusieurs souches présentent des
activités antibactériennes et enzymatiques remarquables. Elle étend les travaux antérieurs en
intégrant des isolats issus d’habitats encore peu explorés, tels que Sebkha-Ezzemoul, Djebel
Bou Arif, Djebel Arris, Oued Djerat, Djebel llamane, Djebel Aissa, Al Mansourah et El Hamel.
Caractérisées par des climats semi-arides et arides, ces régions demeuraient largement
inexplorées sur le plan de leur diversité microbienne. Nos résultats soulignent ainsi le role de
ces écosystemes comme réservoirs prometteurs d’actinobactéries endophytes dotées d’un
intérét pharmaceutique et biotechnologique.

Les recherches antérieures se sont concentrées sur Artemisia herba-alba Asso collectée
dans le sud-est de 1’Algérie, notamment a Batna, Biskra et Ouled Djellal (Djemouai et al.
2024). D’autres études ont signalé la présence de Streptomyces associés a Artemisia annua en
Chine (Li et al. 2013) et a Artemisia herba-alba en Egypte (El-Shatoury et al. 2022), ce qui
souligne la large distribution géographique de ce genre au sein du microbiome d’Artemisia.

Des études supplémentaires ont rapporté la présence de Streptomyces dans la
rhizosphere d’Artemisia herba-alba et d’autres plantes médicinales des zones arides d’Algérie
(Djemouai et al. 2022b ; Aouar et al. 2012).

Au total, 82 souches d’actinobactéries endophytes ont été isolées a partir des racines et
des feuilles d’espéces d’Artemisia en utilisant quatre milieux d’isolement différents, dont 52
issues des racines et 30 des feuilles. Cette prédominance des isolats d’origine racinaire est en
accord avec des travaux antérieurs montrant que les actinobactéries sont le plus souvent
récupérées a partir des racines, suivies des tiges puis des feuilles (Qin et al. 2009 ; Gangwar
et al. 2014). Elle reflete également la tendance générale a une diminution de la diversité
microbienne du sol vers les tissus internes des plantes, en raison de la réduction progressive du
réservoir microbien et de 1’accroissement de la sélectivité de 1’hdte (Edwards et al. 2015 ;
Tkacz et al. 2015 ; Compant et al. 2021 ; Wang et al. 2023). Ce schéma refléte le role de
I’origine tellurique des actinobactéries, qui favorise leur interaction avec les racines et leur
pénétration dans 1’endosphére pour y établir des associations bénéfiques, tandis que les
barriéres internes de la plante participent activement au filtrage de la colonisation microbienne
(Tkacz et al. 2015 ; Compant et al. 2021).

La composition des milieux de culture a joué un rdle déterminant dans la diversité et
I’abondance des actinobactéries endophytes isolées. Les formulations enrichies (FSA, FAA,
MPA et TSB), supplémentées en extraits de plantes et en phosphate naturel afin de reproduire
les environnements associés aux végétaux, ont favorisé I’isolement de divers taxons au-dela des
Streptomyces. Cette stratégie, déja démontrée efficace pour les plantes médicinales et
désertiques (El-Shatoury et al. 2022 ; Passari et al. 2017 ; Wang et al. 2023 ; Tiwari et
Gupta, 2012), a permis I’isolement de genres rares tels que Micromonospora, Nonomuraea,
Nocardiopsis et Gordonia, soulignant son intérét pour la capture d’une plus grande diversité
microbienne. Le taux ¢élevé de récupération d’actinobactéries endophytes sur le milieu FSA
refléte probablement sa composition a base de farine de soja, qui favorise les taxons a croissance
lente tout en limitant la prolifération des micro-organismes a croissance rapide (Koech et al.
2025).

Parmi les 82 isolats obtenus, 36 proviennent de Tamanrasset. Ce résultat suggére que
les conditions édapho-climatiques rigoureuses de cette région — caractérisées par des sols
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riches en minéraux, une forte aridité et des amplitudes thermiques extrémes — favorisent la
sélection d’actinobactéries tolérantes au stress et dotées d’une grande polyvalence métabolique.
Des observations similaires ont été rapportées dans d’autres zones hyperarides, ou les
actinobactéries jouent un role clé dans I’amélioration de la résilience des plantes face aux
contraintes environnementales (Gonzélez et al. 2023). Les isolements et identifications
antérieurs de nouvelles espéces a partir d’échantillons provenant de Tamanrasset renforcent
cette observation (Boubetra et al. 2013 ; Boudjelal et al. 2015 ; Bouras et al 2015 ; Lahoum
etal. 2016). Le milieu FSA s’est révélé performant sur I’ensemble des huit sites échantillonnés,
ce qui pourrait étre lié aux caractéristiques pédologiques et a I’altitude locale. De telles
corrélations entre la sélectivité des milieux de culture et les conditions d’habitat ont déja été
documentées dans la littérature (Qin et al. 2011 ; Passari et al. 2017 ; Koech et al. 2025).

Les analyses morphologiques et moléculaires ont permis d’identifier cinq genres
d’actinobactéries endophytes a partir des racines et des feuilles d’Artemisia spp, avec une
prédominance de Streptomyces (85.37 %), confirmant son adaptabilité aux environnements
arides (Djemouai et al. 2024 ; Qin et al. 2009 ; Gonzalez et al. 2023 ; Li et al. 2012 ;
Djemouai et al 2022a, b Worsley et al. 2020). Les autres genres étaient Micromonospora (8.54
%), Nonomuraea (3.66 %), Gordonia (1.22 %) et Nocardiopsis (1.22 %), dont les
caractéristiques morphologiques et moléculaires correspondaient aux descriptions connues
(Bouras et al.2015 ; Parte et al. 2012 ; Li et al. 2011). Nocardiopsis a été isolé pour la
premiere fois chez Artemisia judaica L. spp. saharensis, suggérant une association plante—
microorganisme potentiellement nouvelle. Micromonospora a été détecté dans les deux régions
de Tamanrasset et Djanet, tandis que Nonomuraea et Gordonia étaient limitées a Tamanrasset,
et Nocardiopsis a Djanet. Ces répartitions semblent influencées par des processus de filtrage
environnemental ou par des interactions entre le génotype de 1’héte et son microbiome.

L’analyse phylogénétique des séquences du gene 16S rRNA a révélé que les isolats
étudiés sont étroitement apparentés a des especes connues de Micromonospora, Nonomuraea,
Gordonia et Streptomyces, tout en montrant une divergence notable chez plusieurs souches. En
particulier, les isolats AL18, AR35, AR38, AR13, AR37, AR32 et AR39 se regroupent dans
une branche distincte de 1’arbre phylogénétique (Figure 23), suggérant I’existence de nouveaux
taxons au sein du genre. De méme, 1’isolat AJR42, isolée a Tamanrasset, forme une branche
séparée avec une similarité inférieure a 98,65 % de I’ARNr 16S (Kim et al. 2014) par rapport
a Streptomyces pilosus NBRC 128077, indiquant une possible divergence au niveau spécifique.
Compte tenu des limites de I’ARNr 16S pour la délimitation des espéces, des analyses
complémentaires telles que le séquengage génomique complet, I’Average Nucleotide Identity
(ANI) et I’hybridation ADN-ADN numérique (dDDH) sont nécessaires pour confirmer leur
statut taxonomique et explorer leur potentiel biosynthétique (Chun et al. 2018 ; Nouioui et al.
2018). Ces resultats mettent en évidence la diversité phylogénétique des actinobacteries
endophytes associées a Artemisia spp et soulignent I’importance d’une approche taxonomique
intégrative.

Des recherches récentes se sont de plus en plus orientées vers la découverte de nouveaux
taxons microbiens provenant d’environnements extrémes et encore peu explorés (Mohamed et
al. 2017). Le désert algérien, caractérisé par son climat chaud et aride ainsi que par ses
conditions écologiques particulieres, constitue un cadre prometteur pour la prospection
microbienne. Ces dernieres années, plusieurs études ont mis en évidence la richesse de la

103



Discussion

diversité des actinomycetes présents dans les zones arides d’ Algérie. Notamment, 29 nouvelles
especes d’actinobactéries ont été€ isolées a partir de sols sahariens et de palmeraies, renforgcant
la réputation du désert comme réservoir de biodiversité microbienne encore inexploitée. Parmi
ces nouveaux taxons figurent Saccharothrix tamanrassetensis (Boubetra et al. 2015),
Mzabimyces algeriensis (Saker et al. 2014), Saccharothrix hoggarensis (Boubetra et al.
2013), Saccharothrix ghardaiensis (Bouznada et al. 2017) et Actinopolyspora saharensis
(Meklat et al. 2013). Dans leur ensemble, ces découvertes soulignent le potentiel des biomes
désertiques algériens comme sources de nouveaux actinomycetes dotés de caractéristiques
physiologiques uniques.

Plusieurs actinobactéries endophytes isolées d’Artemisia dans des environnements
extrémes d’Algérie ont montré une tolérance remarquable aux conditions abiotiques. Ainsi, les
souches de Streptomyces AR4, AL30, AJR36, AJR38, AJR27, AJR41, AJR11 et AJL15 ont
toléré jusqu’a 15 % de NaCl, dépassant les précédents rapports algériens (Djemouai et al.
2022b ; Belghit et al. 2021), tandis que la souche AJR16 (Nocardiopsis) a présenté une
tolérance a 15 % de NaCl, en accord avec Nocardiopsis algeriensis isolée de sols sahariens
(Bouras et al. 2015). L’isolat AR5, isolé d’Artemisia herba-alba Asso a Garaet Ezzemoul
(Sebkha), a présenté une croissance a des concentrations de NaCl allant jusqu’a 20 %, alors que
les isolats de Streptomyces précédemment rapportés dans cette région ne toléraient que 10 %
(Smati et Kitouni 2019). Ces caractéristiques traduisent une forte adaptation aux conditions
arides et salines, probablement faconnée par la niche endophytique et les pressions abiotiques
locales (Xie et al. 2021).

Les actinobactéries désertiques telles que Streptomyces et Nocardiopsis possedent
souvent des traits fonctionnels bénéfiques, notamment I’osmoprotection, la production de
sidérophores et la solubilisation du phosphate, qui favorisent la survie des plantes hotes dans
des environnements hostiles (Xie et al. 2021 ; Nithya et al. 2018 ; Bahamdain et al. 2025 ;
Liu et al. 2022). Dans ce contexte, les isolats AJR16, AJR41 et particulierement AR5 se
distinguent par leur potentiel écologique et biotechnologique, leurs métabolites halotolérants et
thermostables représentant des candidats prometteurs pour des applications pharmaceutiques
ou industrielles, ainsi que pour des investigations génomiques approfondies sur les mécanismes
de tolérance au stress salin et thermique.

De méme, les souches de Streptomyces AL1, AL3, AL22, AJL15 et AL30, isolées a
partir de feuilles d’espéces d’Artemisia collectées dans des habitats de type sebkha et arides,
ont également montré une halotolérance modérée. Les isolats AJL1, AJL4, AJL10, AL1, AL3
et AL22 ont présenté une croissance en présence de concentrations allant jusqu’a 10 % de NaCl,
tandis que AL30 et AJLI5 ont toléré jusqu’a 15 %.Ces niveaux sont comparables a ceux
observés chez des souches halotolérantes précédemment rapportées, telles que Streptomyces sp.
BKS17, isolée de la rhizosphére d’Artemisia herba-alba en zone aride, qui a toléré jusqu’a 10
% de NaCl (Djemouai et al. 2022b). De méme, la souche Streptomyces LG10, récupérée dans
I’ Atlas saharien inexploité, a pu tolérer 10 % de NaCl mais n’a pas montré de croissance au-
dela de 15 % (Belghit et al. 2021). La tolérance accrue au sel observée chez nos isolats, en
particulier ceux provenant de tissus foliaires, renforce 1’idée que les interactions plante—
endophyte et 1’origine écologique influencent de manicre significative 1’adaptation au stress
salin chez Streptomyces.

La souche Streptomyces sp. AR6, isolée des racines d’Artemisia herba-alba Asso en
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zone aride, a montré une tolérance a des concentrations de NaCl allant jusqu’a 10 % et une
capacité de croissance sur une large plage de températures, de 10 a 50 °C. Ces caractéristiques
physiologiques sont cohérentes avec celles de Streptomyces sp. BT61, rapportée par Djemouai
et al. (2024), également isolée des racines d’Artemisia herba-alba en zone aride. Cependant,
BT61 n’a toléré que jusqu’a 9 % de NaCl et a présenté une croissance uniquement entre 20 et
40 °C. La plus large amplitude thermique et la tolérance saline égale ou supéricure d’AR6
suggerent une meilleure capacité d’adaptation au stress environnemental, probablement li¢e a
son mode de vie endophytique.

Parmi les actinobactéries endophytes isolées d’Artemisia spp. 62 souches appartenant
principalement aux genres Streptomyces, Micromonospora, Nonomuraea et Nocardiopsis ont
montré une activité antibactérienne vis-a-vis les pathogenes de référence (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhimurium). Le genre
Streptomyces était dominant avec 53 isolats actifs, confirmant son réle reconnu comme source
prolifique de métabolites bioactifs (Zin et al. 2007 ; Mingma et al. 2014 ; Baltz et al. 2006).
Sept souches de Micromonospora (AJR2, AJR5, AJL6, AJR8, AJR12, AJR39 et AJL40) se
sont également distinguées par une activité a large spectre, soulignant leur potentiel
biotechnologique. Ces résultats, cohérents avec des travaux antérieurs sur le pouvoir
antimicrobien des actinobactéries endophytes (Graner et al. 2003 ; Verma et al. 2009 ; Li et
al. 2008 ; Strobel et al. 2004), apportent toutefois une contribution nouvelle en identifiant
plusieurs isolats dotés d une activité particulierement étendue. En particulier, les souches AR26
et AR39, capables d’inhiber simultanément les quatre pathogénes testés, apparaissent comme
des candidates prometteuses pour la découverte de nouveaux agents antimicrobiens.

L’isolat AR15 a montré une activité puissante vis-a-vis E. coli, produisant un halo
d’inhibition de 30 £ 0,1 mm. Ce niveau d’activité est comparable a celui de Streptomyces
WABY, préecédemment isolé de sols sahariens, qui a généré un halo de 35 mm (Yekkour et al.
2015). En revanche, les isolats de Streptomyces provenant de la rhizosphére d’Artemisia herba-
alba rapportés par Djemouai et al. (2022a) n’ont montré aucune activité vis-a-vis E. coli. De
méme, les isolats AL19, AL30, AR34 et AR35 ont présenté une forte inhibition de P.
aeruginosa avec des zones respectives de 36 + 0,1 mm, 30 £ 0,2 mm, 30 £ 0,1 mmet 25 £ 0,2
mm. Notamment, AJR23 a produit une zone d’inhibition de 36 mm vis-a-vis P. aeruginosa.
Ces résultats sont comparables, voire supérieurs, a la zone de 29 mm rapportée pour WAB9 par
Yekkour et al. (2015), et contrastent également avec les souches rhizosphériques inactives
décrites par Djemouai et al. (2022a).

Concernant S. aureus, I’isolat AL28 a présenté une activité antibactérienne
remarquable, produisant un halo d’inhibition de 40 + 0,5 mm. Cette valeur dépasse celles
rapportées pour BT84 (24,5 mm ; Djemouai et al. 2024) et AT37 (32 mm ; Driche et al. 2017),
mettant en évidence AL28 comme une souche exceptionnellement active. Par ailleurs, AJR7
s’est distinguée en inhibant I’ensemble des pathogénes testés sur les deux milieux TSA et
ISP2. Ces résultats renforcent I’idée bien établie selon laquelle le genre Streptomyces constitue
une source prolifique de métabolites secondaires bioactifs (Cihak et al. 2017 ; Al-Ansaria et
al. 2019). lls soulignent également le potentiel encore sous-exploité des Streptomyces
endophytes, en particulier ceux associés aux espéces d’Artemisia dans des environnements
extrémes, en tant qu’alternatives prometteuses aux souches d’origine tellurique pour la
découverte de nouveaux agents antimicrobiens.
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L’activité antibactérienne de nos souches de Micromonospora contraste avec les études
antérieures (Ali et al. 2022), ce qui pourrait s’expliquer par la pression de sélection propre a
I’environnement saharien (Guevara-Luna et al. 2024), par les effets de la plante hote
influencant la sélection des endophytes et la production de métabolites (Singha et al. 2021 ;
Gao et al. 2025), ou encore par des difféerences méthodologiques dans les approches
d’isolement et de criblage (Ouchari et al. 2018 ; Waithaka, 2022). La diversité génomique,
incluant la présence de clusters géniques PKS et NRPS, pourrait également rendre compte de
cette variabilité (Komaki et al. 2016). Les isolats AJR19 (Nonomuraea) et AJR16
(Nocardiopsis) ont montré une activité antibactérienne a large spectre, contrairement aux
rapports précédents ou des souches apparentées n’étaient actives que contre S. aureus ou S.
typhimurium (Sabu et al. 2017 ; Li et al. 2012).

Nos résultats soulignent I’importance du milieu de culture dans la mise en évidence de
I’activité antibactérienne des actinobactéries endophytes. Le milieu TSA a produit des zones
d’inhibition plus nettes, probablement en favorisant une croissance équilibrée a la fois des
actinobacteéries et des pathogenes. Plusieurs isolats (AJR3, AJR11, AJR14, AJR18, AJR20,
AJR35, AJR41 et Micromonospora AJL40) n’ont montré une activité que sur TSA, ce qui
suggere que le milieu ISP2 ne favorise pas la production de composés bioactifs. Ces résultats
confirment I’influence de la composition du milieu sur le criblage antimicrobien (Qin et al.
2009 ; Passari et al. 2017 ; Golinska et al. 2015).

Par ailleurs, plusieurs isolats, notamment Streptomyces AJR23, Micromonospora
(AJR2, AJR5, AJL6) et Nocardiopsis AJR16, ont présenté des valeurs de CMI (4-8 pg/mL),
indiquant un fort potentiel antibactérien comparable a celui d’actinobactéries bioactives issues
de sources marines ou associées aux plantes (Girédo et al. 2019).

Plusieurs souches appartenant a Streptomyces (AL28, AJL1, AJR3, AJR7, AJR23),
Micromonospora (AJR2, AJR5, AJR8, AJL6, AJL40, AJR39) et Nocardiopsis (AJR16) ont
présenté une activité antibactérienne forte a modérée, certaines affichant des CMI comprises
entre 4 et 8 pg/mL vis-a-vis S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. Les isolats AL28 et AJR23
(Streptomyces) se distinguent particulierement, avec les plus grandes zones d’inhibition (40 et
36 mm) vis-a-vis P. aeruginosa et S. aureus, correspondant a une CMI minimale de 4 pg/mL.

Ces résultats mettent en évidence la promesse thérapeutique des endophytes provenant
de plantes médicinales désertiques et confirment leur pertinence dans la recherche de nouveaux
antimicrobiens (Azman et al. 2015).

Les profils de sensibilité aux antibiotiques des isolats endophytes ont révélé que toutes
les souches étaient résistantes a I’acide nalidixique, au cotrimoxazole, a la polymyxine, au
céfixime, a la ceftazidime, a la céfalexine, a la céfotaxime, a la céfazoline, a I’oxacilline, a la
pénicilline G, a I’ampicilline et a ’amoxicilline. Ces caractéristiques de résistance sont
coherentes avec les résultats de Djemouai et al. (2022b), qui a rapporté des profils similaires
chez des souches de Streptomyces isolées de la rhizosphére d’Artemisia herba-alba Asso dans
la province de Biskra, au sud-est de I’ Algérie. De méme, les travaux de Passari et al. (2015,
2017), ont montré que les Streptomyces endophytes associés aux plantes médicinales présentent
fréquemment une résistance a la pénicilline G, a I’ampicilline et a I’acide nalidixique.

Dans notre étude, cing isolats (AR8, AL18, AL22, AR34 et AR40) se sont réveélés
résistants a la vancomycine, et deux isolats (AL 22 et AL30) étaient résistants a la gentamicine.
Ces résultats sont comparables a ceux de Passari et al. (2017), qui ont observé une résistance
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a la gentamicine et a la vancomycine chez des Streptomyces endophytes isolés de plantes
médicinales. De telles similarités dans les profils de résistance a travers différentes origines
géographiques suggerent que certaines souches de Streptomyces pourraient partager des
mécanismes de résistance conservés, possiblement liés aux pressions environnementales ou a
leur lignée génétique. Fait intéressant, les isolats AL28, AL30 et AL37 se sont montrés
résistants a la streptomycine, alors que la souche rhizosphérique rapportée par Djemouai et al.
(2022b) y était sensible. Néanmoins, la résistance a la streptomycine a déja été documentée
chez plusieurs Streptomyces endophytes associés aux plantes médicinales (Passari et al. 2015,
2017), ce qui illustre encore la variabilité et 1’adaptabilité de ces organismes dans différents
niches écologiques.

Le phosphore est un nutriment essentiel au développement des plantes, et sa faible
biodisponibilité dans les sols arides et pauvres en nutriments constitue un défi agricole majeur.
Dans cette étude, 25 souches d’actinobactéries endophytes, incluant des Streptomyces ainsi que
I’isolat de Nonomuraea AJL17 ont montré une activité de solubilisation du phosphate, mise en
évidence par des zones claires autour des colonies cultivées sur le milieu de Pikovskaya. Ces
résultats sont en accord avec ceux rapportés par Djemouai et al. (2022a, b), qui ont observe
des caractéristiques similaires chez des souches de Streptomyces isolées de la rhizosphére
d’Artemisia herba-alba dans des régions semi-arides et arides d’Algérie, de sols désertiques
marocains et d’autres environnements (Passari et al. 2015 ; Bashan et al. 2013 ; Hamdali et
al. 2008).

En particulier, les isolats AJL1, AJR14, AJR18, AJR20, AJR31, AJR32, AJR35,
AJR41, AR14, AR31, AR37, AL1, AR5 et AR4 ont présenté une solubilisation modérée du
phosphate, avec des indices de solubilisation (SI) compris entre 1,41 et 2,00. Cette aptitude a
mobiliser le phosphore dans des conditions de carence nutritionnelle souligne la polyvalence
fonctionnelle des actinomycetes endophytes, notamment dans des environnements extrémes ou
le cycle des nutriments est crucial pour la survie des plantes. En mobilisant le phosphate
insoluble, ces souches apparaissent prometteuses en tant que bioinoculants et biofertilisants
pour promouvoir une agriculture durable dans les zones arides affectées par la dégradation des
sols et la salinité (Soumare et al. 2021 ; Iftikhar et al. 2023). Une validation supplémentaire
en conditions de serre et de champ est toutefois recommandée.

Plusieurs souches actinobactériennes endophytes ont présenté une large activité
enzymatique extracellulaire, incluant I’amylase, la protéase, la cellulase, la lipase, I’estérase, la
pectinase, la gélatinase et la xylanase. Dix-huit isolats, principalement affiliés au genre
Streptomyces (AJR3, AJR7, AJL9, AJL10, AJR11, AJL13, AJR14, AJR18, AJR20, AJR35,
AJR36, AJR38, AJR41, AJR42, AL1, AL3, AR4 et ARS), ont produit I’ensemble des enzymes
testées, tandis que Nonomuraea (AJL17, AJR37) et Nocardiopsis (AJR16) ont également révélé
une activite enzymatique étendue. Ces résultats corroborent en partie ceux de Djemouai et al.
(2024), qui ont montré que des souches de Streptomyces endophytes issues des racines
d’Artemisia herba-alba dans les zones arides d’Algérie étaient capables de produire de
I’amylase, de la protéase, de la cellulase, de I’estérase et de la pectinase. Toutefois, les travaux
antérieurs sur des Streptomyces associés a A. herba-alba dans des habitats similaires n’avaient
pas signalé d’activités xylanase ou gélatinase. De maniére intéressante, une étude menée en
Egypte a révélé que des souches de Streptomyces isolées de sols arides produisaient de xylanase
(Swelam et al. 2024), renforcant ainsi le potentiel enzymatique des actinomycétes adaptés aux
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environnements extrémes.

Par ailleurs, certains isolats de notre étude, notamment AL1, AL3, AL30, AR9, AR14,
AR15, AR23 et AR32, ont montré une activité particulierement élevée pour un ou plusieurs
substrats, avec des diamétres de halo supérieurs ou égaux a 21 mm. Ces souches se distinguent
par des profils enzymatiques remarquables, en particulier pour la production d’amylase, de
pectinase, de protéase et de lipase. Ces enzymes, largement exploitées en agriculture et en
biotechnologie, jouent un rdle clé dans la promotion de la croissance végétale, la lutte contre
les pathogenes et de nombreuses applications industrielles (Sreevidya et al. 2016). Leur
présence parmi les endophytes associés a Artemisia suggére un fort potentiel d’exploitation
dans le développement de biofertilisants, d’agents de biocontrdle ou de systémes de production
enzymatique adaptés aux conditions arides.

Bien que les résultats actuels révélent le potentiel métabolique des souches endophytes
de Streptomyces, 1’étude demeure limitée aux tests in vitro d’activités enzymatiques et
antibactériennes, ainsi qu’a I’identification phylogénétique basée sur le gene 16S rRNA. Des
recherches complémentaires sont nécessaires afin d’explorer pleinement leurs capacités
biosynthétiques. Celles-ci devraient inclure le séquencage génomique complet pour
I’identification des clusters de génes codant les métabolites secondaires, ainsi que 1’isolement
et la caractérisation structurale des composés bioactifs. Ces étapes sont essentielles pour évaluer
la pertinence thérapeutique et la viabilité industrielle de ces souches.

La diversité enzymatique des actinobactéries endophytes constitue la base de leur
potentiel biotechnologique et agricole. Des enzymes telles que les cellulases et les protéases
jouent un réle clé dans la conversion de la biomasse et la bioremédiation (Prayogo et al. 2020 ;
Nargotra et al. 2023), tout en renforcant la tolérance des plantes aux stress abiotiques et en
soutenant leur utilisation comme bio-inoculants dans les régions arides (Ebrahimi-Zarandi et
al. 2023 ; Alotaibiet al. 2022). Les recherches futures devraient donc viser a purifier et
optimiser ces enzymes dans des conditions industrielles.

Les actinobactéries issues des environnements désertiques se demarquent
particulierement par leurs aptitudes a produire des enzymes thermostables ou halotolérantes,
ouvrant la voie a des applications durables telles que la production de biocarburants, la
bioremédiation, ainsi que des usages dans les industries alimentaire et pharmaceutique. Ces
résultats enrichissent ainsi les connaissances sur les actinobactéries endophytes associées aux
milieux arides et soulignent leur potentiel en tant que sources de métabolites bioactifs et de bio-
inoculants agricoles adaptés aux conditions extrémes.

Enfin, bien que ce travail apporte des connaissances fondamentales sur la bioactivité des
souches d’actinobactéries endophytes issues d’espéces d’Artemisia dans des environnements
extrémes d’Algérie, une validation dans des conditions réelles demeure nécessaire. Les études
futures devraient évaluer les performances des isolats prometteurs in planta, a la fois en
conditions controlées et en champ, afin de confirmer leurs roles écologiques et leur applicabilité
en agriculture durable, en biocontréle ou en développement pharmaceutique.
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Cette étude a permis d’isoler et de caractériser des actinobactéries endophytes associées
a différentes especes d’Artemisia (Artemisia judaica L. ssp. sahariensis, Artemisia herba alba
Asso et Artemisia campestris), collectées dans des écosystémes extrémes d’ Algérie, notamment
le désert, sebkha et les zones montagneuses (Oued Djerat, Djebel llamane, Djebel Aissa, Al
Mansourah, EI Hamel, Sebkha-Ezzemoul, Djebel Bou Arif et Djebel Arris). Cing genres ont
été identifies : Streptomyces, Micromonospora, Nonomuraea, Gordonia et Nocardiopsis, le
genre Streptomyces étant le plus représenté, confirmant sa forte adaptation aux milieux arides
caractérisés par une salinité elevée et des températures extrémes.

Le genre Streptomyces est reconnu comme un producteur majeur de métabolites
bioactifs (antibactériens, antifongiques, anticancéreux, etc.). Dans ce travail, une premiere
approche a consisté a étudier la diversité des actinomycetes présents dans différents organes
des plants d’Artemisia spp., suivie d’une caractérisation phénotypique et génotypique de
quarante isolats. Dans un second temps, leurs propriétés métaboliques ont été évaluées par
criblage afin d’identifier les souches productrices de biomolécules d’intérét.

Cette ¢tude nous a permis d’évaluer la biodiversité des actinomycétes endophytes isolés
des feuilles et des racines d'Artemisia judaica L ssp. sahariensis, Artemisia herba alba Asso et
Artemisia campestris.

Les plantes d’Artemisia spp. ont été récoltées dans différents biotopes de I'Est et du Sud
de I'Algérie ; Oued Djerat, Djebel Ilamane, Djebel Aissa, Al Mansourah et El Hamel, Sebkha-
Ezzemoul, Djebel Bou Arif et Djebel Arris.

La présente étude constitue I'un des premiers travaux sur la biodiversité des
actinobactéries endophytes d’Artemisia spp. en Algerie.

Le protocole d'isolement et de caractérisation des actinomycétes est base sur l'utilisation
de milieux spécifiques tels que FSA, FAA, MPA, TSB, ISP1, ISP2, ISP4, ISP5 et ISP7.

L’analyse phylogénétique basée sur le géne 16S rRNA a montré que le genre
Streptomyces est abondant chez les espéces d'Artemisia provenant de niches écologiques arides
a forte salinité et dans des environnements extrémement chauds, certains isolats (AL18, AR35,
AR38, AR13, AR37, AR32 et AR39) formant une branche distincte, suggérant 1’existence de
nouveaux taxons au sein du genre Streptomyces. De méme, la souche AJR42, isolée a
Tamanrasset, forme une branche séparée, nécessitant des études génomiques complémentaires
pour confirmer son statut taxonomique.

Les points pertinents de nos résultats sont l’activité enzymatique et l'activité
antibactérienne significative des isolats.

Sur le plan fonctionnel, dix-huit isolats, principalement affiliés au genre Streptomyces
(AJR3, AJR7, AJL9, AJL10, AJR11, AJL13, AJR14, AJR18, AJR20, AJR35, AJR36, AJR38,
AJR41, AJR42, AL1, AL3, AR4 et ARS), ont produit I’ensemble des enzymes testées, tandis
que Nonomuraea (AJL17, AJR37) et Nocardiopsis (AJR16) ont également révélé une activité
enzymatique étendue. En particulier, les isolats AJL1, AJR14, AJR18, AJR20, AJR31, AJR32,
AJR35, AJR41, AR14, AR31, AR37, AL1, AR5 et AR4 ont montré une solubilisation modeérée
du phosphate, avec des indices de solubilisation (SI) compris entre 1,41 et 2,00. Ces résultats
confirment la polyvalence métabolique et la contribution des isolats a la fertilité des sols arides.
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Cette étude montre aussi l'activité antibactérienne et le potentiel d'effet inhibiteur des
isolats endophytes vis-a-vis de quatre bactéries pathogénes telles que Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 29553) et
Salmonella typhimurium (ATCC 14028).

L'analyse des résultats obtenus montre que les isolats endophytes ont une activité
inhibitrice vis a vis les bactéries & Gram-positives et Gram-négatives.

Parmi ces isolats, plusieurs se sont distingués par de fortes activités antibactériennes, les
isolats endophytes appartenant a Streptomyces (AL28, AJL1, AJR3, AJR7, AJR23),
Micromonospora (AJR2, AJR5, AJR8, AJL6, AJL40, AJR39) et Nocardiopsis (AJR16) ont
présenté une activité forte a modérée, avec certains affichant des CMI comprises entre 4 et 8
pg/mL vis-a-vis Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Les
Streptomyces endophytes AL28 et AJR23 se distinguent particuliérement, avec les plus grandes
zones d’inhibition (40 et 36 mm) vis-a-Vvis P. aeruginosa et S. aureus, correspondant a une CMI
de 4 pg/mL. De plus, les isolats AR26 et AR39 ont montré une activité antimicrobienne a large
spectre.

Par ailleurs, certaines souches se sont révélées résistantes a différents antibiotiques
(vancomycine, gentamicine), tandis que I’isolat AR5 a montré une halotolérance exceptionnelle
(croissance jusqu’a 20 % de NaCl). Ces résultats soulignent la robustesse métabolique et
écologique des actinobactéries endophytes isolées et confirment que les environnements
extrémes d’Algérie constituent des réservoirs prometteurs de nouveaux taxons a fort intérét
biotechnologique.

La présence de souches métaboliqguement polyvalentes, antibactériennes et résistantes
aux stress environnementaux confirme que les habitats extrémes algériens constituent des
réservoirs prometteurs de nouveaux taxons d’actinobactéries a intérét biotechnologique. Ces
résultats ouvrent des perspectives d’applications thérapeutiques, agricoles et industrielles, en
particulier dans la production de bioinoculants, d’enzymes thermostables ou halotolérantes, et
de nouveaux antibiotiques.

Les résultats obtenus montrent que la bioprospection d'environnements inexplorés ou
sous-explorés comme Sebkha, les montagnes et I'écosystéme chaud saharien est une stratégie
prometteuse pour découvrir de nouvelles molécules ayant des applications pharmaceutiques.

Les espéces d'Artemisia récoltées dans les montagnes, Sahara et Sebkha en Algérie sont
probablement une source importante de nouveaux produits naturels bioactifs.

L’¢étude des actinomyceétes endophytes ouvre de nouvelles voies de recherche dans les
domaines de production de nouvelles molécules a usage thérapeutique.

Cette étude représente 1’'un des premiers travaux consacrés a la biodiversité des
actinobactéries endophytes d’Artemisia spp. en Algérie. Elle met en évidence leur potentiel en
tant que source de meétabolites bioactifs et ouvre des perspectives dans les domaines
thérapeutique, agricole et industriel, notamment pour la production de bioinoculants,
d’enzymes thermostables ou halotolérantes et de nouveaux antibiotiques.

Afin de consolider ces résultats et d’explorer pleinement le potentiel des isolats, plusieurs
axes de recherche sont proposés :
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1. Taxonomie et identification
o Séquengage complet des génomes dans le but d’une meilleure caractérisation
et identification des isolats.
2. Caracterisation des métabolites
o Recherche de production de métabolites a intérét pharmaceutiques et
industriels.
3. Applications agronomiques
o Recherches sur les interactions plantes / isolats.
o Evaluer leur role dans la promotion de la croissance des plantes et dans la lutte
contre les pathogenes.
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Annexe. 1
Composition de bouillon Tryptone-Soja TSB (Downes et al. 2001).
Compositi Milieux TSB
Peptone de caséine 179
Peptone de soja 039
Glucose 2.5¢
K2HPO4 2.59
NaCl 059
Eau distillée 1L
pH 7.2
Annexe. 2
Composition de la gélose tryptone soja TSA (Downes et al. 2001).
Compositi Milieux TSA
Peptone de caséine 15¢
Peptone de soja 059
NaCl 059
Agar 159
Eau distillée 1L
pH 7.2

Annexe. 3
Solution & 0,3% de rouge Congo :

e CongoRed:0,3g
o FEaudistillée : 100 mL

Annexe. 4

Pour préparer une solution de NaCl a 1 M, voici la composition :

e NacCl (chlorure de sodium) : 58,44 g
o [Eaudistillée : 1 litre

Annexe.5

Solution saline (Ghodsalavi et al. 2013).
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e 05 mg/L de FeSO4-7H20
e 1,6 mg/L de MnSO4-H20
e 1,4 mg/L de ZnSO4-7H20
e 02 mg/L de CoCl;
Annexe. 6
Les souches suivantes issues de la collection American Type Culture Collection
(ATCC) ont également été utilisées :
Escherichia coli ATCC 29522, Pseudomonas aeruginosa ATCC 29553,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 29523, Salmonella
typhimurium ATCC 14028,
L’ensemble des souches bactériennes a ¢été préalablement caractéris€é pour leur
sensibilité aux antibiotiques a 1’aide d’un panel de huit antibiotiques commerciaux :
OX (Oxacilline), CAZ (Ceftazidime), IMI (Imipéneme), PENI G (Pénicilline G), AK
(Amikacine), GEN (Gentamicine), VANCO (Vancomycine) et ERYTHRO
(Erythromycine).
Tableau 1. Test de sensibilité aux antibiotiques des souches de référence.
Souches OX |[CAZ |IMI PENI | AK | GEN | VANCO | ERYTHRO
G
Escherichia R S / / S S / /
coli ATCC
29522
Pseudomonas |/ S S / S S / /
aeruginosa
ATCC 29553
Salmonella R / I / / / / /
typhimurium
ATCC 14028
Staphylococcus | / / / R / / R I
aureus ATCC
29213
R = Résistant ; S = Sensible ; | = Intermédiaire ; / = Non testé.
Annexe 7

La souche AL30 présentait le profil de résistance le plus étendu, montrant une résistance a 20
des 24 antibiotiques testés. La Figure 1 illustre quelques images d’antibiogrammes
correspondant a cette souche.
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Figure 1 : Images représentatives des antibiogrammes montrant le profil de résistance de la
souche AL30. R (Résistante), S (Sensible)
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