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INTRODUCTION

Les actinomycétes sont des bactéries mycédliennes a Gram positif, ils présentent malgré
la lenteur de leur croissance, une aptitude formidable a produire de nombreuses substances
enzymatiques et antibiotiques. (Goodfellow et Williams, 1983). Ils subissent des
différenciations morphologiques durant leur cycle de vie. En réponse a des conditions
défavorables, tel qu’un déficit en nutriments et en eau. Les actinomycétes se sporulent et ce
n’est que lorsque les conditions redeviennent favorables, que les spores peuvent germer et
former de nouveau le mycélium végétatif. Cette propriété joue un réle important dans leur
large distribution dans la nature (Goodfellow et Williams, 1983).

Les actinomycétes sont rencontrés dans tous les écosystémes : sols polaires, sols
désertiques, sols contaminés, sols cultives, sols forestiers, débris végétaux ainsi que dans les
eaux. Les actinomycetes représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre des
myceétes et des bactéries pathogénes et méme contre les virus. Ils sont surtout réputés pour
leur grande capacité a produire naturellement des antibiotiques. Environ 70 % des molécules
actives dorigine microbienne proviennent des actinomycetes. La streptomycine, la
néomycine, le chloramphénicol, les tétracyclines, les fattiviracines etc. sont des exemples des
antibiotiques produits par ces bactéries (Okami et Hotta, 1988). Divers especes
d’actinomycetes présentent des capacités de biodégradation des molécules organiques aussi
variées gue récalcitrantes (non biodégradables) (Mc Carthy et al. 1992). Cette fonction de
biodégradation des actinomycetes est due a la variété d’enzymes qu’elles peuvent synthétiser.
En effet, les enzymes sont apres les antibiotiques les plus importants produits des
actinomycetes (Lopes et al. 1999). Elles sont utilisees dans la dégradation des biomasses
vegétales et animales, dans I’industrie alimentaire et en biologie moléculaire (William et al.
1993). D’autres recherches ont montré que certaines especes d’actinomycétes qui habitent le
sol dégradent des composés organiques de synthese qui sont en principe non biodégradable,
tel que le phénanthréne et I’anthracéne (Moody et al. 2001). Les actinomycetes sont
également capables de métaboliser plusieurs composés y compris les sucres
(Polysaccharides), les alcools, les acides amineés et les composés aromatiques par production
d’enzymes extracellulaires. Cette diversité métabolique est due a leur génome extrémement
large qui a une centaine de facteurs de transcription qui contrdlent I’expression des genes qui
leurs permettent de répondre aleurs besoins.

La recherche de nouvelles souches d’actinomycétes actives a partir d’écosystemes
extrémes permet, éventuellement, la découverte de souches rares ou de souches pouvant avoir
un potentiel de production de métabolites éevé ou inexploité. Le sud Algérien est un
écosysteme aride caractérisé par des ressources naturelles limitées, un sol pauvre, des
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formations végétal es basses et ouvertes et des conditions climatiques sévéres qui normalement
entravent la vie microbienne. Mais de nombreuses recherches consacrées a la microbiologie
de ces sols prouvent I’existence d’une microflore abondante et diversifiée. Cette microflore ne
cesse d’apporter de nouvelles molécules et occuper une place de plus en plus importante dans
le domaine de la biotechnologie (Smaoui, 2010).

L’accumulation dans le sol de quantités excessives de sels solubles caractérise les
régions arides et subarides, bien qu’elles se produisent parfois en dehors de ces zones. Dans
ce type de sol la végétation diminue de maniére considérable. Ce qui aura comme
conséquence la diminution de matiere organique dans le sol et donc une compétition féroce
entre les microorganismes du sol, et du coup une réduction importante du taux des
microorganismes organotrophes aussi bien en quantité qu’en qualite. Et vu que les
actinomycetes sont des producteurs importants d’antibiotiques, Ils utilisent cette
caractéristique a leur profit pour qu’ils puissent persister dans le sol. Mais ce n’est nullement
pas la seule difficulté a laguelle les actinomycetes doivent surmonter ; I’adaptation a la tres
haute salinité du milieu est une condition importante pour que ces bactéries puissent y croitre.
Pour cela, tous les microorganismes doivent maintenir leur cytoplasmes au moins, en iso-
osmose avec leur environnements. De plus, les actinomycetes sont connues par leur temps de
génération tres élevé comparé a celui des autres bactéries, ce qui rend leur isolement une
tache difficilement réalisable (Smaoui, 2010).

L’objectif principal de ce travail est d’étudier les caractéristiques morphologiques et
physiologiques d’une collection d’actinomycetes provenant de plusieurs sols arides ou la vie
microbienne est tres dure. Pour atteindre cet objectif pratique, notre travail est scindé en trois
parties:

La premiére consiste en une revivification des actinomycétes conserves par congélation.
La seconde étape consiste a déterminer I’effet de la température, du chlorure de sodium et du
pH sur la croissance de cesisolats.

Latroisieme a pour but |a caractérisation morphol ogique des souches actinomycétal es.
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|. Lesol aride

1. Définition du sol aride

Est un environnement complexe caractérisé par une grande diversité d'organismes
(notamment les microorganismes) et les composes chimiques et par la structure physique
complexe (Wild, 1993). Les sols arides se forment avec le temps a mesure que le climat et la
végétation agissent sur le matériau de la roche mére. Les aspects importants de la formation

des sols aride dans un climat désertique sont les suivants:

- des changements journaliers importants de température, qui provoquent la désintégration

meécanigue ou physique des roches en petites particul es.
- les sables transportés par le vent qui abrasent les surfaces exposées des roches.
2. Lescaractéristiques écologiques

La zone aride est caractérisée alafois par son climat toujours peu pluvieux, et parfois
tres irrégulier, et par sa végeétation herbacée ou frutescente, rarement arborée, tres
irrégulierement répartie, et constituant un couvert excessivement lache (Aubert, 1960).
Supportant des conditions aussi sévéres, ces sols présentent un certain nombre de caractéres
constant : évolution lente, profondeur souvent réduite, matiére organique fortement évoluée,
peu abondante et superficielle ou un peu plus abondante et répartie dans I’ensemble du profil ;
structure faiblement définie en général ; édément minéraux assez peu atérés; colloides
argileux stables ééments solubles concentrés en surface ou partiellement lessivés et
accumulés, a un niveau ou a un autre profil, jusqu'a donner naissance a des nodules ou a des
crodtes calcaires, gypseuses ou salines; fréquence, ou moins dans les sols des zones semi-
arides, des phénomenes d’hydromorphie. Trés souvent calcaires, ces sols sont aussi
fréguemment salés. Leur utilisation présente également des caracteres particuliers: tres
extensive, elle a comme base un élevage tres lache et irrégulier ou la culture, tres aéatoire,
des plantes spécialement adaptées; trés intensive, elle ne peut étre fondée que sur I’un ou
I’autre des divers types d’irrigation du sol ou d’utilisation de I’humidité de décrue aprés son
inondation. (Aubert, 1960).
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3. Lescaractéristiques microbiologiques

Les sols secs ne presentent qu’une activité microbienne faible, mais lorsque I'humidité
augmente I'activité des microorganismes augmente progressivement jusgu’ a un maximum
puis décroit. (Morel, 1989). La température du sol représente, dans les zones arides, un
facteur écologique tres important qui régit la multiplication des microorganismes dans ces
régions (Sasson, 1967). Les microorganismes du sol aride sont représentés par quelques
métazoaires, des protozoaires, des algues microscopiques, des champignons, des bactéries
dont des actinomycetes, des cyanobactéries et des virus (Wild, 1993; Maier et al., 2000). Ce
sont des micro-organismes qui entrent dans la composition des micro-biocénoses des sols
arides, ce qui montre la variabilité de la microflore dans ces biotopes (Sasson, 1967). Les
micro-organismes du sol aride, de par leur diversité taxonomique et fonctionnelle, jouent un
réle fondamental dans le fonctionnement du sol, dans les cycles du carbone et de I’azote, dans
la biodisponibilité des éléments nutritifs, |a dégradation des polluants organiques, rétention de

polluants métalliques, action sur la structure des sols (I nra, 2008).
3.1. Leschampignons

Ils sont hétérotrophes, certains d'entre eux sont saprophytes (Wild, 1993). La grande
majorité des champignons isolés sont ceux formant un grand nombre de spores,
particulierement les Mucorales (Mucor, Mortierella, Rhizous) et les deutéromycetes
(Penicillium, Aspergillus, cladosporium, Fusarium, Alternaria et Botrytis), les champignons
semblent étre plus résistants que les bactéries aux conditions d’aridité (Berthelin, 1999). Les
champignons jouent un réle dans la décomposition de la matiére organique dans les sols
exondés, ils dégradent la cellulose et la lignine des végétaux (Maier et al., 2000). Leur role
dans le cycle de I'azote est peu spectaculaire. Leur réle essentiel est la minéralisation du
carbone organique (Roger et Garcia, 2001). Les champignons participent également a la
stabilité structurale du sol atravers leur structure mycélienne ramifiée qui assure une cohésion

particulaire dans les couches superficielles du sol (Gobat et al., 2003).
3.2. Lesalgues

Les algues sont confinées a la surface du sol (Wild, 1993) ou aux quelques centimétres
supérieurs. Un grand nombre d'espéces a été isolé des sols mais seulement quel ques-unes sont
communes. Chlorococcum humicola et quelques Oedogonium et Vaucheria, elles sont

inconnues dans les eaux. Les formes du sol sont habituellement plus petites que celles
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aquatiques, la plupart sont cosmopolites (ex: Hantzschia amphixus, des espéces de Nostoc,
Chlamydomonas, Stichococcus, Zygogonium, Hormidium). Gréace a leur activité
photosynthétique, les algues colonisent rapidement les surfaces minérales brutes, dont elles
accélérent |'altération par des substances dissolvantes. Les algues participent auss a la
cohésion les particules solides a travers la production des polysaccharides extracellulaires
(Gobat et al., 2003). Elles protegent les environnements arides ou désertiques contre I'érosion

en formant des croutes ala surface du sol (Dommergues et Mangenot, 1970).
3.3. Lesprotozoaires

Les genres de protozoaires du sol aride sont les méme que ceux des environnements
aquatiques. Tres peu sont exclusivement trouvés dans le sol aride. Les especes les plus
communes sont: Heteromita globosa, Colpoda cucullus et Hartmanella hyalina. Ce sont des
consommateurs de bactéries, de levures et de champignons, ils sont impliqués aussi dans la

décomposition de la matiére organique (Maier et al., 2000) .
3.4. Lesbactéries

Les bactéries forment tant au plan quantitatif qu'au plan fonctionnel le groupe majeur
des microorganismes du sol (Mord, 1989). Les bactéries sont classées en bactéries
autotrophes, qui utilisent le carbone sous forme minéral, et bactéries hétérotrophes qui
utilisent le carbone sous forme organique (Clement et L ozet, 2011). Elles proliférent dans les
milieux les plus riches en azote et peu acides, un milieu aéré a pH supérieur a 6. Elles sont
surtout abondantes autour des racines de certaines plantes (graminées, |égumineuses) au sein
de la rhizosphere (Duchaufour, 2001). Par leur durée de vie, les bactéries constituent une
fraction importante de la matiere organique humifiee: I'numine microbienne. Elles sont
participantes a la formation des microagrégats. Mais c'est avant tout par leurs fonctions
biogéochimiques, telles la minéraisation de la matiére organique, la précipitation de
minéraux, et la transformation de certains composants organiques en humine (Gobat et al,
2003).

3.5. Lesactinomyceétes

Il s’agit d’un groupe d'eubactéries trés ramifiés hétérotrophes ayant tendance a former
un mycélium ramifié plus ou moins différencié trés fin, dans le sol les germes les plus
fréquents (Streptomyces et Nocardia) (Clement et Lozet, 2011). IIs sont plus sensibles a
I'acidité que les moisissures préférant des pH de 6 a 7,5 (Soltner, 2005). Les actinomycetes
semblent jouer un grand réle par leur capacité a dégrader des substances organiques
difficilement décomposables, et produisent des vitamines et des antibiotiques (Clement et

L ozet, 2011). Ils seraient susceptibles de décomposer |es composeés aromatiques de la matiere
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organique fraiche (lignine, certains tannins) (Duchaufour, 2001). IIs représentent un indice

d'un sol a bonne structure et/ou bonne aération (Clement et L ozet, 2011).
Il. Lesactinomycetes
1. Caractéristiques générales des actinomycetes

Les actinomycetes sont des bactéries aérobies, Gram-positif, filamenteuses, avec un
coefficient de Chargoff (GC) élevé, saprophytes, largement distribuées dans le sol, I'eau et les
plantes montrant une diversité chimique et morphologique marquée, mais forment une ligne
distincte de I'évolution des organismes (Goodfellow et O’donnell, 1989). Bien que les
actinomycetes soient des microorganismes procaryotes, |leur morphol ogie ressemble fortement
a celle des micro-organismes eucaryotes comme | es champignons filamenteux (Osada, 1998).
Il existe des formes de transition, mycéliennes typiques et unicellulaires, présentant une
aptitude peu margquée a former un mycéium ramifié. Le diametre des filaments des formes
mycéliennes est toutefois environ deux fois plus faible (0,5 a 1,2 um) que celui des mycéliens
des champignons. La plupart des actinomycetes sont terrestres, certaines especes sont marines
(Mincer et al., 2002). Les actinomycetes sont répandus dans |'environnement et la plupart des
especes sont  chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de fagon optimale dans
la gamme de pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et
Waellington, 1982; Goodfellow et Williams, 1983). Les facteurs importants contrdlant
I'abondance et |'activité des actinomycetes dans le sol sont : la disponibilité des nutriments, la
nature et I'abondance de la matiére organique, la salinité, la teneur en humidité relative, la
température, le pH et la végétation du sol (Goodfellow et Williams, 1983).

2. Morphologie

La morphologie des différents groupes d’actinomyceétes varie de simple bacille
diphtéroide a des formes mycédiennes complexes (Gottlieb, 1973) certains peuvent présenter
un mycélium se développant sur et dans les milieux : mycélium végétatifs, ou de substrat
(Michel et al., 1988) constitué par des hyphes, qui pénétrent dans le milieu ou se propagent a
sa surface. Cette formation montre la capacité des actinomycétes a dégrader la matiére

organique insoluble grace aleurs enzymes extracellulaires (L occi, 1976).
3. Physiologie

La croissance des actinomycetes est influencée par plusieurs parameétres

physiologiques comme: I’oxygene, le pH, la température...etc.
3.1. L oxygéne

On peut deviser les actinomyceétes selon leurs types respiratoires en deux groupes :
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Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui
sont des commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et des animaux

supérieurs, lIsfont partie de laflore de Veillons (Avril et al, 1992).

Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la

nature en particulier sur le sol (Avril et al, 1992).
3.2.LepH

Pour le pH, la plupart des actinomycétes se comportent comme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8,
mais en peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a4 (Mc Kinney, 2004),
telle est le cas pour les souches acidophiles comme le genre Streptacidiphilus (Wang et al,
2006).

3.3. Latempérature

La température optimale de croissance est entre 25 a 30 C°, mais les especes
thermophiles peuvent croitre a des températures comprises entre 55 a 65 C° (Rangaswami et
al, 2004).

3.4. L activité de I’eau (Aw)

La germination des spores de la pluparts des actinomycetes, peut-étre observée a des
valeurs d’activité d’eaux supérieures ou egales a 0.67, I’activité d’eau optimale pour la

croissance et le développement des actinomycetes est égal a 0,98 (Zvyagintsev et al, 2005).
3.5. Tolérance en sel (NaCl)
Selon leurs exigences en NaCl, les microorganismes sont divisés en deux groupes :

Les halophiles : ont besoin de sel (NaCl) pour leur croissance, cette concentration peut
varier de 1 a 6 % (P/V) pour les faiblement halophiles, jusque 15 a30 % pour les bactéries

hal ophiles extrémes.

Les halotolérants acceptent des concentrations modérées de sels mais non obligatoires
pour leur croissance. On distingue, les |égerement tolérants (tolére de 6 a 8 % de NaCl (P/V))
; les modérément tolérants (tolére de 18 a 20 % de NaCl (P/V)) ; et les extrémement tolérants
(se développe de 0 % jusqu'a saturation en NaCl) (Nanjani, 2011). Différentes stratégies sont
suivies par les microorganismes halophiliques pour assurer I’osmo-régulation de leurs

cytoplasmes tout en gardant une concentration faible en ions de sodium (Na+) (Oren, 2002).

- La premiére consiste a I’accumulation des ions de K+ et Cl- dans leur cytoplasme sous

forme de KCL (Sandhya et al, 2011), a des concentrations plus élevées que la concentration
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de NaCl présente tout autour du milieu. Ce mode d’adaptation est énergétiqguement moins
colteux (Oren, 1999(a). Oren, 2006).

- La seconde agit par exclusion des différents ions présents dans le cytoplasme, par des
pompes, tout en accumulant des solutés organiques pour maintenir I’équilibre osmotique. Les
différents solutés organiques utilisés sont : glycérol, betaine, ectoine, les sucres comme le
saccharose et tréhalose (Galinski, 1995). Ce mode est énergétiquement colteux a cause du

colt de la synthese des mol écules organiques (Oren. 1999 (b)).
4. Caractéres chimiques
4.1. Laparoi celulaire

La paroi cellulaire des actinomycetes ne renferme ni chitine ni cellulose mais une
glycoprotéine contenant la lysine (formes fermentatives) ou de I’acide diaminopimélique
(formes oxydatives) et leur cytologie est celle des bactéries (Mariat et Sebald, 1990). Ils
n’ont pas de membrane nucléaire, elles possedent des organites flagellaires ressemblant a
ceux des bactéries. Elles sont pour la plupart, sensibles au lysozyme et aux agents
antibactériens ; le diamétre de leur hyphes est plus petit que celui des champignons (Gottlieb,
1973).

4.2. Lastructure de I’ADN

La composition de I’ADN nucléaire permet de définir les familles d’actinomycetes,
pour cela on étudie le coefficient de Chargaff ou GC% qui présente e nombre de paires de
bases guanine cytosine pour 100 paires de bases dans I’ADN (Tab.1) (Larpent et Sanglier,
1989). Les actinomycetes dont le coefficient de Chargaff (G+C %) est généralement compris
entre 60 et 75% (Chun et al., 1997; Ensign, 1978 ; Lar pent et Sanglier, 1989).
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Tableau 1 : Différentes valeurs de GC % rencontrées dans le groupe des Actinomycetes
(d’apresWilliams et al., 1989).

Genre e
(Moles)
Actinomadura 64 469
Nocardia 64a72
Streptomyces 69a78
Micromonospora 71a73
Actinoplanes 72a73
Actinopolyspora 64
Agromyces 71a77
Frankia 66a71
Glycomyces 71a73
Nocardiopsis 64 a 69
Rodococcus 63a72
Streptosporangium 69a71
Streptoverticillium 69a73
Thermoactinomyces 53a55

5. Taxonomie
Stanier 1966 subdivise les actinomycetes en quatre familles:
5.1. Lesmycobactériacées

Ce sont les actinomycétes dont la morphologie est la plus voisine de celle des
bactéries: le mycdlium formé en début de développement se rompt rapidement pour libérer
des batonnets ramifiés ou irréguliers. Les mycobactériacées présentent des affinités marquées
avec les corynébactériacées et les bactéries lactiques. Ils se différencient des autres bactéries
et actinomycetes, a l'exception de certains Nocardia, par leur acido-résistance. Cette famille
est représentée par le seul genre Mycobacterium qui comprend des espéces pathogenes dont la

plus connue est M. tuberculosis, agent de la tubercul ose (Stanier, 1966).
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5.2. Lesactinomycétacées (ou proactinomycetes)

Cette famille représentée par les genres Nocardia et Actinomyces occupe une position

intermédiaire entre les mycobactériacées caractérisees par une structure bactérienne et les

streptomycétacées caractérisées par une structure pseudo mycélienne. Elle differe des

mycobactériacées par sa croissance presque entierement mycélienne avec toutefois une

tendance variable a la segmentation. Elle différe des streptomycétacées par I'absence de
conidies (Tab.2) (Stanier, 1966).

Tableau. 2 : Caractéristiques principales des genres d'actinomyceétes fréquents dans

les sols. (Stanier, 1966)

Genre

Caractéristique

Nocardia

Filaments qui se fragmentent rapidement en unités

bactériennes.
les filaments se développent rarement au-dessus de
milieu.

L es spores sont rarement produites.

Thermoactinomyces

Spore uniques formées sur des filaments dans et au-

dessus du milieu.

Spore thermorési stantes. Espéces thermophiles.

Streptomyces

Longues chaines de spores formées sur des filaments

qui se dével oppent

au-dessus du milieu de culture. De nombreuses

especes produisent des

antibiotiques

Sreptosporangium

Spores formées dans des sporanges ou en chaines sur

les filaments au-dessus

du milieu. Colonies morphologiquement semblables

aux Streptomyces

Micromonospora

Les filaments ne ce développent pas au dessus
du milieu. Spores uniques es produites dans ou a

|a surfaces du milieu. Croissance lente.

10
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5.3. Streptomycétacées

Cette famille est caractérisee par une structure mycélienne permanente. La
reproduction se fait par conidies et rappelle, pour cette raison, celle des champignons. Le
genre Sreptomyces est tres répandu dans le sol ou il représente souvent 70 a 90 % des
actinomycetes. Il se distingue des Nocardia par leur mycélium végétatif persistant quel que

soit |e stade de développement et une reproduction par des conidies en chaine. Les colonies de

Sreptomyces comprennent un mycélium végétatif tres serré, implanté dans le milieu et un
mycélium aérien, plus lache, d'aspect poudreux, formé d'hyphes terminés par des conidies en
chaines. Le genre Micromonospora est caractérisé par un développement faible ou nul du
mycélium aérien; les conidies, isolées ou en grappes, sont portées directement par le
mycélium végétatif. Les différentes especes, pour la plupart thermophiles, se développent

surtout dans les fumiers et les composts (Fig.1) (Stanier, 1966).

Themoactinomyees Micropolyspora
Dachylosporan giur
Microelobospora Nocardia
Microbispora v ﬁ:’
A &3&
Y
U//L g Micromonospon
Vo g Streplosporangiun

Streptomynes
p ! &}Hﬁ

Figure 1 : Principaux groupes d’actinomycétes.
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5.4. Les actinoplanacées

Les espéces appartenant a cette famille ont un cycle qui présente un stade mobile

(Sporangiospores mobiles). Le genre Actinoplanes est aquatique (Stanier, 1966).
6. Déermination des genres et des especes

La définition des genres et des espéces se fonde sur un ensemble de caracteres

morphol ogiques et chimiotaxnomiques.
6.1. Caractéeres morphologiques

Les principaux criteres morphologiques correspondent a la présence, I’abondance et la
disposition des hyphes du substrat ou du mycélium aérien. Ainsi que la présence des spores,
leur nombre, leur mobilité, leur forme, leur position sur les hyphes, |a présence de sclérotes,

de sporanges ou de synnémata.
6.2. Caractér es chimiotaxonomiques

La composition de la paroi cellulaire en acide aminés, glucides et lipides constituent le

principal caractere utilisé en chimiotaxonomie (L ar pent et lar pent-gour gaud, 1985).
6.3. Lesacides nucléiques

Les déterminations portent sur le pourcentage de guanine et cytosine, sur le spectre
obtenu par électrophorese des fragments de I’ADN (obtenus par la digestion par les enzymes
de restriction), sur le taux d’hybridation ADN — ADN ou ADN-ARN et sur la séquence de
I’ARNTr 16S. Une différence de plus de 10% indique que deux souches sont sans relation. Au-
dela de 70% de similitude (I’hybridation ADN-ADN), deux souches sont considérées comme
appartenant a la méme espéce. Le séquencage de I’ARNr 16S, constitue un outil précieux
pour déterminer le degré de relation entre souches, espéces et genres (Larpent et Larpent-

gourgaude, 1985).
7. Mode dereproduction : cycle biologique

La structure d’une colonie de streptomycetes démontre le degré de différenciation
d’un tel organisme. Le cycle biologique est comparable a celui de nombreux micromycetes
eucaryotiques. Les actinomycétales possedent une structure de procaryotes mais un cycle

biologique semblable a certains champignons (fig.2) (Sanglier et Trujillo, 1997).
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7.1. Germination des spores

Quatre étapes peuvent étre distinguées ; I’activation, I’initiation, I’émergence du tube

germinatif et sa croissance, pour lesguelles e degré hygrométrique joue un réle important.
7.2. Mycédlium primaire

Le tube de germination va croitre et donner des hyphes qui se ramifient intensement.
Ce mycdlium se développe sur et dans le substrat. 1l est dénommé mycélium primaire,
mycélium végétatif ou mycélium de substrat. Eventuellement pigmenté, il forme des parois
transversales isolant les zones les plus agées. Il peut se fragmenter chez les bactéries du genre

Nocar dioformes.
7.3. Mycélium secondaire

Sur ce mycélium primaire va se développer un mycélium secondaire aérien (fig.3).
Ces hyphes sont peu ramifiés et pourvues d’une enveloppe hydrophobe, elles sont plus
épaisses que les hyphes primaires. Ce mycdium est généralement pigmenté (gris, vert,

rouge...) sur ce mycélium aérien se forment des spores.

free spore germinated spore substrate hyphas

O P ot —> W —> -
10 hr 18 he 30 he
00
melanin-llke campound production
a yellow pigment preduction
i
il =
e

41010 days

Figure 2: Cycle de développement de Streptomyces griseus (Horinouchi, 2002)
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Figure 3 : Croissance d’une colonie d’actinomycétes sur milieu solide.
7.4. Formation des spores

Les différents groupes d’actinomycétes peuvent sporuler en morcelant certains hyphes
pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conditions hostiles que les hyphes, soit

en produisant des endospores hautement resistants a la chaleur et d’autre adversité.
7.4.1.Lesendospor es

Elles naissent d’une réorganisation du cytoplasme avec formation d’une nouvelle paroi

dans I’hyphe. Elles sont caractéristiques du genre Thermoactinomyces.
7.4.2.Les exospores

Elles naissent de la formation de parois transversales pour délimiter les spores. Les
parois s’épaississent autour de chaque spore individualisée. Des ornementations externes
peuvent se former, le contenu en tréhalose, relativement abondant aurait un réle dans la
dormance et |la résistance des spores. Par ailleurs, celles-ci ont fondamentalement la méme
structure qu’une cellule végetative et ne contient qu’un seul génome haploide. La sporulation
est contrblée par des facteurs extérieurs aux microorganismes et par des facteurs propres a
ceux-ci. Parmi les éléments extérieurs favorisant la sporulation, nous retiendrons
principalement : la dessiccation, une concentration élevée en gélose, le glycérol comme
source de carbone, I’'urée comme source d’azote, I’addition de carbonate de calcium et
D’extrait de sol, la présence de magnésium, de fer et de manganése, et un pH légérement
alcalin voisin de 7,5. Les facteurs propres aux microorganismes sont d’ordres génétiques et

biochimiques. De nombreux travaux ont mis en évidence des biorégulateurs codés par des

14
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genes chromosomiques et plasmidiques influant de maniére complexe sur la sporulation ainsi

que sur la biosynthése de métabolites secondaires (Khokhlov, 1986).
8. Ecologie des actinomycetes et distribution dansla nature

Les actinomycetes sont ubiquitaires, ils colonisent une large variété d’habitats naturels
et en particulier le sol (Lacey, 1973; Porter, 1971; Waksman, 1959; Williams et al., 1984).
IIs sont capables de se développer sur une large gamme de substrats. 1ls sont présents dans le
sol polaire gelé en permanence tout comme dans les sols désertiques chauds et secs, dans le
pétrole brut, les sols hautement contaminés avec les métaux lourds, les lacs extrémement
acalins et les lacs salés. Par contre, ils semblent étre absents des eaux minieres tres acides
(pH<1) et des sources thermales trés chaudes d’origine volcanique (Hwang et al., 2001). La
plupart des actinomycétes sont saprophytes mais quelques-uns peuvent étre pathogenes ou
symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki et al., 1994). En générale, les actinomycetes
sont des hétérotrophes, mais plusieurs espéces sont capables aussi de croissance
chimioautotrophe (Ensign et al., 1993). Physiologiquement, il est possible de distinguer les
formes aérobies qui sont de trés loin les plus nombreuses, et des types anaérobies trouvés
primitivement chez les animaux et I’homme. Les actinomycetes préferent un pH neutre ou
peu alcalin, ils sont généralement mésophiles, d’autres sont thermophiles tolérants des
températures avoisinant les 50°C et peuvent aller jusqu’a 60°C (Omura, 1992).

8.1. Lesactinomycetes dansles sols

Dans le sol, de nombreux actinomycetes sont saprophytes. Ils sont 1'un des principaux
groupes de la population du sol et sont tres largement distribué (Kuster, 1968). Les
Sreptomyces sont tolérants a des conditions d’acidités (Davies et Williams, 1970). Les sols
arides de pH alcalin ont tendance a contenir moins de Streptomyces en plus des genres rares
tel gue Actinoplanes et Streptosporangium. Les sols des oasis du Sahara Algérien, bien que
soumis a un climat aride, se sont révélés riches en actinomycetes parfois réputés rares de par
le monde (Boudemagh, 2007). On les trouve non seulement dans les horizons de surface,
mais aussi a plus de 2 métres de profondeur et en quantité appréciable (Sabaou et al, 1998).
Les bactéries actinomycétales produisent des substances spécifiques telles que la géosmine
et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsables de I’odeur d’humus caractéristique des sols
(Omura, 1992 ; Zaitlin et al., 2003).

8.2. Lesactinomycetes dans les milieux marins

L’opinion selon laquelle des actinomycetes peupleraient normalement le milieu marin
est trés controversée. Selon les uns, les souches d’actinomyecetes isolées de tels milieux ne

seraient que des formes terricoles adaptées a la salinité de I’eau de mer ; selon d’autres, il
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existerait bien une flore d’actinomycétes propre aux sédiments marins caractérisée par sa
barotolérance, son halophilie et une température optimale faible ; ainsi, certaines souches
Nocardioformes isolées a plus de 2000 m de profondeur se développent sous les pressions
hydrostatiques de 500 bars en présence d’eau de mer a 18°C (Weyland, 1981).

8.3. Lesactinomycetes dans les eaux douces

Les actinomycetes sont bien représentés dans ce milieu d’ou I’on peut facilement
isoler des souches de Micromonospora, d’Actinoplanes et de Streptosporangium. C’est
essentiellement dans des sédiments des fonds fluviaux ou lacustres que ceux-ci sont présents
ou ils jouent un réle important dans la décomposition des débris végétaux et donnent a I’eau

son odeur deterre et saflaveur (Weyland, 1981).
8.4. Les actinomycétes dans I’air

L air constitue pour les actinomyceétes, non pas un habitat, mais un moyen de transport
(Gazengo et al., 1998, Reponen et al., 1998). Les spores d’actinomycétes thermophiles sont
produites en grande quantité et sont facilement mises en suspension dans I’air et leur
dissémination se fait facilement grace au mouvement de I’air (Mazodier, 1974), c’est le cas
des spores de I’espéce Actinomyces invulnerabilis. Les spores des actinomyceétes sont des
contaminants importants de notre environnement. L’exposition a ces derniers peut causer des
effets néfastes sur la santé (Gazenko et al., 1998 ; Reponen et al., 1998).

8.5. Les actinomycetes dans les composts

Le compostage est défini comme étant |la décomposition biologique thermophile, en
présence d’oxygéene et dans des conditions controlées, de déchets organiques collectés
séparément, sous I’action de micro et macroorganismes, afin de produire du compost. Le
compost, produit final du compostage est compose pour I’essentiel de la matiere organique de
type humique stable et de composés minéraux. Des actinomycétes sont isolés des composts, il
s’agit de genres thermophiles tels que Thermoactinomyces, Sacharomonospora et d’autre
thermotol érants tel que Microbispora, Micropolyspora, Pseudonocadia (Ensign et al., 1993 ;
Lacey, 1997 ; Song et al., 2001). Les actinomycétes sont actifs dans les derniers stades du
compostage. Ils se sont spécialisés dans I’attaque des structures plus résistantes comme la
cellulose, I'némicellulose et lalignine.

9. Importance des actinomycétes dans les différentesindustries

Les actinomycétes fournissent une ressource precieuse pour les produits dintérét
industriel, y compris les enzymes et les agents antimicrobiens (Tsujibo et al.., 2003),
participent a la dégradation de la matiere organique difficilement décomposables, et
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produisent des vitamines (Clement et Lozet, 2011). Ils seraient susceptibles de décomposer
les composés aromatiques de la matiere organique fraiche (lignine, certains tannins)
(Duchaufour, 2001).

9.1. Dansla production des antibiotiques

Le travail de pionnier de Waksman en 1940 a montré que les actinomycetes sont
capables de produire des antibiotiques médicalement utiles. Ce qui rend trois quarts de tous
les produits connus; exemple la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Leminor,
1989 ; Sanglier et Trujillo, 1997). Les actinomycétes sont donc les producteurs prolifiques
d'antibiotiques et autres métabolites secondaires utiles (Okami et Hotta, 1988). Environ 70%
de tous les antibiotiques connus ont été produits a partir de bactéries actinomycétaes, dans
laquelle 75% étaient utilisé en médecine et 60% dans I'agriculture (Ben Ameur-Mehdi et al.,
2006). Le genre Streptomyces représente la source la plus importante de métabolites
secondaires, produisant un nombre et une diversité chimique d’antibiotiques remarquable
(Watve et al., 2001) aussi bhien pour les maladies humaines qu’animales: Il s’agit
d’antibactériens (streptomycine, tétracycline, chloramphénicol), d’antifongiques (nystatine),
d’antivirales  (tunicamycine), d’antiparasitaires (avermectine), d’immunosuppressive
(rapamycine), antitumorale (actinomycine, mitomycine C, anthracyclines), d’inhibiteurs
d’enzymes (acide clavulanique) (Demain, 2000). Voici quelques exemples d’antibiotiques

produit par les actinomycétes :
9.1.1. Latétracycline

Les molécules de tétracycline présentent une activité contre une large gamme de
bactéries Gram-négatif et Gram-positif, des organismes atypiques tels que les chlamydiae, les
mycoplasmes, les rickettsies et |es protozoaires sont sensibles. Ils sont aussi largement utilisés
comme additifs de croissance des animaux. La premiére tétracycline, (auréomycine) a été

produite par Streptomyces aureofaciens.
9.1.2. Lapénicilline

La pénicilline est produite par les champignons. Elle est aussi biosynthétisee par
certaines espéces d’actinomycéetes. La pénicilline inhibe la synthése de composants
structuraux essentiels de la paroi cellulaire bactérienne plus exactement |e peptidoglycane qui
est absent dans les cellules mammiferes. C’est une molécule qui possede un large spectre
d’activité contre les bactéries Gram-positif, mais montre une faible activité contre les aérobies
Gram-négatif. La pénicilline est rapporté étre produit en grande quantité par Sreptomyces
lavendulae (Torreset al., 1999).
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9.1.3. Lesfattiviracines

Les fattiviracins sont des diester macrocyclique constitués de quatre unités de D-
glucose et de deux acides gras hydroxylés (C24 et C33). Les fattiviracins ont une activité
puissante contre des virus a ADN enveloppéstelle que la famille de I’herpés, HSV-et VZV et
des virus @ ARN enveloppés tels que la grippe A et B. Le producteur de ce type d’antibiotique
est Streptomyces micoflavus (Uyeda, 2003). Les fattiviracins agissent sur les VIH-I
directement sans lyse des particules, et permettent I’inhibition de I’entrée virale dans les
cellules hotes (Demain, 2000).

9.2. Dansla production des enzymes

Les actinomycétes possedent une grande capacité a produire nombreux molécules
bioactives, notamment des enzymes. Les actinomycetes aquatiques sont apparus comme
source riche pour la production d'enzymes industriellement importants. L’amylase est une des
enzymes couramment utilisées dans différentes industries de I'amidon. Dans les industries
textiles I’amylase est utilisée pour le redimensionnement des matériaux des vétements. Les
actinomycetes sont de bons agents de décomposition de matiéres organiques par la sécrétion
d'enzymes hydrolytiques extracellulaires tels que les amylases, les protéases et |es chitinases.
Les protéases catalysent I’hydrolyse de protéines a des peptides et acides aminés. L’uréase
Enzymatique joue un réle important dans la dégradation de I'azote organique (N). Le genre
Sreptomyces a révélé un potentiel biotechnologique intéressant pour la production d’enzymes
(par exemple la xylose isomérase est issue d’un Streptomycéte thermophile Il est également
responsable de la biodégradation de biopolymeéres (par exemple le chitosane ou de polluants

organiques (par exemple I’acide phénylacétique (Niraula et al., 2010).
9.2.1. Lesligninases

Les ligninases sont classées en trois catégories: les lignines peroxydases, les
peroxydases Mn- dépendantes et les laccases (monophénol oxydases). Elles sont produites
essentiellement par des champignons les basidiomycetes de la pourriture blanche et par
quelques actinomycétes. Parmi les principales especes actinomycetales on peut citer
Streptomyces thermoviolaceus, Streptomyces viridosporus, Sreptomyces fusca. Les ligninases
améliorent le rendement d’hydrolyse de la cellulose dans le cas de certaines matiéres
lignocellulosiques et de certains prétraitements. Leur gout dans le mélange est nécessaire a
I’hydrolyse enzymatique qui pourrait également avoir un impact sur les conditions ou le mode
de prétraitement (Sanglier et al., 1993).
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9.2.2. Les pectinases

La production des enzymes pectolytiques est éaborée par différents genres
d’actinomycetes tel que: Micromonospora, Microbispora, Streptosporangium et
Sreptomyces (Demain et Solomon, 1985 ; Sanglier et al., 1993). La dégradation compléte
des pectines est conduite par I’action combinée de trois activités pectolytiques (pectine lyase,

pectinestérase, polygal acturenase).
9.2.3. Lesamylases

Elles sont produites par lamajorité des actinomycétes, le plus intéressantes sont celles
produites par les especes thermophiles comme Thermoactinomyces wulgaris,

Saccharomonospora viridis et les espéces de genre Streptomyces (Sanglier et al., 1993).
9.2.4. Lesxylanases

Elles sont élaborées par des espéces thermophiles du genre streptomyces et des
souches du genre Promicromonospora, ansi que par différentes espéces de
Micromonospora,microbispora et Thermomonospora (Demain et Solomon, 1985 ; Rivas et
al., 2003 ; petrosyan et al., 2003).
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Tableau 3 : Exemples d’enzymes employées dans différents secteurs industriels

(Kirk et al., 2005).

Secteur industrig

Pate & papier

Enzymes Applications
ou Classe d’utilisation
- Cellulase -Nettoyage, clarification des
- Amylase couleurs.
Industrie - des - Protéase -Enlevement des tdches d’amidon
détergents _
_ Lipase -Enlévement des taches protéiques
-Enlévement des taches des graisses
- -Dépectinisation,
Pectinase P :
Industrie des boissons Clarification desjus, broyage.
) -Traitement desjus.
Amylase
-Pectine méthyl | -Affermissement de produits a base
estérase de
Produits laitiers - Protéase - Fruits.
- Lipase -Lait caillé.
-Aromes des fromages.
- Cellulase -Assouplissement du coton
Industrie textile
- Pectate lyase -Lessivage
- Péate a papier -Désencrage, améliorant de
drainage,

- Modification delafibre.

-Augmentation du blanchiment
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10. Rdle des actinomyceétes dans la biodégradation de la matiére organique

Les matieres organiques subissent, au contact du sol, une série de transformation
(Soltner, 2005). Les microorganismes jouent un réle prépondérant dans la formation du sol et
dans son fonctionnement. L un des processus principal concerne la dégradation de la matiere
organique et les grands cycles qui dépendent directement comme celui du carbone et de
I’azote. A I’égard des éléments nutritifs, les microorganismes peuvent a la fois agir comme
source et comme réservoir. Mais les microorganismes participent également a la réalisation
d’association organo-minérale du sol (Oustani, 2006).

10.1. Minéralisation primaire

C’est une phase de transformation de la matiére organique fraiche jusqu’a la matiére
organique minéralisée. Les molécules complexes de la matiére organique fraiche (glucides,
cellulose, hémicellulose, lignine, protéines, lipides, ...) subissent une décomposition qui
libere des composés simples, le plus souvent solubles ou gazeux : NH3 ; CO2 ; NO3 ; SO4
(Oustani, 2006). Cette étape est essentiellement biologique (Soltner, 2005). Elle est e fait de
nombreux microorganismes aérobies et anaérobies (exemple : Bactéries appartenant au genre
. Protéus, Pseudomonas) et elle dépend de la température, de I’humidité, de I’effet de

vegétation et de I’aération (Dommer gues et Mangenot, 1970).
10.1.1. Dégradation des glucides ssmples

Ces corps sont les premiers attagués par les microorganismes, les termes finaux de la
minéralisation sont le gaz carbonique et I’eau (Meftah, 1988). Cette dégradation active

énormément la vie microbienne et provoque la multiplication des bactéries (Soltner, 2005).
10.1.2. Dégradation de I’amidon

Comme celle des glucides simples, I’amidon est une source d’énergie facilement
accessible aux microorganismes qui les oxydent rapidement : en milieu aéré, les levures et les
bactéries leur font subir des fermentations avec production d’alcool et d’acide et dégagement
de CO2. En milieu anaérobie, I’amidon est transformé en méthane et en hydrogene gazeux
(Soltner, 2005).

10.1.3. Dégradation dela cellulose

La dégradation de la cellulose représente un phénomene important en agronomie et
dans la vie du sol en général. C’est en effet le constituant essentiel quantitativement du tissu
végétal, donc la source majeure de carbone pour le sol (Soltner, 2005). L aptitude a dégrader
la celulose se rencontre chez des microorganismes trés divers : les bactéries, les
actinomycetes, les champignons filamenteux et autres. Sous I’action de la cellulase, la
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cellulose est dégradée en glucose. Celui-ci aura deux destinées suivant que la microflore soit
aérobie ou anagrobie. Chez la microflore aérobie, les produits sont le CO, et H,O alors que la

microflore anaérobie produit le CO, H,0, I’é&hanal, I’acide acétique (Soltner, 2005).

10.1.4. Dégradation delalignine

Les molécules de lignine sont formées de nombreux noyaux aromatiques agglutinés,
polymerisés. C’est un constituant important du tissu végétal, leur décomposition est plus
difficile et lentement attaquée par les champignons et les bactéries, sauf en conditions tres
favorables de I’aération et de I’acidité du milieu (Soltner, 2005).

1..1.5. Humification

C’est une transformation au cours duquel la matiere organique fraiche ou les composeés
solubles issus de la minéralisation primaire évoluent en humus. Cette humification dépend de
plusieurs facteurs dont le plus important constitue I’activité des microorganismes du sol. Mais
on note également les facteurs externes (climat, pH, température, aération, type du sol et enfin
de la nature du composé a dégrader). D’apreés (Gobat et al, 2003), sous le terme général
d’humification se cachent trois voies de synthese de matiere organique stabilisée formant
I”’humus au sens biochimique.

L humification par héritage, qui donne I’humine résiduelle ou héritée
L humification par polycondensation, qui fournit I’humine d’insolubilisation,
L’humification par néosynthése bactérienne, qui produit I’numine microbienne

10.2. Minéralisation secondaire

C'est la plus lente (1a 3 %) de la matiere humifiée par an mais aboutissant au méme
résultat que la minéralisation primaire et concernent les molécules organiques préal ablement
synthétisées par I'humification. Ces molécules sont plus stables et résistent mieux a la
dégradation (Gobat et al, 1993).
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1. Revivification des souches d’actinomyceétes
Les actinomycétes qui ont été isolés dans des travaux antécédents et conserves par
congélation ont subi une revivification.0.1 ml de chagque isolat bactérien sont ensemencés en
surface dans des boites de Pétri contenant le milieu Amidon-caséine (Annexe).Les boites de
Pétri sont ensuite incubées a 28 °C pendant 21 jours. Des observations régulieres sont
effectuées chaque jour aprés la premiére semaine.
2. Caractérisation macroscopique des isolats d’actinomycetes
Apres la premiere semaine d’incubation, les aspects macroscopiques ont été
déterminés pour toutes les colonies qui ont poussées sur milieu Amidon-caséine. La couleur,
la taille, la forme et |a texture de chaque colonie ont été examinés. Une observation sous
microscope optique grossissement x 10 est également effectuée pour déterminer I’aspect
filamenteux et poudreux caractéristique des actinomyceétes.
3. Effet de quelquesfacteurs physiologiques sur la croissance des isolats d’actinomycétes
2.1. Effet delatempérature sur la croissance des souches d’actinomycétes
Les souches actinomycétes obtenues aprés revivification sont ensemencées sur le
bouillon nutritif liquide (Annexe). L’incubation des cultures est effectuée aux températures
suivantes: 6°C, 25°C, 37°C, 45°C, et 60°C. Un tube contenant le bouillon nutritif est
également utilise comme témoin. Aprés incubation, un trouble du milieu de culture
témoigne de la croissance de la souche et indique un résultat positif. La croissance est
évaluée soit faible, modérée ou abondante apres 7 a 14 jours d’incubation (Smaoui, 2010).
2.2. Effet du chlorure de sodium (NaCl) sur la croissance des isolats d’actinomycetes
Cetest est réalisé dans des tubes contenant du bouillon nutritif liquide additionné de
différentes concentrations d’NaCl. Les concentrations testées sont 2.5% ; 5% ; 10% ; 20% et
25% (m/v). Aprés ensemencement, les tubes sont incubés a 28°C pendant 7 a 14 jours. La
croissance des souches sur ce milieu est comparée avec celle d’un milieu sans NaCl pris

comme témoin. Un trouble du milieu de culture témoigne de la croissance de la souche, et la



MATERIEL ET METHODES

croissance est notée (faible, moyenne, bonne ou tres bonne). La tolérance maximale au
chlorure de sodium correspond a la derniere concentration présentant encore une croissance
(Shirling et Gottlieb, 1966).

2.3. Effet du pH sur la croissance desisolats

Les souches d’actinomycétes sont ensemencées par la méthode des stries dans des
boites de Pétri contenants la gélose nutritif (G.N.) préparée a différentspH (4.5-6.2- 7.2 -
8 et 9). Apres 7 jours d’incubation a 28°C, la croissance des souches est appréciée.
(Shirling et Gottlieb, 1966).

4. Caractérisation morphologique des actinomycétes

L’observation du mycélium aérien et du mycélium du substrat ains que la
morphologie des hyphes, la disposition des ramifications et les chaines de spores est
effectuée grace a la technique de culture sur lamelle :Cette technique a été décrite par
(Williamset Cross, 1971 et Liu et al., 2005).

4.1. Technique de culture sur lamelle.

Une partie d’une colonie isolée est broyée stérilement avec une tige en verre. 334
gouttes d’eau distillée stérile sont ensuite déposées sur une lamelle fermement fixée au
milieu ISP1 (annexe) faisant un angle de 45° avec le plan de la gélose. Les boites ainsi
préparées sont ensuite incubées a 30°C.

Aprés 7 a 14 jours d’incubation les lamelles sont soigneusement retirées de la gélose,
entrainant ains avec elle les mycédiums du substrat et les mycéliums aériens. Ces derniers
restent intacts et ne subissent aucune dénaturation. La lamelle est ensuite déposée sur une
lame propre, puis examinée sous microscope optique au grossissement (x40). La forme des
filaments du mycélium aérien peut étre également observée sous microscope optique au
grossissement X 10 autour des colonies (Williams et Cross, 1971). L’aspect des deux types

de mycélium et les autres types morphologiques sont dessinés ou photographié moyennant
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un microscope relié a une caméra. Les résultats sont comparés avec les schémas édités dans

1a 9™ publiés dans le Bergey’s manual of determinative bacteriology (Annexe).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les actinomycetes sont des bactéries trés importantes dans le domaine de la
biotechnologie, dans I’environnement et dans I’agriculture. Ces bactéries sont d’habitude
isolées a partir des écosystemes telluriques situés dans des zones climatiques clémentes et
douces. Ces bactéries qui proviennent de ces biotopes ont été largement explorées et tres bien
étudiées. La physiologie des actinomycetes isolés des zones extrémes comme les sols arides,

est totalement inconnu.

Dans cette étude, la majorité des8 actinomycetes isolés des sols arides sont des
hal otolérants qui résistent a des concentrations de NaCl qui atteignent les 25%.Concernant le
pH, nos souches sont capables de croitre sur un grand intervalle alant de 4,5 a 9. Nos souches
sont particuliéres et ne ressemblent pas aux actinomycétes ordinaires qui préferent le pH
neutre ou légerement alcalin.Les actinomycetes sont connus par leur aptitude a croitre dans la
température meésophile, toutes nos souches sont capablesde croitre a 25°C, mais d’autres
souches peuvent pousser a 6° C, 37°C et 60°C. Ces résultats montrent que nos actinomycéetes

possedent une biodiversité physiologigue remarquable.

La technigue des lamelles, nous a permis de mettre en évidence labiodiversité
morphologique des actinomycetes. Nous avons pu par cette technique assigner certaines

souches au genre Streptomyces.

Nous comptons dans I’avenir continuer a étudier d’autres écosystemes extrémes afin
de définir leurs caractéristiques physiologiques qui peuvent étre nouvelles et intéressantes.
Nous espérons également identifier par méthodes moléculaires les actinomycetes de ces

Zones.
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1. Revivification des souches d’actinomycetes

Les actinomycétes de la collection se présentent sur milieu Amidon-caséine sous leurs
aspects caractéristiques. Ce sont des colonies d’aspect filamenteux, poudreuses de couleurs
multiples qui adherent fortement a la gélose. La technique de conservation appliquée a ces
bactéries dans des travaux précédents est tres adéquate, car nous avons pu réactiver ces isolats
sans dommages et pertes. La photographie 01 montre I’aspect macroscopique d’un isolat
d’actinomycéte. Les colonies apparaissent de couleur blanche, avec un aspect poudreux de

couleur brune.

Photographie 1 : Aspect des colonies d’un isolat d’actinomycéte aprés revivification

2. Caractérisation macroscopique des isolats d’actinomycetes

Les colonies apparaissent aprés environ 7 jours d’incubation a 28 °C. Elles sont
rondes, séches et rugueuses et ne dépassant jamais les 4 mm de diametre. Elles adhérent
toutes fortement a la gélose, indiquant la présence de mycélium aérien et de substrat. Les
couleurs sont différentes (beige, blanche, noir, marron, rouge, orange), elles varient d’un
isolat & un autre. L’aspect filamenteux apparait sous observation au grossissement X10. Ces
caractéres ressemblent beaucoup a ceux des actinomyceétes et confirment I’appartenance de
ces isolats a ce groupe bactérien.
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3. Détermination de I’effet de quelques car actér es physiologiques sur la croissance
desisolats d’actinomyceétes
3.1. Tolérance au chlorurede sodium
Les résultats de ce test sont représentés dans le tableau 4.
Tableau 4 : Test de croissance des souches actinomycétes sur bouillon nutritif a différentes
concentrations de NaCl.

Concentrations de NaCl
souches — 25% | 5% 10% | 20% | 25%
S5 +
S7 “F + + + + -
Sel 4 + + + + + -
SP2 + + + + - -
SS + + + + + +
S15 + + + + - -
4 + + + + - -
Sel 5 + + + + - -

(-) pas de croissance, (+) croissance.

Selon I’exigence en NaCl, Les bactéries sont classés en deux grandes catégories: les
halophiles et les halotolérantes et a I’intérieur de ces deux classes existent des sous-classes
(Nanjani, 2011). En se basant sur cette classification et suivant les résultats représentés dans
le tableau 4, nous constatons que nos 8 isolats d’actinomycetes peuvent vivre en absence ou
en présence d’NaCl dans leur milieu. Ce sont donc selon la classification, des actinomycetes
hal otol érants. Parmi eux deux souches sont halotolérantes extrémes car elles peuvent vivre a
des concentrations trés élevées de NaCl qui peuvent atteindre les 25 %. Il s’agit des souches
(S5 et SS). Deux souches sont halotolérantes modérées qui sont capables de tolérer une
concentration de 20 % de NaCl dans leur milieu de culture, il s’agit de (S7, SEL 5). Lereste
des souches sont des halotolérantes Iégeres du fait qu’elles se dével oppent sur 10 % de NaCl.
Il s’agit des souches (S7, $4, S15 et SP2).

Tang et al., 2003, ont classé les actinomycétes selon leur aptitude a croitre en
présence de NaCl en plusieurs classes (tableau 5). Par ailleurs, les bactéries halotolérantes
acceptent des concentrations modérées mais elles ne sont pas obligatoires pour leur croissance
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(Dassarma et Arora, 2001 et Lefebvre, 2005). Selon cette classification et sauf pour les
isolats S5 et SS, qui poussent dans des concentrations élevé de sel, nos isolats sont des
halotolérants. 1ls acceptent des concentrations modérées mais elles ne sont pas obligatoires
pour leur croissance. Ces souches sont d’une importance capitale. Elles peuvent se développer
dans différentes concentrations de NaCl. Cela veut dire que ces bactéries peuvent s’adapter a
des sols contenant des concentrations trés variables en sel. En d’autres termes, si nos souches
possedent par exemple des meérites écologiques comme la capacité de biodégrader des
polluants, elles pourront étre utilistes dans la bioremédiation de sols a différentes

concentrations de Nacl.

Tableau 5: Classification des microorganismes halophiles (Tang et al. 2003).

Microor ganismes Concentration optimal (NaCl)
Non halophiles <0, 2molell (£1,77%)
Faiblement hal ophiles 0,2-0,5mole/L (1,77 — 2,93%)
Modérément halophiles 0,5-2,5mole/L (2,93 - 14,63%)
Hal ophiles extrémes 2,5- 5,2 mole/L (14,63 — 30,4%)
hal otol érants 0,2a5,2 mole/L (1,77 a 14,63%)
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3.2. Croissance a différentes valeur s de températures
Les résultats de |a croissance a différentes températures des 12 souches
d’actinomyceétes étudiés figurent dans le tableau 6.

Tableau 6 : Croissance des isolats d’actinomycetes a différentes valeurs de

températures.
Souches Températures
6°C 25°C 37°C 55°C 60°C
SS - + - . .
SA4 + ++ + /- ++ ++
S5 - ++ ++ + -
Se 5 + + + ++ +++
Sel 4 - + + ++ +/-
S15 + + + ++ ++
S7 + ++ +/- + +
SP2 + ++ + + ++

(-) pas de croissance, (+/-) croissance faible,
(+) croissance modéré, (++) croissance abondant.
Les résultats exprimés dans le tableau 6, nous informent que nos isolats poussent a

différentes températures (Rangaswami et al., 2004).

Les souches d’actinomycetes (Sel 4, S5 et SS) ne poussent pas a 6 °C ce ne sont donc

pas des psychrophiles. Les ($4, Sel 5, S 15, S7 et SP 2) sont capables de se développer a 6°C.
Ces dernieres se développent aussi a des températures moyennes alant de 25 °C a 37 °C et
méme a des températures élevées de 55° C a 60° C. La plage de température de ces cing
bactéries est tres étendue, avec un optimum a 25° C pour les souches $4, S7 et SP2. Les
souches Sel 5, S 15, préféerent les températures trés élevées entre 55° C et 60° C.
La mgjorité de nos souches sont donc des thermo tolérantes. Elles sont de ce fait, tres
intéressantes car elles peuvent s’adapter a des plages de températures trés étendues. Par
conséquent, ce sont des bactéries capables de s’adapter a des températures tres variées. Ce qui
explique les aptitudes d’adaptation de ces bactéries aux changements de température, ce sont
donc les conditions climatiques dans les sols désertiques. En effet, les températures dans ce
type d’écosysteme, changent entre la nuit et le jour d’une maniére tres importante.
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3.3. Croissance a différentes valeursde pH
Les résultats de ce test sont représentés par le tableau 7.

Tableau 7 : Test de croissance des souches actinomycetes a différents pH.

Souches 45 6.2 ?g 8 9
SS + + + + +
S4 + + + + +
S5 + + + + +
Sa 5 + + + + -
Sda 4 + + + + +
S 15 3 A A A A
S7 + + + + +
SP2 + A A A A

(-) pas de croissance, (+) croissance.

Les actinomycetes préferent généralement les pH neutres ou Iégérement alcalin. Nos

souches poussent dans un intervalle de pH alant de 4,5 a 9 ce résultat montre clairement que

ces actinomycetes tolérent les pH acides, neutres et basiques. Cette caractéristique

inhabituelle chez les actinomycétes attirent notre attention et méritent des recherches

particulieres. Les échantillons qui proviennent des sols arides de la région étudiée, offrent

donc des actinomycétes possédant des caracteres physiol ogiques uniques.
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4. Caractérisation mor phologique des actinomycétes

Afin d’apporter des informations supplémentaires qui peuvent contribuer a
I’identification de nos isolats d’actinomycetes. Une caractérisation morphologique a été
réalisée. Cette étude a pour but la détermination de la morphologie du mycédlium, sa
fragmentation ou non ainsi que d’autres caractéristiques morphol ogiques spéciales, comme la
présence de sporange ou de conidies etc.

Les résultats de I’observation des lamelles sous microscope optique aux

grossissements (G x 40) sont présentés dans les photographies qui suivent:

@ (b)

Photographie 2 : Photographies des mycéliums de souche Sel 4 au grossissement (x40),
(8 mycélium aérien, (b) mycélium du substrat.

(©) (d)

Photographie 3 : Photographies des mycéliums de souche S 7 au grossissement (x40),

(c) mycédlium aérien, (d) mycélium du substrat.
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(e ()

Photographie 4 : Photographies des mycéliums de souche Sel 5 au grossissement (x40),
(d) mycélium aérien, (f) mycélium du substrat.

(9) (h)

Photographie 5 : Photographies des mycéliums de souche S 4 au grossissement (x40),

(g) mycélium aérien, (h) mycélium du substrat.
Les observations précédentes indiquent que les filaments des mycéliums de substrat

(MS) et des mycédliums aérien (MA) des souches Sdl 4, S7, Sd 5, S 4 sont des filaments
fragmentés, cloisonnés portant des chaines de spores supérieures a 25 spores. Ce type de

mycélium est selon la classification de Bergey’s caractéristique du genre Streptomyces.
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(i) ()
Photographie 6 : Photographies des mycéliums de souche SS au grossissement (x40),

(i) mycélium aérien, (j) mycélium du substrat.

(k) 0
Photographie 7: Photographies des mycéliums de souche SP2 au grossissement (x40),
(k) mycélium aérien, (1) mycélium du substrat.

(m) (n)
Photographie 8 : Photographies des mycéliums de souche S15 au grossissement (x40),

(m) mycélium aérien, (n) mycélium du substrat.
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(0) ()
Photographie 9 : Photographies des mycéliums de souche S 5 au grossissement (x40),
(0) mycélium aérien, (p) mycélium du substrat.
Les aspects microscopiques des isolats S 5, S 15, SP2 et SS ne ressemblent a aucun
des schémas répertoriés dans le Bergey’s manuel et sont par conséguent non identifiés par

cette technique Holt et al., 1994. Pour ces isolats, d’autres techniques plus poussées comme

les outils moléculaires sont nécessaires afin de les identifier.
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Annexe

Amidon caséine:
Amidon soluble................. 10g
CaseiNe......ccovvviieiieieenn 19

Agar.........ocovevviviiienn.. 209

K2HPOA.......ceeieii 0.5¢
Eau distillée...................... 1000ml
Ph=7-75

ISP 1: International Streptomyces Project
Tryptone........................5Q

Extrait de leveure............... 39
Agar...........ooeviiviinn 159

Eau distillée.....................1000ml
Ph=7.2

| SP7: International Streptomyces Project

Adar......coiiii i 20g
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K2HPOA4......cco 0.5
L-tyrosine..........coocvvvivennnnnn. 0.59
L-Asparagine.........cccoeevveeneen. 19
MgSO4 7TH20.......cveeeeaee. 0.89

NaCl................eeevvivenn....0.5¢g
Solution d’oligo-élément........... Iml

FeSO4 7H20............. 0.19
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MnCI2 4H20............. 0.1g
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Eau distillée............... 100ml

Eau distillée.............cocooii.l. 1000ml
Ph=72
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ABSTRACT

Abstract

On a collection of isolated actinomycetes isolates desert soils of southern Algeria
physiological and morphological studies were studied. After the revival of the strains on the
environment casein starch, we tested their ability to grow at temperatures, pH and different
concentrations of NaCl. 62% of the strains grow to very wide temperature ranges of from 6 °
Cto 60 ° C, with an optimum of 25 ° C for strains $4, S7 and SP2 and 55 ° Cto 60 ° C for
isolates Salt 5, S 15. The magjority of our strains are thermophilic. Our Actinomycetes thrive
inapH range of 4.5t0 9. They tolerate any significant concentrations of NaCl. So these are
salt tolerant. Among them S5 and SSisolates are extreme salt tolerant, S7 and SEL 5 are
moderate salt tolerant and salt tolerant rest are light. The study of morphological characters
allowed us to characterize and assign stem Sat 4, S7, Sat 5 and S 4 to the
genusStreptomyces.
Keywords: Actinomycetes, thermophilic, salt tolerant, desert soil.



	01.pdf
	02.pdf
	03.pdf
	04.pdf
	05.pdf
	06.pdf
	07.pdf
	08.pdf
	09.pdf
	10.pdf
	11.pdf
	12.pdf
	13.pdf
	14.pdf
	15.pdf
	16.pdf
	17.pdf
	18.pdf

