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1. Propriétés générales des actinomycétes

Les actinomycétes sont des bactéries Gram-positds,se caractérisent par la
formation d'hyphes filamenteux qui ne subissentmadement pas de fragmentation. Le
réseau ramifié d'hyphes formé par les actinomycstedéveloppe a la fois a la surface du
substrat et a l'intérieur de ce dernier pour forfeenycélium végétatif. Des septums divisent
habituellement les hyphes en longue cellules (>8f) gontenant plusieurs nucléoides.
Parfois, il se forme une masse ressemblent a sun @i porte le nom du thalle. Cela explique
leur dénomination par le mot « actinomycéte » puivient de deux substantifs grecs
« action » et « mycete » et signifie « champigreongyons » ou « champignons rayonnants ».
La morphologie ressemble fortement & celle desa¥ocganismes eucaryotes comme les
champignons filamenteufOsada, 1998)Les actinomycétes présentent des similitudes avec
les eubactéries et les champignons. Il existe alesds de transition, mycéliennes typiques et
unicellulaires, présentant une aptitude peu marcué&ermer un mycélium ramifié. Le
diamétre des filaments des formes mycélienneoatfbis environ deux fois plus faible (0,5
a 1,2um) que celui des mycélia de champignavién€er et al, 2002) La structure chimique
de leur paroi cellulaire ne renferme ni chitinecallulose mais une glycoprotéine contenant
de la lysine (formes fermentatives) ou de I'acidenthopimélique (formes oxydatives) et leur
cytologie est celle des bactéries. Ces caracteagaitent & d’autres comme la sensibilité a
des actinophages et a des antibiotiques antibengrcela confirment le bien-fondé de la
classification des Actinomycetes parmi les bactétiarpent, 1989). Les actinomycetes pour
la plupart ne sont pas mobiles. Lorsqu'il y a mtiilelle est confinée aux spores flagellées
permettant leur dispersion dans les habagisatiguegBasilio, 2003) Les actinomyceétes ont
une importance pratique considérable. Ce sontngsement, des habitants du sol et ils sont
tres largement distribués. lls peuvent dégraderambre et une variété énormes de composes
organiques et ils sont extrémement efficaces pmumihéralisation de la matiere organique.
Les actinomycetes produisent la plupart des arithies naturels utilisés en médecine
(Birch, 1990). Bien que beaucoup d'actinomycétes soient desofpiganismes vivant

librement, quelques uns sont pathogénes chez I'lepemanimaux et certains végétaux.

2. Ecologie et distribution dans la nature
Les actinomycetes sont tres largement distribués anature et principalement dans

les sols de difféerentes naturdab. 1). lls ont été trouvés dans les eaux douces oesalé
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Dans les compostes végétales, et se retrougaigment dans les fumiers au fond des lacs

et des rivieres, dans les produits alimentagegatmosphére et dans les substrats les plus
divers. Dans le sol, ils sont présents depuis tase jusqu’a plus de 2 métres de profondeur.
Le nombre de ces microorganismes atteint d’ap@sodfellow et Williams, 1983
généralement les 106 germes par gramme de sol. 8'apgés Waksman, 1967, le rapport
Microorganismes totaux / Actinomycétes, diminue fau et a mesure que la profondeur
augmente. Selon ce méme auteur, alors que la caugleeficielle contient au moins 80 % de
bactéries actinomycétales, par rapport au nombaéde microorganismes, la couche située a
une profondeur de 80 centimetres ne contient qui® 40 beaucoup moins jusqu’a seulement
16 %. Les actinomycetes sont généralement plus rexmlyue les champignons, mais moins
abondants que les autres bactéries.
Les sols sahariens sont caractérisés par une tengume en eau avec un degré de
pluviométrie souvent inférieur a 100 mm par an, téespératures extrémement élevées et de
faibles quantités d’humus. Des travaux anciens mouvé définitivement que les sols
désertiques ne sont pas stériles, ils sont pedpliég flore microbienne tres varié€il{ian et
Feher, 1939. Parmi les bactéries isolées, les actinomycéiss fartie essentielle de cette
microflore, leurs présence est considérable dantyme d’écosysteme extrémKil{ian et
Feher, 1939.

Tableau N° 1: Répartition de quelques genres d’actinomycétesypard’habitat (d’aprés

Goodfollow et Williams, 1983.

Genre Habitat
Actinomadura Sol
Actinoplane Sol, eau, litiere
Frankia Nodules des racines
Microbiospora sol
Micromonospora Sol, Eau
Rhodococcus Sol, Eau, litiere, Fumier, Matiere en décomposition
Saccharomonospora Sol, Eau, litiere
Streptomyces Sol et Eau
Streptosporangium Matiere en décomposition et fermentation
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3. Physiologie

Plusieurs facteurs environnementaux tels que lgpdeature, le pH et 'lhumidité du
sol influencent la croissance des actinomycetemr@® les autres bactéries du sol, la plupart
des actinomycetes se comportent comme des bactéégsphiles avec croissance optimale
située entre 25 °C et 30 °C. Toutefois, il exists douches thermophiles isolées a une
température située entre 50 °C et 60(BQwards, 1993) Pour ce qui est du pH, la plupart
des actinomycétes se comportent comme des bactgigisophiles. Leur croissance est
meilleure a un pH compris entre 6 et 9, avec unimama autour de la neutralité. Cependant,
(pH 3,5), (Nioh et al, 1995).La croissance du mycélium végétatif des actinonggdans le
sol est favorisée par un faible taux d’humiditértipalierement quand les spores sont
remplies d’eau. Dans les sols secs ou la tensibonidité est plus grande, la croissance
devient trés limitée voir méme arrétée. Les actiymites peuvent se conserver durant de
longues périodes grace aux spores, ces dernierewgieau contact d’éléments nutritifs
exogenes dont la nature est déterminf@teodfellow & Williams, 1983).Les actinomycetes
sont, en général, hétérotrophes ou chimiotropheais nla plupart sont des chimio-
hétérotrophes capables d’utiliser une grande \éarilg sources d’énergie y compris les
polyméres complexg&echevalier, 1988 ; Zimmerman, 1990).
Selon le type respiratoire, les actinomycetes slaisisés en deux groupes :
* La forme fermentative: Elle est illustrée par le gendctinomycesjui habite les cavités
naturelles des animaux et de 'homme. Ces orgasigeavent étre anaérobies ou aérobies,
mais ils sont souvent micro aérophiles morphologiment, ces espéces sont peu variées et ne
forment pas de spores.
* La forme oxydative : lls s’agit d'aérobies, tels que lesréptomycesqui sont surtout des
especes telluriques, lesquelles, suivant les gsyupeuvent former des spores et étre

morphologiquement complexes .

4. Colorations et caractéristiques biochimiques

Certains groupes d’actinomycetes tels les nocaadigéiies ont une paroi cellulaire
treés riche en lipides et en cires de 60 a 90 cab@ppelées acides mycoliques. Ces acides
sont des acides gras complexes et leur présensieqaim celle d’autres lipides a I'extérieur du
peptidoglycane rendent les bactéries positives a ctdoration de Ziehl Neelsen

(acidoalcoolorésistance).
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L’acido-alcoolo-résistance est caractéristiqueli d@denre Mycobacterium L'acido-
alcoolorésistance desocardia est partielle avec la technique modifiée Kiayoun ou de
Ziehl Neelsen A coté de ces colorations, divers tests simplegtinproposés pour distinguer
les NocardiadesRhodococcus, TsukumureaGordonia,comme I'analyse de la sensibilité
au lysosyme, ainsi que la recherche d'une actiBitgalactosidase (enzyme permettant
I'hydrolyse du lactose en glucose et galactosd)wate nitrate réductase (enzyme qui catalyse

la réaction de réduction des nitrates) .

5. Reproduction, biologie et développement des actimycétes

La diversité morphologique est un caractére tdaitaemarquable des actinomycétes.
Cette diversité morphologique se traduit le plusvent par une différenciation importante et
'existence d'un cycle biologique semblable a cetlé certains eucaryotes. Ainsi, les
actinomycetes les plus différenciées développentusumilieu gélosé une masse d’hyphes
mycéliens répartis en deux couches distincts :ylealium aérien et le mycélium du substrat.
Selon les cas, des spores peuvent se former saydélium aérien ou sur le mycélium du

substrat ou les deux a la fois, elles permetteptdpagation de la souche.

5.1. Mycélium du substrat et mycélium aérien

Le mycélium du substrat, également, dénommé mywélrégétatif ou primaire se
développe a partir du tube de germination issuadspbre. Chez quelques genres comme
Rhodococcusil n'y a pas de véritable mycélium mais seulenm@otssance d’'une propagule
originelle formant un filament plus ou moins lorg fsagmentant ensuite en petites unités et
donnant parfois naissance a des ramifications éitaimes. Cette fragmentation des hyphes
est présente chez des genres généralement dépaolergpsres ou n’en produisant qu’un petit
nombre. Les sporoactinomycetes produisent un wégitenycélium du substrat, ramifié ou
non fragmenté. Des parois transversales peuvanf@imées pour isoler les parties les plus
agées du mycélium. Des spores sont formées suydelimm du substrat chez des genres
commeMicromonospora, Micropolysporat parfoisStreptomyced.a largeur des filaments
mycéliens varie de 0,5 a 2 um. Leur ramificationtess souvent monopodiale mais parfois
dichotomique ou verticillée. Le mycélium du subsiat ancré dans le support solide ou il
puise ses nutriments. Sa croissance, de type apiestl analogue a celle observée en milieu
liquide.
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Le mycélium aérien ou mycélium secondaire f@shé d’hyphes dressés sur le mycélium
du substrat. Ces hyphes aériens sont plus éphe&aatoup moins ramifiés que les hyphes du
substrat. lls sont en général pigmentés et enfedags une enveloppe externe hydrophobe.
Divers mutants deéStreptomycesans mycélium aérien ou incapables de sporulerétint
décrits(Chater et Merrick, 1979).

6. Formation des spores

Les spores d’actinomycetes ont une fonction deedsspn et de survie dans des
conditions défavorables de croissance végétatives Idivers types de spores des
actinomycetes peuvent étre classés en deux grouipefpaux selon leur mode de formation :
6.1. Les exosporesles actinomycetes qui forment généralement despexes sont le type
le plus fréquent, elles sont formées par septatioyphes existants et séparation des éléments
obtenus.
6.2. Les endosporesles endospores sont produites par des actindes/tgermophiles, elles
sont issues d’une réorganisation cytoplasmiquesdadormation d’'une nouvelle paroi dans
I’hyphe existant.
La viabilité des spores est fonction de leur typles endospores dénermoactinomycesnt
survécu plusieurs centaines d’années dans des ex@dimacustres a 5° C. Comparativement,
des exospores séches 8¢reptomycessurvivent 20 a 30 ans comme les conidies de
champignons(Beppu, 1986, 1992 ; Grafeet al, 1984 ; Khokhlov, 1986; Vitaliset al,
1986).La thermorésistance des endospores est nettenpariesure a celle des exospores en
milieu sec ou humiddLeveau et Buix, 1993).Les spores d’'actinomycetes comme par
exemple lesStreptomycesge résistent pas a des températures supérieu@S@ é&n chaleur
humide et a 70°C en température sedtapent et al, 1989. Il existe cependant plusieurs
autres especes qui résistent a des températuresélgduées Kl-Nakeeb et Lechevalier,
1963. C'est le cas de I'espedectinomyces invulnerabilisjue les spores ne se détruisent
gu’'a une température de 130°C, le traitement a@20Ribe seulement leur germination. Les
spores des genrethermophiles tel queThermoactinomycesSaccharomonosporaou
thermotolérants tel quBseudonocardiaMicrobisporg etc., sont également résistantes a des

températures élevées.
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6.3. La germination des spores

A lissue d'une dormance dont la durée est fonctiontype et des conditions du
milieu, les spores germent pour donner naissanceraycelium. On distingue généralement

guatre étapes : I'activation, l'initiation, 'émemgce du tube de germination et la croissance.

% /
ol ) E}ﬁg (}}%

Micromonospora Thermomonospora Sacharomonospora Thermoactinoniyces

w——

Spirilospora Actinoplanes Pilimela Streptosporangiuni

Figure N°1 : Différentes chaines de spores chez les actinamg/¢épores endogénes et
spores exogenefBreton et al.,1989).
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6.4. Structure particulieres

Certains actinomycétes forment des structuresqodigies qui ne correspondent ni au
mycélium ni aux spores et dont la fonction n’es fmujours définie.
-Sclérotesque I'on trouve chez espece du ge@iteinia sont forme d’'un masse d’hyphes
cloisonnes dont les vacuoles sont chargéedglgcgrides et d’acide gras ramifies
- synnemata ou corémiescorrespondent aux assemblages compact d’hyphesedreyui
fusionnent parfois et qui portent de conidies k&S, les corémies définissant aussi des
colonnes d’hyphes caractéristiques des gefctinosynnemaou bien des veésicules
différentes des spores chez kgankia et lesDactylosporangium
-Les sporangessont des sacs contenant des spores.
-Lesconidiessont des spores asexuées qui peuvent avoir plasieganisations :
* une seule conidie tel que le geMecromonospora.
* une paire de conidies chez le geNierobispora .
* chaines courtes de conidies formées d’'un nomijéeieur ou égale a 20 spores par chaine.
* longues chaines de conidies formées d’un nomluege 20 spores par chaine.

* conidies rassemblées dans des synnemata (spolakemet qui peuvent étre libérées).

7. L'importance des actinomycetes dans les différées industries

7.1. Dans la production d’antibiotiques

Les actinomycetes sont le pilier de l'industrie degibiotiques et jouent un réle
important dans la production de divers médicamé®gts importants pour la santé humaine
(Magarvey et al, 2004) La recherche de nouveaux antibiotiques efficaoesre les bactéries
pathogenes résistantes est actuellement un domaipertant de recherche sur les
antibiotiques. Plus de 80 % des antibiotiques deamaonde proviennent des actinomycetes.
Les Streptomycétes sont les premiers organismeatugi@urs d'antibiotiques exploitées par
l'industrie pharmaceutiquéRamesh et al, 2009; Jensenet al. 2007) Les antibiotiques
produit par les actinomyceétes font partie de plusielasses chimiques, telles que des acides
glycosides comme la streptomycine et la kanamydiNanjawade et al., 2010) les
ansamycines comme la rifampicir(€loss et Yu, 1999) les anthracyclines comme la
doxorubicine (Kremer et Van Dalen, 2001) les B-lactamines (céphalosporine@ollef,
2009) les macrolides (par exemple, I'érythromycinepegtracyclingHarvery et Champe,
2009)
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Certains actinomyceétes, produisent a la fois pllune substance antibiotique et que le
méme antibiotique peut étre produit par différemszeces d'actinomycet@aksman et al,

2010).Voici quelques exemples d’antibiotiques produit lgaractinomycetes :

7.1.1. Pénicilline

La pénicilline est connue d'étre produite par ldsampignons. Elle est aussi
biosynthétisée par certaines espéces d’actinons/céte pénicilline inhibe la synthese de
composants structuraux essentiels de la paroi lae#ubactérienne plus exactement le
peptidoglycane qui est absent dans les cellulemammiferes. Ainsi, le métabolisme de la
cellule héte n'est pas affecté et les pénicillisast considérées comme un des plus sdrs et le
plus efficace parmi toutes les classes d'antihiesqconnus. C’est une molécule également la
moins toxique. Elle posséde un large spectre digetiontre les bactéries Gram-positif, mais
montre une faible activité contre les aérobies Gregatif. || est généralement recommandé
pour le traitement des infections causées par deptScoques, des Staphylocoques, Les
Pasteurella multocidaNeisseria Clostridium(Park et Strominger, 1957) La pénicilline est

rapporté étre produit en grande quantitée$teeptomyces LavenduléEorres et al.,1999).

7.1.2. Tétracycline

Les molécules de tétracycline comprennent un né§tacyclique pour laquelle une
variété de groupes fonctionnels sont attaché. éadyclines sont a large spectre, présentant
une activité contre une large gamme de bactériaméositif et des bactéries Gram-négatif,
des organismes atypiques tels que les chlamydesemlycoplasmes, les rickettsies et les
protozoaires sont sensibles. Ils sont aussi largentdisés comme additifs de croissance des
animaux. La premiéere tétracycline, (auréomycine)été@ produite parStreptomyces
aureofaciens. En raison de l'utilisation répandue des tétracgslines résistances ont été
développés dans de nombreux pathogenes, ce qtaitimeiur utilité. Deux nouvelles classes
de la tétracycline, les glycylcyclines et aminonyéticlines, représenté par la tigécycline et

PTK-0796 sont actuellement utilisées.
7.1.3. Fattiviracins

Les fattiviracins sont des diester macrocycliguasstitués de quatre unités de

D-glucose et de deux acides gras hydroxylés (CZB8).

10
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Les fattiviracins ont une activité puissantatee des virus a ADN enveloppés telles que la
famille de I'nerpées, HSV-1 et VZV et des virus aMBnveloppé tels que la grippe A et B. Le
producteur de ce type d'antibiotique eStreptomyces microflavugUyeda, 2003)
Fattiviracins agissent sur les VIH-1 directemenhssdyse des particules, et il permet
I'inhibition de I'entrée virale dans le des celbut®tegHabib et al,2001).

7.1.4. Céphamycines

Les céphamycines sont des antibiotiques béta-lactsnavec une structure cephem.
Dix étapes enzymatiques sont impliquées dans ladton de céphamycine (Lires et
Demain, 2009) Contrairement a la plupart des céphalosporiress céphamycines sont des
antibiotiques trés efficaces contre les microbeseobies. L'ornithine carbamoyltransferases
(OTCases) qui fait partie de ce groupe, est predaifpartir des especes appartenant aux
actinomycetes comm&treptomyces clauligerust Nocardia lactamdurangMiller et al,
1972. Fuenteet. al 1996) Ces antibiotiques présentent une activité anti#senne contre un
large spectre de bactéries, qui comprend un gramghbre qui sont résistants aux

céphalosporines et aux pénicillingtapleyet al.,1972.

7.1.5 Les aminosides

Dans une molécule aminoglyside, un ou plusieursesuaminés sont joints a des
liaisons glycosidiqgues a un cyclitol dibasiqMingeot-Leclercq et al, 1999) Les
aminosides sont la meilleure classe d'antibiotigoges se lie directement aux ARN
ribosomique. La cause aminoglycosides diminue kcipion de translation et inhibe la
translocation du ribosom@®avieset al, 1965; Davies et Davis, 1968)Is sont utiles dans le
traitement de l'infection grave causée par deseébast Gram-négatives. ils inhibent la
synthese des protéines des microorganismes emitaun@e rapide action bactéricide
dépendante de la concentration(Bryan et al., 1977) Streptomyces
kanamyceticus,Streptomyces spectalfiiseptomyces tenjimarienses Micromonosporasp,

sont les producteurs de ces antibiotiques.
7.2. Dans la production d’enzymes

Les actinomycetes sont une trés importante soummzymes. lls sont notamment

producteurs d’'une des plus importantes enzymesiridlles, le glucose isomérase, utilisée

11
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Pour la fabrication d’'isoglucose (mélange glesbsctose)Bhosaleet al. 1996) De plus,
les actinomycétes ont la capacité de dégrader tanedg variété de polymeres comme les
lignocellulosegAdhi et al. 1989, Niladevi et Prema, 2005)u encore la chitinGomezet
al., 2000) lls possédent ainsi toute une variété d’enzymesvenant dans ces dégradations:
des chitinases, des endo-glucanases, des perogydasecellulasg€rigorevski de Lima et
al., 2005) ou encore des xylanases et des estér@&esmermann et al.,, 2006) Les
actinomycetes produisent aussi de multiples pretd@atke et Dey 2002, Vonothinget al.,
2008) qui peuvent ensuite trouver des applications dlardustrie alimentaire ou I'industrie
des détergent®estergaard et Sjoeholm 2001, Moreirat al.,2002) En outre, les enzymes
issues d’actinomycéetes sont aussi utilisées damgplecédés de bioconversion. Ainsi, la
fabrication d’acrylamide a partir d’acrylonitrileaif intervenir la nitrile hydratase de
Rhodococcus rhodochrodd (Kobayashiet al.,1992) Enfin, de part leur capacité a dégrader
de nombreux xénobiotiques comme les nitr{Mdartinkova et Milerova, 2003), les dioxines
(lida et al., 2009) ou encore les composés halogéridanssen et al., 2005) Les
actinomycetes suscitent l'intérét pour 'usage el&d enzymes dans la décontamination des

sols polluégMartinkova et al.,2008).

7.2.1. Cellulase et cellulolyse

Les enzymes impliquées dans la dégradation dellldose, appelées communément
cellulases sont produites par les actinomycetegaeticulier les especes thermophiles et les
streptomycetes. lls sont capables de la dégradakola cellulose soit sécrétées dans le
milieu, soit associées a la surface externe degoroiganismes formant des systémes
complexes appelés cellulosomes (cas des bacté@aésabies).
Les cellulases ont d’abord été classées selon feade d’action catalytique. Elles sont
maintenant classées selon leur structure, commestdes enzymes agissant sur les sucres. Il
existe trois types d’activités enzymatiques celjdgiques complémentaires pour I'hydrolyse
totale de la cellulose :
— les endoglucanases (EG) qui coupent la celluldéatoirement au niveau des zones
amorphes de la cellulose, générant de nouvellegraités de chaines,
— les exoglucanases, comprenant les cellodextsnasées cellobiohydrolases (CBH), qui
agissent de fagon processive sur les extrémitésslides chaines de cellulose, libérant du

glucose pour les glucanohydrolases ou du cellolpose les cellobiohydrolases,

12
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— les B-glucosidases oB-glucoside glucohydrolases (EC 3.2.1.21) qui hydmeht les
cellodextrines solubles et le cellobiose en glucose

Cellulose

l Endoglucanases (EG)
N N

e D e

l Cellobichydrolases (CBH)

~—eeo_ o &

.ﬁ_../’ "N

e
l p-Glucosidases (BGL)

~
.

n glucose

Figure N°2 : Mode d’action des cellulases sur les fibrilles dbutose(Référence
électroniquel).

7.2.2.Les ligninases

Les autres enzymes qui peuvent étre intéressaotddes ligninases. Celles-ci sont
classées en trois catégories : les lignines peasaal les peroxydases Mn-dépendantes et les
laccases (monophénol oxydases). Elles sont pexle#sentiellement par des champignons
comme les basidiomycetes de la pourriture blanethear quelques actinomycetes.

Parmi les principaux des espead#\ctinomycetes on cit&treptomyces thermoviolaceus,
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Streptomyces viridosporus, Streptomyces fustas ligninases peuvent améliorer le
rendement d’hydrolyse de la cellulose dans le easedtaines matieres lignocellulosiques et
de certains prétraitements. Leur ajodéns le mélange est nécessaire a I'hydrolyse
enzymatique pourrait également avoir un impact & conditions ou le mode de

prétraitement.

7.2.3.Les pectinases

La production d’enzymes pectolytiques est élabongar différents genres
d’actinomyceétes tel queNicromonospora, Microbispora, Actinoplanes, Stregptorangium
et les Streptomyce®emain et Solomon, 1985 ; Sanglieet al., 1993). La dégradation
complete des pectines est conduite par l'actionbioée de trois activités pectolytiques

(pectine lyase, pectinestérase, polygalacturonase).

7.2.4.Les xylanases

Elles sont élaborées par des especes thermophilegedre Streptomycest des
souches du genr@romicromonosporaainsi que par difféerentes espécesMierobispora
Micromonosporaet ThermomonosporgDemain et Solomon, 1985 ; Rivast al, 2003 ;

Petrosyanet al.,2003).

7.2.5.Les amylases

Elles sont produites par la majorité des actinonegeles plus intéressantes sont
celles produites par les especes thermophiles comiimermoactinomyces vulgayis
Thermomonospora curvata, Saccharomonospora vigtlies espéeces du gerggeptomyces.

7.2.6.Les dextrinases
Elles sont excrétées par de nombreuses souch@ersovia Xanthineolyticat

Actinomyces Israe(Demain et Solomon, 1985).

7.2.7.Les chitinases
Elles sont produites par de nombreux genres dattytetes tel que les genres
Microbispora, Micromonospora, Nocardiopsis, Plangmra, Planomonospora,

Thermoactinomyces, Thermomonospeirgar les espec&cardia mediterranei,
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Actinomadura pelletieri(Hsu et Lockwood, 1975 ; Demain et Solomon, 1985).

Les chitinases (EC 3.2.1.14) sont des enzymes meaptes de I'hydrolyse de la chitine au

niveau de la liaison glucosidiqug (1-4) N-acétyl glucosamine. Ainsi, les bactéries
chitinolytiques marines, d’eau douce ou du sol pieeht des chitinases qui participent a la
biodégradation et au recyclage des chitines presludinnuellement dans leur écosystéme
respectif. Les chitinases bactériennes sont égaleimgliquées dans des processus digestifs.
En effet, les bactéries du gerBaeptomyceproduisent des enzymes chitinolytiques qui, en
modifiant la composition des structures chitineusagorisent leur adhésion au substrat et
leur pénétration au niveau des lésions forméebestarsquelette de leurs hotes.

Tableau N°2: Exemples d’enzymes employées dans différents gsciedustriels (Kirk et

al, 2005).

Secteur industriel ou Classe enzyme application
d’utilisation

-Cellulase -Nettoyage, clarification des couleurs

Industriel des détergents -Amylase -Enlevement des taches d’amidon
-Protéase -Enlevement des taches protéiques
-lipase -Enlevement des taches des graisses
-Pectinase -dépectinisation, clarification des

Industriel des boissons -Amylase jus, broyage.

- Traitement des jus.

-Pectine méthyl -Affermissement de produit a base de
Produits laitiers estérase fruits.

-Protéase -Lait caillé.

-lipase -Aromes des fromages.

-cellulase -Assouplissement du coton
Industriel textile -Pectate lyase -Lessivage

-Cellulase -Désencrage, améliorant de drainage
Pate a papier -Xylanase -Modification de la fibre

-Augmentation du blanchiment
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8. Importance des actinomyceétes dans 'agriculture

Les principaux organismes capables de transforfaeote gazeux de l'air (N en
azote combiné puis, a partir de 'ammoniac ¢NH ainsi formé, en acides aminés et en
protéines, sont des microorganismes procaryotestéfi@s, actinomycetes, algues bleues).
Certains d’entre eux peuvent fixer I'azote en vivilorement dans le sol; d’autres, pour le
faire, ont besoin de vivre en symbiose avec unet@lautrement dit de céder leurs composés
azotés a une plante-hote, en échange des subsérerggtiques que leur procurent celles-ci.
Les microorganismes libres fixateurs d’azote s@sea nombreux; on en connait plusieurs
dizaines d'‘especes. En revanche, les microorgasisfixateurs d’azote qui vivent en
symbiose avec des plantes supérieures sont en adimie. 11 s’agit de: algues bleues, des
Rhizobium bactéries principalement associées aux plantda fimille des Iégumineuses et
desFrankia, actinomycetes associés a des espéces végétalegesigans plusieurs familles
de plantes a fleurs, bien que le résultat findhdgymbiose soit le méme.

Les plantes dites actinorhiziennesact{no pour actinomycétes athizos racine)
établissent de la méme maniére une symbiose figatd’azote avec des bactéries
filamenteuses appartenant a un genre particuliactidomycétes, le genrErankia. Ces
plantes, toutes pérennes et ligneuses, appartie@anenviron 200 espéeces réparties dans 24
genres appartenant a huit familles d’angiospermiedopénétiquement tres diversifiées
(Francheet al , 2009).La plupart des genres @asuarinaceagCoriariaceae Eleagnaceage
Datiscaceaeet Myricaceaesont nodules, alors que seulement quelques espésegenres
Betulaceae, RhamnaceatRosaceade sont. Ces espéces vivaces sont distribuéessiast
les surfaces terrestres du globe, aussi bien emrszémides avec de fortes variations
saisonnieres gqu’en zones tropicales sans différeraguée entre les saisons. Des exemples
de genres bien connus inclué&ihus(aulne),EleagnusHippophaeet Casuarina

LesFrankia induisent une courbure de I'extrémité des poilodients dans laquelle ils
pénetrent. Une fois Idsrankiaa l'intérieur du poil absorbant, au lieu d’'un candinfection,
il se développe des filaments, appelés hyphestiate¢ qui s’allongent et atteignent les
cellules de I'écorce racinaire. Les hyphes sonbwés d'une gaine de nature pectique
synthétisée par la plante. En dehors de ces hyjlhesiste, en général, dans les cellules
infectées par lefrankia un autre type de structure, les vésicules, de fergphériques ou

ovoides, qui sont le siege de la fixation de I'azot
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Dans ce cas comme dans celuilbizobium]es formes des nodules varient avec la plante-
hote et avec I'age des nodules. Lorsque les bestéymbiotiques sont installées dans les
cellules des nodules, I'azote gazeux atmosphérsguéransforme en azote combiné NH
Cette transformation, qui est chimiquement une cton, est catalysée par une enzyme
spécifique, appelé nitrogénas@<ennedy et al .,1966 ).Ces dernieres opérent chez toutes
les bactéries fixatrices d’'azote, qu'il s’agissebdetéries vivant librement dans le sol ou de

bactéries symbiotiques comrmR@izobiumou Frankia.

9. Les actinomyceétes en tant qu'agents employés dales processus de biodégradation

Une des propriétés les plus significatives deshaniiycetes est leur capacité a se développer
sur les substrats les plus divers en synthétisanéhzymes extra ou intracellulai{espes et

al. 1999).L’action des enzymes du catabolisme conduit a ratkation des nutriments les

plus variés

9.1. La biodégradation des composés organiques natis

Les actinomycetes sont des microorganismes sapegphyui jouent un role dans la
dégradation de la matiere organique naturelle etcdon rble dans le recyclage des
biopolyméres complexes comme la cellulose, la kigfialose, la pectine et le xylane par la
production d’enzymes extracellulaires qui sont @’ umportance majeur dans l'industrie La
dégradation de ces biopolymeéres par les enzymes gierl le résultat d’'un mécanisme
Radicalairg(oxydation biologiqueou d’'un changement chimigyeydrolyse biologiquke
Dans le cas de I'oxydation biologique, les enzyméegjissent directement avec J/@omme
les cytochromoxidasesqui sont des enzymes actives dans la chaine resparala plupart
du temps, 'oxygéne est incorporé directement dstsat (cas deexygénases Parfois, il

joue le réle d’'un accepteur d’hydrogene (casalgslase$ (Chandra et Rustgi,1998).

9.2. La biodégradation des composés organiques sinthese

Les capacités biodégradatrices des actinomycétese Hanitent pas seulement aux
composés organiques naturels mais concernent égraledes substrats organiques plus
difficiles a dégrader car peu solubles dans l'ekus’agit des hydrocarbures (chaines
Hydrocarbonées), de phénols et d’autres composidcittants Kimura et Urushigawa,
2001 ; Lin et al.,2005).
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Le principal mécanisme enzymatique pour I'aslsitioin et/ou la détoxification de substrats
organiques peu dégradables est l'oxydation enzgmatipar lesmonoxygénasesou
dioxygénasesil y a formation de groupes polaires qui pernr@ttBaugmenter la solubilité de
nombreux substrats organiques peu soluble dans I(egdrocarbures ou hydrocarbures
aromatiques polycycliques) et de facilité ainsirlagsimilation(Cerniglia, 1992 ; Pelmont,
1993 ; Bossert et Kosson, 1997 ’est également, le mécanisme de biodégradation des
Composés nitroaromatiquéhllishino and Spain, 1997)t des substrats organochlorés tels
gue les chlorobiphény(®CB) (Focht, 1997. Pour ces derniers, la déchlorination bactérienne
a été demontrée en condition anaérobie avec fasmate métabolites facilement
biodégradables en aérobiose. de la biodégradakilitgartir des réactions connues de
biodégradatioriBollag, 1974 ;Niemi and Veith, 1989 ; SEFA, 1990).

9.3. Exemples de composés organiques qui peuventeétiégradés par les genres
d’actinomycétes

*Pouvoir dégradant descorynébactéries

Parmi les actinomycetes le sous-ord@@erynebacterineaéhéberge la majorité de
microorganismes dégradants les xénobiotiques. Lsgeéces des genre§ordonia,
Rhodococcus et Mycobacterisont les mieux connues pour leur versatilité méiqbe et
leur capacité de dégrader les xénobiotiques rer@mmau hasard dans I'environnem@il|
et al., 1998 ; Arenskotteret al, 2004 ; Larkin et al.,2005).

*Pouvoir dégradant du genreGordonia

Dans les derniéres années plusieurs rapports sdmiep sur les souchdSordonia
ayant un pouvoir dégradant des composés xéenobestigRlusieurs isolats de ce genre
utilisent le benzéne, le toluéne, le xyléne, leepgr et le diester de phthalate comme seule
source de carbone et d’énergie. Deux espéces da @erdoniasont capables de métaboliser
plusieurs diesters de phthalate : la souBbedoniasp.MTCC 4818, croit sur le dibutyle-, le
butyle benzyle- et le diphényle phthalates et lacke Gordonia sp.P8219 qui croit sur le
diéthyle-, le dinonyle-, le dihéxyle- et le di-gle héxyle phthalat€Chatterjee et Dultta,
2003 ; Nishiokaet al., 2006).Les voies de dégradations du butyle benzyle phttalaar la
souche MTCC 4818 sont bien étudiées.
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La premiere réaction est I'hydroxylation qui denles monoesters de phthalate, I'acide
phthalique, I'alcool de benzyle et le butanol cide phthalique est le produit final de la
réaction(Rose et Steinbuchel, 2005).

*Pouvoir dégradant du genreRhodococcus

Plusieurs especes du gembodococcusont isolées des sols pollués. Ceci est di a
leur versatilité meétabolique, les voies métabolgjuke plusieurs isolats sont étudiées en
détails. Les mono- et dioxygénases sont caracsébieehimiquement et génétiquement chez
beaucoup d’espéces de ce gd@ertler et al.,2004).
Les hydrocarbures aromatiques et aliphatigues Baksy sont des produits toxiques et
résistants a la dégradation biologique. Bien quubeup de microorganismes sont capables
de dégrader le benzéne monochloré, seulement melgspeces du genRhodococcus
peuvent utiliser ce substr@aitsev et al.,1993 ; Rehfuss and Urban, 2005).a dégradation
des esters de phthalates pdrodococcugst devenue tres documer@éelques organismes
sont isolés a partir des sols lourdement contamiaédes phthalates et les tétraphthalates
(Aleshchenkova et al., 1996). De nombreuses espéces isolées du g&iredococcus
dégradent un large spectre de composés récalcitPant exempleR.opacusSAO101 est
capable de croitre sur le phénol, le benzéne,rfgrdphénol, le biphényle, le naphtaléne, le
dibenzofurane et le dibenzo-pdioxil@mura et Urushigawa, 2001).
La dégradation versatile du gerfRhodococcusgest due a la présence de larges plasmides
linéaires portants des genes codant pour la déigpadde différents composd¥an der
Geize et Dijkhuizen, 2004 ; Koniget al., 2004). Un exemple de ces organismes est
Rhodococcussp.RHAL qui utilise de multiples systemes enzymatiques pibégrader le
biphényle et contenant des genes codant pour la dégradat®mlutalate¢Patrauchan et
al., 2005).

*Pouvoir dégradant du genreMycobactérium

Les Mycobactéries sont présentes en nombre élawe lda sols contaminés par une
faible concentration de PAHSs par rapport aux sotgaminé par une concentration €levéee de
ceux-ci. Plusieurs espéces du gekhgcobacteriumsont aussi capable de dégrader les tri-,
tétra- et penta-chlorophéno{gpajalahti et Salkinoja-Salonen, 1987 ; Haggblomet al.
1988). D’autres études ont montré le role important degeare dans la dégradation du
toluene(Tay etal 2001).
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Tableau N°3 Exemples de composés organiques synthétiques ofiéezb par les

actinomycetes.

composeé microorganisme bibliographie Type de
dégradation
Hydrocarbures G.alkanivoran€CC-J39 Lin et al ., 2005 SCE
Monoaromatiques : Mycobacterium s@.l03, Uz et al ., 2000 SCE
Benzéne, TI04 Kimura and urushigawa , | SCE
toluéne,xyléne R.opacusvi213 2001 SCE
,phénols,crésols. R.phenolicuss2P Rechfuss and Urban, 2005 SCE
Rhodococcus spK17 Kim et al. , 2002 SCE
Rhodococcus spMS11 Rapp and Gabriel-jugens,
2003
Hydrocarbures
Polyaromatiques (PAH) Gordonia-like StrairBP9 | Mutnuri et al ., 2005 SCE
Acide phtalique Rhodococcus sgrHAI Navarro-Liorens et al ., SCE
Rhodococcus sp.YU6 2005
M .vanbaalenii PYR-1 Patrochan et al ., 2005 SCE
Jang et al ., 2005 SCE

Stingley et al ., 2005

Esters d’Acide Rhodococcus ATCC21766Nalli et al ., 2002 Comeétabolisme
phtalique avec
I'hexadécane
Monochlorobenzéne | R.phenolicuss2P Rehfuss and urban,2005 | SCE
Dichlorobenzéne Rhodococcus spMS11 Rapp and Gabriel-jugens,| SCE
Mono-et R.opacus ICP 2003 SCE
dichlorpphenol R.percolatus MBSI Gurther et al .,2004 SCE
Tri-et Rhodococcus spMS11 Brigilia et al .,1996 SCE

tetrachlorobenzénes

M.chlorophenolicum CP-2

D

Rapp and Gabriel-jugens,
2003

Mineralisation
en présence de

pentachlorophénol Haggblom et al .,1988 0,1% de
glucose
Gomme isopréne Gvestfalicakb2 Linos et al ., 2002 SCE
G polyisoprenivorans Linos et al ., 2002 SCE

Kd2
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10. Pouvoir pathogéne des actinomycétes

Quelques actinomycétes sont pathogénes pour kes dtrants. Ils sont responsables
de plusieurs maladies humaines et animales. Leassgiteuses sont I'actinomycose,
les tumeurs (mycétomes), les Nocardioses, lestulzees (Boiron et al., 2005 ; Provostet
al., 1997; Lemrisset al .,2003) lls provoquent également des maladies des plantame la
gale commune de la pomme de terre qui est causépluseurs micro-organismes du sol

dont le plus important estreptomyces scabies

10.1. Les maladies des plantes provoquées par lesimomycétes

Peu de maladies des plantes sont provoquées pactiassmycetes. Notons une gale
de la patate douce provoquée pairéptomyces ipomoeadesStreptomycepeuvent aussi
s'attaquer a la betterave a sucre et a de jeunesspde pommiers et d'érables a sucre. De
plus,Nocardia vacciniiest la cause d'une gale des muyrtilliers. De nombeetinomycetes
peuvent profiter de blessures des arbres pouraglunte dans leurs vaisseaux et les boucher.
Certaines espéces d@treptomyces flavoviremeuvent dégrader la lignocellulose et jouer

un réle secondaire dans la carie des bois.

10.2. Les maladies humaines provoquées par les actimycéetes

10.2.1. Tumeurs

Les mycétomes sont des infections granulomateusemiques de la peau et des
tissus sous-cutanés, qui libérent, par des fistadles grains filamenteux de couleur variable
selon I'agent pathogene en caugPalestineet al ., 1982). Ce dernier est un organisme
saprophyte du sol ou des végétaux, de nature foagiqu bactérienne (d’origine
actinomycétome dans I'agent pathogene étatinomadura madurge. pelletierj Nocardia
asteroidesStreptomyces somaliensisLa pénétration de l'agent se fait par inoculatio
traumatique (pigUre par un épineux, aréte de pojddessure par un outil, voire méme piqare
d’'insecte ou morsure de serpent(Mariat et Destombes et Segretain, 1977)
Les mycétomes se présentent comme une tuméfantdonée qui infiltre progressivement les
tissus mous avoisinants. Cette infiltration esigypment parsemée de multiples fistules qui

émettent par intermittence du pus contenant desgjRalma et al .,2006).
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Selon la revue de la littérature, trois formesiqlies sont décrites :

*une forme inflammatoire réalisant des placarddammmatoires parsemés d’'innombrables
fistules avec émission de grains.

*une forme tumorale caractérisée par une véritatasse tumorale.

*une forme enkysté@WVelsh et Vera-Cabrera, 2007)La forme majoritaire dans notre série
était la forme inflammatoire polyfistulisée. L’émien des grains n’est pas toujours rapportée,
bien que cette particularité soit pathognomonigas thycétomes et constitue un élément
majeur d’orientation diagnostique et étiologiqueingd, les grains rouges sont toujours
actinomycosiques, les grains noirs sont toujoorgyifues alors que les grains jaunes et
blancs peuvent révéler un mycétome actinimycosiq(allel et Belhadj, 2005). Les
localisations au niveau de la main, la cuisse,eleog et D’autres localisations dans paroi
abdominale, nuque, cou, région dorsolombaire. tactare multiple des mycétomes n’est pas
habituel. Il révéle une dissémination par voie pyratique de I'agent pathogeéne a partir d'un
foyer initial. Le recours a I'imagerie est indisgable au bilan d’extension préthérapeutique
et au suivi évolutif de l'atteinte osseuse, majalément des parties molles, conditionnant
lindication du traitement médical, chirurgical @@mbiné et le type de geste chirurgical a

réaliser.

10.2.2. Nocardiose

La nocardiose est une maladie infectieuse provopaédes especes appartenant au
genreNocardia.L'infection peut étre pulmonaire, cérébrale, cutane disséminé@Beaman
et Beman, 1994; Convilleet al.,2004).Ces infections sont surtout contractées par inioalat
plus rarement par voie digestive ou cutaf®eil et al.,1992; Saubolle et Sussland, 2003).
C'est une infection opportuniste observée chezpdésents immunodéprimés. Elle peut étre
associée a d'autres pathologies opportunistes coitaspergillose, la pneumocystose
(Perschaket al.,1991).Une corticothérapie au long cours est le facteédisposant majeur,
mais aussi, les traitements immunosuppresseursiéotsansplantation d'organes, les cancers

et les collagénosdgilice, 1993).

10.2.3. L’actinomycose
L’actinomycose est une infection chronique rareévdlution lente. Le germe
responsable est un bacille gram positif anaérobaetinomycete IsraeliiL’actinomycose est

le plus souvent cervico-faciale (60%). La localmaiabdominale se voit dans 20% des cas.
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L’atteinte hépatique est rare et représente tiB%olocalisations abdominales et 5% toutes
localisations confondues L’actinomycose hépatigeiet gimuler un cancer hépatique primitif
ou secondaire.

Nous rapportons I'observation d’'une patiente quprésenté une actinomycose hépatique

pseudo tumoraleRgéférence Electronique 2)

10.3. Les maladies animales provoquées par les actinycetes

Des Actinomycétes thermophiles, surtout Feeniaet lesThermoactinomyces sont
responsables de pneumonies allergiques dont la gdnsue est le poumon de fermier
(farmers' lung. Dermatophilus congolensmousse dans la peau de nombreux animaux,
exceptionnellement dans la peau de 'homme, causenstreptothricose capable de grands
ravages chez les moutons dont il ruine la lainemPes infections animales, il ne faut pas
oublier le farcin de bceuf provoqué pdycobacterium farcinogened une diarrhée
chronique des bovins et des moutons (la maladielatee) causée phtycobacterium
paratuberculosis et autre Actinomyces bpvetinomycose et infections de la machoire des

bovins.(Référence Electronique 3)
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INTRODUCTION

Divers microorganismes, notamment diffe@snespéces attinomycetesprésentent
des capacités de biodégradation des molécules iqugmnaussi variées que récalcitrantes
(non biodégradables). Cette fonction de biodédrmadaes actinomycetes est due a la variété
d’enzymes. Qu’'elles peuvent synthétiser. En eléstenzymes sont aprés les antibiotiques les
plus importants produits des actinomycefiespes et al., 1999).L’action de ces enzymes
conduits a la dégradation des nutriments et soudd&sergie plus ou moins complexes.
Elles sont utilisées dans la dégradation des bisesagégétales et animales, dans l'industrie
alimentaire et en biologie molécula{i®illiam et al., 1993).

D’autres recherches ont montré que certaines espd@ctinomycetes dégradent des
composés organiques de synthése qui sont en mimup biodégradableMoody et al.,
2001)

Les actinomycéetesconstituent un groupe de microorganismes procasysbnt des bactéries
filamenteuses a Gram-positif. Elles constituent ltles groupes bactériens les plus versatiles
et les plus importants de point de vue les actirc@t®s colonisent une large variété d’habitats
naturels. lls sont capables de se développer seirlange gamme de substrats. Elles sont
présentes dans les sols polaires gelés en perneatmriccomme les sols désertiques chauds
et secs. Dans le pétrole brut, les sols hautenmriaminés avec les métaux lourds, les lacs
extrémement alcalins et les lacs salés. Par cdtgrgemblent étre absents des eaux minieres
trés acides (pH 1) et des sources thermales trés chaudes d’ongilcanique. En effet, ces
microorganismes ont une grande capacité a prodigraombreux métabolites secondaires
ayant des structures chimiques et des activitésodoues tres diverses tels que des
antibiotiques, des antifongiques, des enzymes,stiesilateurs et/ou des inhibiteurs de la
croissance etc....De fait de ces aptitudes, les@uinétes peuvent représenter un moyen de
lutte efficace, persistant et sans effets négaiffsa vis de I'environnement en comparaison

avec les traitements chimiques et remplacer durdidation des antifongiques systémiques.

Les actinomycétes peuvent agir également par catiopétutritionnelle et spatiale Contre les
microorganismes phytopathogenes. Leur faculté g¢tadiman a differents milieux

rhizosphériques leur permet d’étre un bon compétit€ertaines especes sont symbiotiques
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Des plantes supérieures, ces bactéries endophytigueent des associations appelées
actinorhizes permettant la fixation d’az¢iavidson, 1988)Le genrdg-rankia établit une
association symbiotique avec plusieurs phanérogarh&sxemple le plus connu est
'aulne(Alnus) ou ces actinomycetes forment au niveau des racies nodules ou l'azote

gazeux est fixé grace a une nitrogén@sker, 1988).

Les principaux objectifs de ce travailsont d’étudier la biodiversité des actinomycétassd

les sols désertiques du nord-est de I'AlgériehattdMelghir », de tester leurs aptitudes
enzymatiques et d’étudier leurs réles dans cedimedégradations. Pour cela nous nous
somme assigner les principales étapes suivantes :

e La premiére phase consiste en l'isolement des@utycetes. Dans cette partie, il est
important d’étudier les milieux sélectifs pour golement optimal de ce genre de bactéries a
partir de ce type de sol. Il est également questiétablir les conditions physico-chimiques
les plus appropriés pour un bon isolement.

e La deuxiéme phase de nos investigations, cond¢@tnde des capacités de biodégradation
de ces isolats. Les actinomyceétes isolés, sortst@stur leurs aptitudes a dégrader plusieurs
composeés naturels ou de syntheses (cellulose asulest pectiques)

e La troisieme phase est consacré a I'identificatiesdifférents genres bactériens présentant

une activité de dégradation importante.
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1. Présentation de la zone d’étude

Deux échantillons de sol ont été prélevémrir de deux écosystemes sahariens. Le
premier est prélevé du sol de chott Melghir, lexiEme provient d'un sol loin du méme
chott. Chott Melghir (Longitude 34°00°00” et 34°8Q” Nord, Latitude : 6°07°’30” et
6°30'02” Est) est un lac salé du Nord-est de l&ig. Le Chott est situé au Sud-est de la ville
de Biskra. Il est limité au Nord par la Daira deidet El Oued et Sidi Okba, a I'Est par les
Wilaya d’El Oued et de Khenchela et a 'Ouest paCbmmune d’El Haouch. Au point de
vue administratif, il fait partie de la wilaya d’Edued, daira de Reguiba et commune de
Hamraia(Figure N°1). Chott Melghir s’étend sur une superficie 551.5@0tares kmz et est
situé a environ 300 km de la médlrest le point le plus bas de la géographie adgére (-24
maximale: -9 m minimale: -35 m d'altitude). DG aeurorte évaporation, il devient
régulierement un désert de sel. Les sols, soittpelués ou halomorphes, sont représenteés le

plus souvent par des hyperhalophiles ou gypso-psshihes sur cryptosolontchaks

Figure N ° 3: Localisation de la région de chott Melghir.
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2. Prélevement des échantillons

Les prélevements ont été effect@éane profondeur de 15 centimetres en dessous de
la surface du sol. Aprés avoir écarté les 15 cerites de la couche superficielle du sol,
environ 100 grammes de sol sont prélevés puis é@dpisaide d’'une cuillere sur une feuille
d’aluminium. Les pierres, les racines et autresridédont éliminés de I'échantillon prélevé

qui est immédiatement transporté au laboratoirealise.(Pochon et Tradieux 1962).

3. Analyses physico-chimiques des échantillons

La qualité physico-chimique du sol est importanisoanaitre car elle conditionne la
diversité de la microflore tellurique. Les caraegephysico-chimiques étudiés ont été réalisés
dans un laboratoire privé d’analyses microbiologigjuet physico-chimiques (Sid-Lab,
Khenchela). lls concernent le pH, la conductiétéctrique, la salinité, le taux de matiére

organique, la teneur en calcaire actif, la teneuragbone et en azote.

3.1. Détermination du pH

Des suspensions de sols sont préparées, en défogmammes de sol dans 12.5
millilitres d’eau distillée. Le pH est alors mes@ré€aide d’'un pH-metre selon la technique de
(NF 1SO 10390).

3.2.Mesure de la conductivité de I'extrait aqueux 1/5

La Ce permet de déterminer la salinité d’'un sol. Vingirgmes (2(dy) de sol tamisée
dans un tamis de 2 mm sont mis en suspension @nmlld’eau distillée. Aprés une heure
d’agitation dans un agitateur rotatif suivie d’'udemi-heure de repos, la suspension est
ensuite décantée dans un bécher et la conductisiténesurée a l'aide d’'un conductimetre

Les résultats sont exprimés en mS/cm.

3.3. Mesure de la salinité

La salinité est une mesure de la concentratiomdeéraux dissous dans le sol. Si la
valeur est trop basse, les plantes seront sougmdié®ms; trop haute, les plantes dépériront.
Cette mesure se prend en mesurant la conductleité&ique du sol entre 2 électrodes. Plus le
courant passe, plus la mesure est élevée plus éstsconsidéré riche en sel; I'inverse est vrai

aussi.
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3.4. Détermination du carbone organique (C.O)

Le carbone organique est dosé par la méthode Atord,le C.O est oxydé par du
bichromate de potassium en milieu sulfurique. Lehtmmate doit étre en exces, la quantité
réduite est en principe proportionnelle a la tenear carbone organique. L'excés de
bichromates de potassium est titré par une solutdensel de Mohr en présence de
diphénylamine dont la couleur passe du bleu fondéleu vert{Aubert, 1978).

3.5. Détermination de la matiere organique

La matiére organigue joue un réle important darss fictionnements physique,
chimique et biologiques du sol. Elle améliore lh@@nce des éléments structuraux, favorise
la rétention en eau utile, participe au stockagerstble des éléments nutritionnels, limite le
développement de certains parasites, augmentati@@rdu sol. La détermination du taux de
matiere organique est realisée indirectement, &rpdw dosage de la teneur en carbone
organique, suivant la méthode normalisée internateoNF 1ISO 14235. Le taux de matiere
organique est calculé en multipliant la teneur @ane par un coefficient stable dans les sols

cultivés regionaux, fixé a 1,72 (MO = Cx1,72).

3.6. Dosage de l'azote organique

L'azote organique est dosé par la méthode kjeldahbn transforme l'azote des
Composeés organiques en azote ammoniacal par |'swiflgique concentrés, a I'ébullition, qui
agit comme oxydant et détruit la matiere organidugecarbone et I'hydrogéne se dégagent a
I'état de gaz carbonique et l'eau. L'azote transfoen ammoniaque est fixé par l'acide
sulfurique a I'état de sulfate d'ammonium. Puisiteniaque est distillée dans une solution

d'acide borique. On titre avec une solution d'asidérique a 0.02 N.

3.7. Détermination de la teneur en calcaire actif

La terre est mise en contact avec un réactif spéeif(oxalate d’ammonium), qui
attaque une fraction du calcaire total seulemeatcalcium extrait est ensuite dosé. Cette
meéthode d’analyse courante est décrite dans laen@&FfNOR NF X31-106.
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4. Analyses microbiologiques des échantillons

4.1. Préparations des dilutions décimales

Pour chaque échantillon, 1g de sol et de sel &stduit dans un tube contenant 9 ml
d’eau physiologique stérile, les tubes sont ensuaitgtés au vortex 4 a 5 minutes, a vitesse
maximale. Cette suspension est considérée comnme l&tasolution mére. Une série de
dilutions décimales est ensuite effectuée pouhbédllon de sol de Idjusqu’a 1¢°, pour

I'échantillon de sel de THjusqu’a10™.

4.2. Les milieux d’isolement utilisés

Les milieux d'isolement des actinomycetes utilis@ns cette étude sont les milieux
(ISP 5) et (ISP 2). La composition de chaque mikst indiquée dans I'annexe Rour
inhiber la croissance des bactéries Gram négatifeprésentent une concurrence pour les
actinomycetes, la polymixine a été ajoutée dasslérix milieux a une concentration de 10
pg/ml (Larpent et Sanglier, 1989) La nystatine est utilisée comme un agent antitpreg
pour éliminer la flore fongique envahissante qutyrbe et empéche les actinomycetes de se
développer. Elle est additionnée aux deux milieexcdlture a une concentration de 50 pg/ml
(Larpent et Sanglier, 1989) Les solutions antibactérienne et antifongiquedténstérilisées
par filtration a travers une membrane de type pulé de 0.22 um de porosité et sont
ajoutées sterilement aux différents milieux ensidn refroidis a 45°C. Pour favoriser les

halophiles, les milieux I'isolement ont été additiés de 14% de NaCl.

4.3. Ensemencement et incubation
0,1ml de chaque dilution est ensemenceé a la sudesdoites de pétri contenant I'un
des trois milieux de cultures, les boites sont #@sncubées a 28° C pendant 21 jours.

4.4.Lecture et dénombrement

Des observations quotidiennes sontecéffes aprés la deuxieme semaine
d’incubation, afin de déterminer I'aspect macrosgoe, la couleur, la taille, la forme et le
nombre de colonies qui ont été répertoriées. Ungeroltion sous microscope optique
grossissement x 10 est également effectuée poaimuéer I'aspect filamenteux et poudreux
caractéristique des actinomyceétes. Le dénombredentolonies d’actinomycetes est ensuite
réalisé par un appareil de comptage des colonies.
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4.5. Purification et conservation des souches d’ansbmyceétes

Les bactéries actinomycétales sont repiquées @ansilieux (ISP 5) par la méthode
des stries jusqu'a purification. Les boites sosuéa incubées a 28° C pendant 7 jours. Le but
de se repiquage est d’avoir des colonies pfiesri et al., 1995).
Les souches purifiées sont conservées sur miliasgéutritive incliné, apres incubation a
28° C pendant 4 a 5 jours. Les cultures sont coassra 4° C un repiquage est réalisé tout les
deux moigSuzuki, 2001).

4.6. Etude des caracteres morphologiques
4.6.1. Observation macroscopique

L’observation des colonies au microscope optiqguesgssement x 10) est effectuée
aprés7, 14,21 jours d’incubation a 28°C. La présemcl'absence des chaines des spores la

disposition des hyphes la couleur des sporesrfi@ceusont notées.

4.6.2. Observation microscopiqueles souches purifiées
3.6.2.1. Coloration de Gram
L’observatiormicroscopique est effectuée aprés une coloratiogBrden. Cette coloration
permet de mettre en évidence une organisationtstale de la paroi bactérienne qui partage

les bactéries en deux groupes distincts : Graines Gram{Annexe 2)

4.6.2.2. Technique de culture sur lamelle (Cross9&9).

L’'observation de la morphologie des chaines deespadu mycélium aérien et du
mycélium du substrat est effectuée selon la tectendp culture sur lamelle. Cette technique
consiste a insérer délicatement une lamelle stdaites un milieu de gélose nutritivae telle
sorte qu’elle forme un angle de 45° avec la surtEe€elui-ci Une goutte de l'inoculum est
déposée contre la lamelle en contact avec le milieu
Apres 14 jours d’incubation a 28°C, la lamelle estirée soigneusement de la gélose,
Entrainant avec elle des fragments du mycéliumudbgtsat et aérien, elle est ensuite déposée

sur une lame puis examinée au microscope optiquel(@®).
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5. Mise en évidence des activités enzymatiques

5.1. L’hydrolyse de I'amidon

Ce test enzymatique est réalisé selon la méthodeaddon et Smith (1953). Sur le
milieu nutritif gélosé contenant 1% de I'amidon wwe, les souches a tester sont
ensemencées en points par pipettes Pasteur stprilesncubées a 45° C pendant 1 a 5 jours,
L’hydrolyse de I'amidon s’exprime par I'absence cdaoration autour des colonies (halo
d’éclaircissement) a l'inverse des zones contendatd’amidon qui se colorent en brun.

L’observation est plus claire en inondant la swefde la gélose avec une solution de lugol.

5.2. La recherche des protéinases

5.2.1. Hydrolyse de la caséine

L’hydrolyse de la caséine est étudiée selon la augtlde Wiliams et cross (1971) sur
le milieu caséine-extrait de levure eu au glucdsméxe). L'apparition de toute zone claire
autour des colonies apres 14 jours D’incubation5d @ témoigne de I'hydrolyse de la

caséine.

5.2.2. Hydrolyse de la gélatine
Prendre des tubes de la gélatine solidifiée, ag@journé préalablement dans de I'eau froide.
Ensemencer par piqueur centrale dans le culotgzasduches a tester puis incuber a 45° C
pendant 21 jours. Les tubes sont ensuite placéshanee au réfrigérateur a +4° C, si la
gélatine devient solide cela implique qu’elle nasattaqué, si elle reste liquide, une enzyme
extracellulaire la gélatinase I'a hydrolydéarpent et Larpent-Ghourgoud, 1985).

5.3. Recherche de la catalase

Elle est mise en évidence par contact de la cultwex une solution fraiche d’eau
oxygénée. Pour chaque souche une goutte d’eau é&gget placée sur une lame stérile sur
laquelle quelques colonies sont réparties. Un d&gagt gazeux abondant sous forme de
mousse ou de bulles d’air traduit la décompositien’eau oxygénée sous l'action de la

catalase.

5.4. Hydrolyse de la cellulose
Pour chaque isolat d’actinomycetes, 2 tubes a essaenant chacun 9 ml du milieu
liquide ISP9(Annexe 1 )sont utilisés. Une bandelette de 0,5 x 10 cm daepdiltre
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whatman n°1 stérile sont préparées. L’ensemencepanil ml d’'inoculum bactérien est
réalisé, les tubes sont ensuite incubés a 45° @gmér21 jours. Un tube non ensemencé sert
de témoin. L'activité cellulolytique est mise enidance par la digestion du papier filtre

whatman n°1.

5.5. Recherche des lipases

5.5.1. Recherche des estérases
La recherche de l'estérase est réalisée sur leeundiierra ajouté de tween 80
(Annexe). Aprés 14 jours d’incubation a 37° C et 45° C, paption d’'un halo opaque autour

des colonies traduit la présence d’'une esté@amille, 2007).

5.5.2. Hydrolyse de la lécithine et les lipoprotéas

La lécithine est recherchée sur une gélose aiejdioeuf coulée en boites de pétri,
ensemenceées avec les souches a tester par dessaucpar des stries, puis incubées pendant
1a5joursa37° Cetd5° C. Le jaune d'ceuf estulrstrat composé de |écithine, triglycérides
et d’une lipoprotéine, il permet donc de recherdhgis enzymes : La lécithine : I'apparition
d’'un halo opaque, blanc jaunéatre, a bord net smgslbnie ou a la limite, indique la présence
d’'une lécithinase. Si la Iécithinase est absepigget!'opacité floue a la surface de la colonie
indique la présence d’une lipase. La lipoprotéirestaévelée par I'apparition d’un halo claire

autour de la colonie.

5.6. Recherche de nitrate réductase

Le test nitrate réductase est réalisé sur le milrannitol mobilité, apres
ensemencement par piqure centrale du culot et @arstties sur la pente, les tubes sont
incubés a 37°c et 45°C pendant 1 a 5 jours. L'atadiem s’effectue apres l'introduction dans
le tube de quelques gouttes de deux réactifs afditreductase 1 et nitrate réductase 2. Si la
pente du milieu se colore en rouge, cela indiquediction du nitrate par I'enzyme nitrate
réductase. En cas d’'absence de cette coloratiajout’ de poudre de zinc dans le tube et
'apparition d’'une coloration rose indique la prése du nitrite par réduction chimique du
nitrate en zinc. Si la pente est incolore, celagud que le nitrate est réduit completement au-

dela du stade nitrite en azote gazéDamille, 2007).
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5.7. Hydrolyse de la pectine

Les souches sont ensemencées sur le milieu pedar€Annexe 1 )par des touches
ou stries, puis incubées pendant 1 a 5 jours a & 45°C. Les boites sont recouvertes par
une solution acétate de cuivre et laissés a termypérambiante pendant quelques minutes,
puis lavées a | eau distillée stérile. L'activitecpnolytique est mise en évidence par
I'apparition de zone claire autour des colorfi@amille, 2007).
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1. Cractéristiques physico-chimiques des échantillons

Les échantillons étudiés dans ces investigationsigmnent du Chott Melghir et du
Sol d’El Oued, ils présentent tous des caractgties physico-chimiques différentgableau
N°4). En effet, les facteurs physico-chimiques peuventej un rdle important dans la

sélection des microorganismes.

Tableau N°4 :Résultats d’analysgshysicochimiques des deux échantillons du sol @&td
et sel du Chott Melghir

Echantillons C(')ndugtlwte Salinité Calcaire | Carbone Matiere
H électrique (g/L) Actif Organique | Organique | Azote
P 210000 (%) (%) (%)
Le Sol
dEICued 1 6 95| 210000 90 11.70 0.31 055 | 0027
Le Sel
du Chott
Melghir 7.82 420000 180 12.60 0.14 0.25 0.012

Les résultats d'analyses nous ont permis de cendfaie I'échantillon de sel est
alcalin, modérément calcaire et trés salé selawitae internationale NF ISO 10698 est
trés pauvre en matiére organique et en azote. Qadr@thantillon de sol, il tend vers la
neutralité, faiblement calcaire et salé selon lésnes normes. Il est également pauvre en
matiere organique et en azote. A partir des résutt@sentés dans le tableau ci-dessus, nous
remarquons aussi que le pH diminue au fur et a reeguaugmente la dose de la matiere
organique, ce qui montre I'effet tres hautemennificatif de la matiere organique sur la
valeur du pH. L’accumulation calcaire et I'aridité climat font augmenter le pH. Dans
beaucoup de cas, les carences en oligo-éléementsdges a un pH du sol trop faible (sol
acide) ou plus frequemment un pH trop élevé (smdled). Ce dernier entraine la formation
d’hydroxydes insoluble@Rogerset al., 2005)

La conductivité électrique permet d'obtenir unénestion de la teneur globale en sels
dissouqAubert, 1978) D’apres les résultats obtenus, la conductivitéctélque de
I'échantillon de sel est le double de celle du @&l Oued, avec des taux respectifs de
420000(uS /Cm) eR10000 (uS /Cm). Ces valeurs confirment la granfiérdnce ente le taux
de salinité des deux échantillons et qui est dediBpour le sel et de 90 g/l pour le sol. La
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conductivité électrique varie avec le taux de ldiéna organique. Elle est élevée avec 0.25%

de matiére organique, par ailleurs elle décroit &65% de MO.

Le taux de matiére organique (%) dans un sot@ssidéré comme : faible (4.0-7.0) ;
modéré (7.1-9.0) et éleve (9.1-11.0) d’apkee et Hwang (2002)Le taux trés bas de la
matiere organique de nos deux échantillons (0.538ay le sol et (0.25%) pour le sel, nous
permet de conclure que la matiére organique danedaw®antillons n’existe que sous forme de
traces, il est claire que les sols situés en régatdes sont pauvres en matiére organique
tandis que la conductivité électrique est élevae fes sols de ces régions.

2. Isolement des Actinomycetes

Apres 21 jours d’incubation, les actinomycetesdsaont représentés dansdeleau
N°5. Les actinomycétes sont reconnues par leur aspaerbetpique caractéristique, celle-ci
sont généralement des colonies d’aspect poudrediamenteux, qui adhérent fortement a

la gélose, les colonies ne dépassent jamais 5 ndradetre(Photographie N°2).

Tableau N°5: Nombre des actinomycetes isolés a partir des delantillons.

Echantillons Nombre de colonies
Milieux ISP5 ISP2
Sol
d’El Oued
9 18
Sel du Chott
Melghir
g 7 9
Total
18 25
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Colonies
d’actinomyceétes

Photographie N°2: Aspect macroscopique de colonies actinomyceétales.

A partir des deux milieux sélectifs utilisé43 colonies d’actinomycétes ont été
prélevées, elles sont repérées d'aprés leur aspactoscopique (colonies dures incrustées
dans la gélose et présentent un mycélium végdéattrien). Selon les résultats rassemblés
dans letableau N°6, on constate que pour les deux milieux utilisés,snobservons une
difference importante de la taille de la flore mcthycétale isolée entre les différents
échantillons de sols. Le nombre de colonies isabsesle36 pour I'échantillonde solcontre
16 pour I'échantillonde sel.Ceci peut s’expliquer par le fait que d’'une paéchantillon de
sol est plus riche en matiere organique que I'éiliamde sel malgré que le degré de salinité
de I'échantillon du sel soit plus élevé que celwiSbl. Ceci est corroboré par la bibliographie
des actinomycetes est corrélé positivement avéaube de la matiére organique quelque soit
le taux de la salinité du sflLlee et Hwang, 2002)A partir de ce méme tableau, il apparait
gu’'un nombre plus élevé d’actinomycetes est obtamec le milieu ISP225 colonies
d’actinomycetes contrg8 colonies pour le milieu ISP5.

Le plus grande nombre de colonies d’actinomyces¢ktenu sur les milieux sans
Nacl, en effet le milieu ISP2 sans NaCl s’est mdmtius efficace en permettant une bonne
récupération d’actinomycetes soit 18 colonies @ftpour le milieu ISP2 avec le NaCl. Ceci
est vérifié pour le deuxieme milieu. En effet, X8onies ont été isolées pour le milieu ISP5

sans NaCl contre 7 avec le NaCl avec le méme milieu
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3. Etude de I'aspect macroscopique et caracteres culaux des actinomycetes isolés

A partir des43 souches actinomycetes isolées et purifié®,souches ont été

sélectionnées sur la base de leurs caractéres ologmjues. Les caractéres macroscopiques

de ces souches d’actinomycétes présentent desdatesecouleurs et des textures différentes
(Tableaux N°6).

Tableau N°6 Caracteres macroscopiques des souches isoléetirapael et du sol.

=

=

=

-

=

=

=

=

Isolats Forme Couleur Taille Texture Elévation | Conbur
SSO1 Ronde Blanche 2 mm Poudreuse Bombée Irrégulie
SS0O2 Ronde Blanche 5 mm Poudreuse Plate Régulie
SS03 Lobée Blanche 4 mm Poudreuse Plate Régulie
SS0O4 Ronde Blanche 3 mm Poudreuse Plate Irrégulig
SSO5 Lobée blanche > mm Poudreuse Bombée Irrégulie
SS0O6 Lobée Noir 5 mm Poudreuse Bombée Régulie
SSO7 Lobée Gris 4 mm Poudreuse Bombée Régulie
SSO8 Lobée Gris 5 mm Poudreuse Bombeée Irrégulie
SS09 Ronde Blanche 3 mm Poudreuse Plate Irrégulier
SSO10 Lobée Gris 4 mm Poudreuse Plate Irrégulier
SSE11 Dentelé Marron 5mm Rugueuse Bombée Ir;(géﬁ(teé
SSE12 Dentelé Beige 5 mm Rugueuse Bombée Ir;cé)rgﬁ(taé
SSE13 Dentelé Beige 5mm Rugueuse Bombée Ir;(géﬁ(teé
SSO : Souche Sol SSE : Soucké S

Pour toutes les souches, les premiers signesdsance consistent en I'apparition de

colonies épaisses. Aprés 14 jours, d'incubatiomdgorité des souches donnent des colonies

poudreuses ou granuleuses de difféerentes coulblaisc( noir, gris\photographie N° 3).
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Cet aspect est particulier pour toutes les soudée®loppant un mycélium aérien et de

substrat.

Souche SSO5

Souche SSO6

Photographie N° 3: Bactéries actinomycéteales purifiées.
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4. Essai de pré-identification au niveau du genre desolats d’actinomycétes par

observation du mycélium aérien et de substrat

La technique de culture sur lamelle a été utilia@ec succes par plusieurs auteurs
pour l'identification des actinomycetes au niveau gknreZaitlin et al., 2003 Elle a été
méme proposée et figure dans le Bergey's marfif§lé@ition. Grace a cette technique nous
avons pu malheureusement identifier au niveau duegeniquement un seul isolat: (le
SS01) Photographies 4et 5). Les autres actinomycétes ont montré des aspects
microscopiques soit pas claire soit incomplet. Hetecette technique est tres délicate et
nécessite des répétitions multiples pour avoirhore photographie. En plus, les conditions

du laboratoire et I'état des microscopes ne peenetbujours pas d’avoir de bon résultats

surtout s'il s'agit de souche présentant des filaiméres fins.

Photographie 4 Mycélium Photographie 5§ Mycélium

de substrat de la souche SSO1 aérien de la souche £SO

Shentomoranmium
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L’observation microscopique de la souche SSO1 recmie le mycélium du substrat
est de nature ramifiée et cloisonn&hdtographie 4)alors que le mycélium aérien est bien
développé et se forme de longs filaments qui seitemt par de nombreux globules ou
sporangesRhotographie 5) En comparaison avec les clefs d’identificatiopapes dans la

géme

édition du bergey’s manual, nous pouvons assijselat au genretreptosporangium.
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Les résultats des activités enzymatiques des 18hssusélectionnées sont illustrés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau N°7: Résultats des activités enzymatiques des 13 ssséhectionnées

Isolats

Enzymes

SSO1

SS02

SSO3

SSO4

SSO05

SSO6

SSO7

SSO08

SS09

SSO10

SSE11

SSE12

SSE13

catalase

amylase

Pectinase

Gelatinase

Caseinase

Esterase

Cellulase

Lécithinase

Lipoproteinase

Nitrate
reductase

amylolytique sur le milieu a base d’amidon. Aprésliion du Lugol, I'apparition d’un halo
clair autour de la colonie traduit la dégradatien’dmidon Photographie N°6) cela montre

5.1. Activité amylolytique

A partir durableau N°7 on remarque que 7 souches sur 13 présentent tiagéac

gue les souches testées possedent une amylasetdDHats ressemblent a ceux présentées

parKuo et Hartman (1966) qui ont montré la production des amylases themhep par les

souches deThermoactinomyces vulgaris. Nos résultats montrent que cette enzyme est

hY

produite par des actinomycéetes thermophiles a angérature de 45°C comme il a été

démontré que cette derniere est produite par upecesthermophil€Thermobifid NTU22)

vivant a une température optimale de 6(0@Bao et Wen, 2007).
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Photographie N° 6 Test de I'hydrolyse de I'amidon par les souchestdiamycetes.
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5.2. Activité Catabolisme des lipides

La majorité de nos souches sont productrices dagreas qui dégradent les lipides, 10

souches pour l'estérase, 10 autres pour lécithireis& souches pour lipoprotéinase

(photographie N°7 et 8).Des différentes lipases sont aussi libéréesSaptomyces fradiae
(Sztajer et al., 1988) Streptomyces coelicolor (Hou et al., 1988).

Photographie N°8 Résultat de’bctivité de I'esterase sur les souches d’'actinonggeét

testés.
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5.3. Activité pectinolytique

D’aprés les résultats obtenus, 8 isolats parmill@souches présentent une bonne
activité pectinolytique. Les autres souches ne gums pas cette aptitudphotographie
N°9). la production d'enzymes pectinolytiques est élaborpar différents genres
d’actinomycétes tel queMicromonospora, Microbispora, Actinoplanes, Streptosporangium

et Sreptomyces (Demain et Solomon, 1985 ; Sangliest al., 1993).

Photographie N°9 Résultat de I'hydrolyse de la pectine surdesches d’actinomycétes sur le
milieu pectine-agar.

5.4. Activité cellulolytique

Les résultats de l'utilisation de la cellulose fem 13 souches d’actinomycétes testées
figurent dans lgableau N°8,10 souches présentent une activité cellulolytisuele milieu
ISP9 liquide contenant de la cellulose comme ssalgce de carbone et d’énergie. Cela se
traduit par une digestion du papier Whatman Kghotographie N°10)indiquant que les
souches testés possedent I'enzyme responsablbydiedlyse de la cellulose (cellulase). Ces
enzymes sont généralement produites par les agtwirs, en particulier les espéces
thermophiles et les streptomycetéSanglier, 1993)ce qui explique leur utilisation en
industrie en industrie du textil¢Ando et al., 2002), la bioconversion des déchets
cellulosiques, l'industrie du papier, des additdans l'alimentation animale, des aides
digestives dans le domaine thérapeutique et plaeenment pour la production de
biocarburan{Sukumaran et al, 2005).
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Photographie N° 10 Résultat de I'activité cellulolytique des soucltiactinomycetes sur milieu
liquide ISP9 contenant une bandelette de papiertméraN°1.

5.5. Teste de nitrate réductase

Les résultats de la réduction du nitrate par laglses d’actinomycétes testé figure
dansle Tableau N°8on constate que parmi les 13 souches testé sautiehprésentent une
réduction du nitrate sur le milieu mannitol-molgititrate. Cette activité est traduite par une
réaction colorée en rouge aprées I'ajout des deagtifé qui sont le nitrate reductase 1 et le
nitrate reductase 2pliotographie N°11).Cela expliqué par la présence de nitrite et les 4
souches ont réduit le nitrate en nitrite par ligéition des nitrates réductases.

La présence de nitrate dans le sol est issue gis des collectivités locale, de l'industrie et
principalement de I'agriculture suite a I'épandalgs doses massives d’engrais azotés et de
lisier (effluents d’élevage). Les nitrates con&ittiaujourd’hui la cause majeure de pollution

des grands réservoirs d’eau souterraine et dussd k& globe.

Photographie N° 11 Mise en évidence du nitrate réductase sur le miiaanitol-mobilité-
nitrate par les isolats.
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5.6. Activité protéolytique

Le Tableau N°8 nous montre 8 résultats positifs sur les 13 soutdstges, elles ont
une croissance modérée sur le milieu caséine aiexte levure et au glucose ainsi
'apparition de toute zone claire autour des casriémoigne de I'hydrolyse de la caséine
(photographie N°12) Ces résultats sont en accord avec ceux préseméGpae et
Deshmukh (201} pour I'étude des activités enzymatiques des awatytetes isolés a partir
des sédiments marins, ou ils ont montrés que leseged eptomyces, Micromonospora,
Nocardia, Saccharopolypora possedent une activité protéolytique. Ainsi quetlavaux de
Kurup et al., (1975) qui montrent la capacité d'une nouvelle souchectdiamycetes
thermophile ThermophileThermoactinomyces candidus a dégrader la caséine. Pour
'hydrolyse de la gélatine, on constate que 17 Zursont positif, ce qui se traduit par la
liquéfaction de la gélatine par une enzyme exthaleg#le qui est la gélatinase apres
'emplacement des tubes environ une heure a +4i@dr€f). Ces résultats sont similaires a
ceux trouvé par d®jaballah (2010)dont il a assigné la liquéfaction de la gélatiae ges
souches halophiles et halotolérants isolés de hahsed’Ain M’Lila qui sont proches des
genresActinopolyspora, Streptoaloteichus, Streptosporagium, Kitasatospora, les travaux de

Iwasaki et al., (1981) ont montrés également que Streptomyces sannankmsisie la

gélatine a 4°C pendant 1 heure.

Phtographie N°12 Résultats des tests sur les souches proteolytiuegauche dégradation
de la gelatine et a droite la dégradation de laina$
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5.7. Activité de la catalase

Le test de la catalase montre un résultat positif poutes les souchémbleau N°8)
La présence de la catalase est détectée par lagbiad de bulles d’air lors d’un contacte de
la culture avec I'eau oxygénéghotographie N°13).Les actinomycétes sont aérobies et ont
normalement toute une catalase. S'il avait eu dssltats négatives, cela mériterait plus

d’attention.

Photographie N°13: Résultat positif de la catalase d’une souchieauttycétale
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Conclusion

L'utilisation des actinomycetes dans I'éliminatides différents déchets industriels,
agricoles, pharmaceutiques... sont des sujets dl&étuaes bactéries sont dotées d’'un grand
pouvoir de dégradation de molécules organiquesreis et xénobiotiques a cause de la

présence d’'une variété d’enzymes dans leur mésabeli

13 actinomycetes ont été isolés et purifiés a pdeideux écosystemes sahariens, le
sol de la région d’El-Oued et le sel du chott Mélgte la méme région. Ces bactéries sont
considérées comme étant des organismes extrémeptiidait des caractéristiques physico-

chimiques des écosystemes d’ou elles proviennent.

L’emploi de plusieurs milieux sélectifsoyr I'isolement des actinomycetes est
nécessaire afin d'isoler le maximum de ces bactéim effet, les 13 isolats obtenus dans

cette étude, ont été isolés a partir du milieu 18P&u milieu ISP5

Les 13 actinomyceétes isolés, présenterst des activités enzymatiques trés variées. La
totalité des isolats présente une action positoug fes tests de nitrate réductase. Plusieurs de
nos isolats ont des activités positives contreeletipe, I'amidon, la gélatine, les caséines, etc.
Ces résultats sont intéressants et ouvrent depgotinges certaines dans le domaine des

enzymes thermostables trés recherchés dans I'neldsts biotechnologies bactériennes.

Un seul isolat a fait I'objet d’une pré-identifica morphologique. Il s’agit de SSO1, isolé a
partir du sol d’El Oued, il est assigné au gedreptosporangium.

Considérant les résultats tres satigfdéésdNous espérons poursuivre nos investigations
par identification des isolats au niveau de I'egpdcextraction et la purification de ces
enzymes et l'optimisation de leurs utilisations sldas domaines de biotechnologie sont
également envisageables. Nous espérons aussinwentios travaux en explorant d’autres

extrémes inexploités.
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Annexe

Annexe 1 :
Milieux de cultuse

» composition de milieux de culture

1. Gélose nutritive :

Ingrédients Quantité
Extrait de viande 1,09
Extrait de levure 2,09
Peptone 5,09
Chlorure de sodium 5,09
Agar 20,0g
Eau distillée 1000 ml
pH 7,4

2. Milieu International Streptomyce Project 2 (ISP2) :

Ingrédients Quantité
Extrait de levure 4,09
Extrait de malt 10,0 g
D-Glucose 20 ,0g
Agar 20 ,0g
Eau distillée 1000 mi
pH 7,3

3. Milieu International Streptomyce Project5 (IS 5):

Ingrédients Quantité
Glycérol 10,09
L-asparagine 1,09
Solution d’oligo-élément ,dg
Eau distillée 1000 ml
Agar 20,09

pH 7,0-7,4
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* Solution d’oligo-éléments’

Ingrédients Quantité
Fe SQ 7H,0 0,19
Mncl, 4H,0 0,19
Zn SO, 7THO 0,19
Eau distillée 100ml

4. Milieu Caséine a Extrait de levure et Glucose :

Ingrédients Quantité
Glucose 5¢
Caséine 59
Extrait de levure 549

Eau distillée 1000 ml
pH 7,0

5. Milieu Gélatine nutritive :

Ingrédients Quantité
peptone 59
Extrait de viande 39
Gélatine 1209
Eau distillée 1000 ml
pH 7,0




6. Milieu International Streptomyce Project 9 (ISP9) :

Ingrédients Quantité
(NH4)2804 2,64g
KH ,PO, 2,389
K,HPO, 5 ,65¢
MgSO47H202 1’09
Solution saline€ 1,0ml
Agar 20,09
Eau distillée 1000 ml
pH 6,8-7,0
*Solution saline’

Ingrédients Quantité
Cu SO, 5H,0 0 ,64g
Fe SQ, 7H,0 0,119
Mn CI 2 4H20 0,799
Zn SO, 7H,O 0,159
Eau distillée 100ml
7. Milieu Sierra au Tween 80 :

Ingrédients Quantité
peptone 10g
Chlorure de sodiurmr 59
CacCl, 0,19
Agar 159
Eau distillée 1000 ml
pH 7,0
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8. Milieu Mannitol-Mobilité :

Ingrédients Quantité
Peptone 20,09
Nitrate de potassium 1g
Mannitol 2 ,0g
Rouge de phénol 40mg
Agar 4,09
Eau distillée 1000 ml
pH 8,1

9. Milieu Pectine Agar :

Ingrédients Quantité
Pectine 5,09
Extrait de levure 5,09
Agar 20,09
Eau distillée 1000 ml

pH 7.0
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Annexe 2 :

Coloration de Gram

Protocole technique :

D’apres SINGLETON(1999), la coloration de Gram s’effectue selon les

étapes suivantes :

- Etalement et fixation des frottis: de la suspension bactérienne par
séchage a la chaleur sur un lame porte en vesrigel'de la boucle
d’'une anse de platine;

- Coloration : Au violet de gentiane par la couverture totaldadame
pendent 1min ;

- Lavagea I'eau distille;

- Ajout : du lugol par la couverture totale de la lamedaeeh 1min ;

- Lavagea l'eaudistille;

- Décoloration a l'alcool 95° avec une l|égere agitation, jusqu’ a
I'élimination du colorant (environ 30 S) ;

- Lavagea l'eaudistille;

- Contre coloration pendant 1a 2 minutes par couverture totale de la
lame avec une solution de fushine dilué&-10

- Lavagea I'eaudistille puis séchage;

- L'observation se fait en ajoutant de I'huile a immersion ; lest®aes
Gram positif se Colorent en violet alors que lesarGrnégatif se

colorent en rose.
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réaliseum frottis
- Ia frcation du frottis
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Schéma: explique les étapes de la coloratdes Grams
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Annexe :

Schémas représentatifs des mycéliums aérienssethdrat d Quelques
genres d’actinomycetékechevalier, 1994.
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Abstract

Work actinomycetes isolated from arid ecosystems are very rare. Is tbspect two Saharan
soils (soilof EI-Oued region and sdlthott Melghir the same region) were tested in this
study.Thus, 13 colonies were isolated and Actinagtgles purified from two selective media
(ISP2, 1SP5) added with an antibacterial, antifungal and Nalle study of morphological

characteristics of the isolates and microscopiarexations helped by comparison with the
classification criteria of Lechevalier publisheddergey'sManual of bacterial classification,
assign SSOlstrainisolated from soil knownin ElI Ou8tteptosporangium kind. The
13strainswere tested for Actinomycetales certainyeratica bility (cellulolytic, pectolytic,

amylolytic....). All isolates have at least one wnatic activity and aretherefore of a

biotechnological interest.

Keywords: Sol El Oued salt Chott Melghir, Actinomycetes, enzymatic activities
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