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Introduction

Les Actinomycétes représentent une partie importante de la population microbienne
du sol, ou ils sont trouvés de la surface jusqu’a plus de deux métres de profondeur (Breton et
al., 1989). Ces bactéries sont des procaryotes trés recherchés en dives domaines a cause de
leur réle important dans laproduction desubstances biologiquement actives telles les

antibiotiques, les vitamines et les enzymes (Boer et al., 2005).

Ces métabolites bioactifs suscite actuellement un intérét grandissant, en raison de
I’impact important de leurs utilisations pour des applications biotechnologiques. Des milliers
des substances sont répertoriées, et la majorité d’entre elle sont destinées aux applications
dans le domaine pharmaceutique. Mais certains composés sont également susceptibles d’étre
exploités dans divers domaines importants de la vie, notamment : alimentaire, agricole,

cosmétique et enfin I’industrie des détergents (Boudjalal,2012).

Les actinomycétes représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre des
mycetes et des bactéries pathogenes. Ils sont surtout réputés pour leur grande capacité a
produire  naturellement  des  antibiotiques  antibactériens et  antifongiques
qui jouent le role d’agents de contréle de plusieurs pathologies (Toumatia, 2015). Ainsi ayant

un potentiel pour les applications médicales (Benouagueni, 2012).

Apreés les antibiotiques, les enzymes sont les produits industriels les plus importants des
actinomycetes. En effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes a utilisation industrielle
telles que des protéases, des chitinases, des amylases, des cellulases, des xylanases et des
lipases (Syed et al., 2009).

Les travaux sur les actinomycétes et leur capacité dans la production des antibiotiques et

enzymes dans les région aride sont rare, ¢’est pour ca on choisir de étudié cette sujet.

Selon les études précédentes dans les quelles ce travail actuel a été realise, les travaux
des chercheurs ont été analysé a partir d'une étude comparative darticles scientifiques

pertinents pour notre theme, les objectifs de base ont été identifiés comme suit :

Criblage des souches d'actinomycetes produisant des substances a effet inhibiteur contre
les bactéries et les champignons pathogénes, et étude de molécules bioactives telles que les
activités enzymatiques, et enfin réaliser une étude phénotypique et des caractérisations

préliminaires de ses souches d'actinomyceétes.
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Chapitre 1 : Généralités sur les actinomyceétes

1.1. Définition :

On peut définir les Actinobactéries comme des Eubactéries Gram positives a structure
veégétative de type mycélien (Stanier et al., 1966 ; Pandey et al., 2004 ; Rosilma et al., 2016)
Les actinobactéries sont I'un des phylums dominants de la bactérie, présentent un groupe a
une teneur élevée en guanine et en cytosine (GC = 55%) (Ventura et al., 2007 ; Hogan, 2010).

IIs font partie de la flore microbienne de la plupart des substrats naturels (Hotam et al., 2013).

Le mot « Actinomycetes » c’est 1’ancien nom des actinobactéries provient de deux
substantifs grecs et signifie « Champignons a rayons » ou « Champignons rayonnants ». Cette
expression utilisée pour les désigner en anglais (Ray fung), ce terme rassemble un grand
groupe de bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies constituées d’hyphes, ¢’est-a-
dire, des filaments a croissance centrifuge (Stackebrandt et Schumann, 2006 in Toumatia,
2015).

Les actinobactéries sont influencée par les conditions telles que 1’humidité, la

température, le pH, la salinité, le type de sol, la nature et I’abondance de la mati¢re organique

(Basilio,2003) (Tableau 01).

Tableau 1.Principaux caracteres physiologiques des actinobactéries (Djaballah, 2010).

Caractéres physiologiques Caractéristiques
Taux d’humidité Faible @ modérés (Oskay etal., 2004 ; Prescott etal., 2010)
Température Mésophile a thermophile 50 °C- 60 °C (Holt et al., 1994)

PH Neutrophile : 5 - 9 (Lee et Hwang, 2002)

02 1-Aérobie (sol)
2- Fermentatif (cavité naturel homme animale)
e anaérobie facultatif.
e Anaérobie (Silini, 2012)

1.2. Cycle de vie :

Les actinomycétes possedent un cycle de vie complexe, qui est le résultat de trois
processus physiologiques majeurs : la croissance végétative, la différenciation cellulaire puis
la mort (Tighidet, 2010 ; Danilenko et al., 2005), leur cycle de vie commence par la
germination des spores, ce processus nécessite la présence d’ions calcium. La germination

donne naissance a un mycélium primaire ramifié (Figure 01) (O'gara et al., 2008).
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Figure 1.Cycle de développement des actinomycéetes sur milieu solide (Hopwood et al.,
1985).

1.3. Classification

Les actinomycetes sont classés dans le Régne des Procaryotes, le Domaine des Bacteria

ou Eubacteria, le Phyllum des Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria, la Sous-classe des

Actinobacteridae et 1’Ordre des Actinomycetales (Euzéby, 2011). Selon (Goodfellow et al,

2012), le phylum Actinobacteria est divisé actuellement en cing classes qui sont elles méme

subdivisées en plus de 15 ordres. Les plus importants sont ceux des Actinomycetales et

Streptomycetales.

Tableau 2.Classification des actinomycetes selon le manuel de (Bergey, 2012).

Domaine Bactéria
Phylum Actinobacteria
Classe | Nitriliruptoria | Acidimicrobiia | Actinobacteria | Rubrobacteria | Coriobacteria | Thermoleophilia
Ordre -Actinomycetales
- Streptomycetales
plus les 13 Ordres.
Famille Actinomycetaceae Streptomycetaceae
Genre Actinomyces Streptomyces

plus les 6 autres genres

plus les 2 autres genres.

1.4. Taxonomie et criteres d’identification

La taxonomie actuelle des actinomycétes est basée sur plusieurs critéres

morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires. La plupart des genres peuvent
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étre définis par des critéres morphologiques et chimiques, tandis que la détermination des
espéces repose sur les critéres physiologiques et moléculaires (Bouazizi S, 2018), dans cette

étude on basée sur les caracteres morphologiques et moléculaires.
1.4.1. Taxonomie phénotypique

1.4.1.1. Caractéres morphologiques

Les caracteres macromorphologiques et culturaux des actinobactéries sont déterminés a
partir :

1.4.1.1.1. Caractéristiques macromorphologiques

Il s’agit alors de noter :
v' La présence ou I’absence de mycélium aérien (MA).
v" Lacouleur du MA et du mycélium de substrat (MS).
v La production et la couleur des pigments diffusibles.
v" La production ou non de pigments mélanoides.

Les couleurs sont souvent déterminées grace a I’utilisation de chartes de
couleurs.(Bouras et al.,2008) , La figure ci-dessous montre une coupe transversale d’une

colonie d’actinomyceéte.

Figure 2. Coupe transversale d’une colonie d’actinomycéte avec des hyphes vivants(bleus-
verts) et morts (blancs). Le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec deschaines de

conidiospores sont représentés (Prescott et al., 2003).
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1.4.1.1.2. Caractéristiques micro morphologiques :
v Fragmentation ou non du MS.

v Présence de sporanges sur le MA ou sur le MS, la forme et la taille des

sporanges ainsi que la longueur des sporangiophores.

v Formation de spores sur le MA et /ou sur le MS, leur forme, leur taille et leur

agencement : isolées, par deux, par quatre ou en chaines.

v" Mode de sporulation: spores porté par des sporophores ou mycélium aérien se

fragmentant de maniéré anarchique en spores.
v" Présence de spores mobiles ou non mobiles.

v" Ornementation de la surface des spores (lisse, rugueuses, épineuses ou

chevelues).

v Formation de structures particuliéres: faux sporanges, etc.. (Boudjalal, 2012 ;
Harir,2018)

1.4.3. Taxonomie moléculaires :
Les principales analyses moléculaires utilisees en taxonomie des actinobactéries sont :

v" Le séquengage du géne codant pour I’ARNr16s
v L’hybridation ADN-ADN
v' La détermination du pourcentage de guanine-cytosine de I’ADN génomique.

Analyse des séquences du géne codant pour ’ARN ribosomique 16s

L’ARNr 16s est un outil rapide et fiable pour la classification phylogénétique et
I’identification des bactéries (Stackebrandt et Schumann,2006). Lorsque le taux de similarité
entre les séquences des génes codant pour I’ARNr 16s de deux souches est inférieur a
98,65%, ces souches appartiennent a deux especes différentes .Par contre, si le pourcentage de
similarité est égal ou supérieur a 98,65%, le placement de deux souches dans une méme
espece ou dans deux espéces différentes doit reposer sur les résultats des hybridations ADN-
ADN (Kim et al., 2014).
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2.1. Importance des actinomycetes dans le domaine agronomique

Dans I’agriculture, les actinomycetes influencent sur la croissance des plantes grace a
leurs activités antimicrobiennes au niveau du sol et augmentent la vitesse de synthese et de
minéralisation de la matiére organique permettant ainsi une bonne nutrition pour les plantes

(Yilma, 2008). lls participent donc activement a la fertilisation des sols (Boudjalal, 2012).

Les actinobactéries jouent un réle important dans le domaine agronomique .ainsi, Le
genre Frankia est également tres important pour un bon nombre de plantes, provoquant des

nodulations aux racines permettant ainsi la fixation de 1’azote par la plante hote (Zaitlinet

Watson, 2006).

En plus ont un réle important dans le recyclage de la matiére organique grace a leur
capacité de dégrader des substances complexes et incapables d’étres décomposé par les autres

bactéries non mycéliennes et les champignons (Lamari, 2006).

Elles sont également capables de dégrader ou de recycler certaines toxines produites par
les champignons toxigenes et réduire ainsi leur teneur dans les produits fine aux en agro-

alimentaire (Bouazizi, 2018).

2.2. Production des substances biologiquement active
Les actinomycéetes sont connus pour leur production de substances biologiquement

actives telles les antibiotiques, les vitamines et les enzymes (Boer et al., 2005).

2.2.1. Production antimicrobienne
Le plus grand intérét des actinobactéries reste leur grande capacité a produire des
antibiotiques qui peuvent potentiellement détruire ou inhiber divers microorganismes. Les
antibiotiques secrets par les actinobactéries peuvent étre a activité antibactériennes et/ou
antifongiques (Mann, 2001).

La recherche de nouveaux actinomycetes due a la découverte de médicaments ont un
large spectre d’activité biologique, tels que les antibiotiques antibactériens et antifongiques et
des antioxydants cytotoxique, des agents antitumoraux, antivirales et anticancéreuses
(Newman et Cragg, 2007).

2.2.1.1. Les antibiotiques
Historiquement, La decouverte de la pénicilline (Fleming, 1929) a ouvert la voie a
d’autres recherches et elle a été rapidement suivie par la découverte d’un grand nombre

d’antibiotiques a partir de microorganismes en particulier les actinomyceétes.
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La période des années 1940-1960 appelée "age d’or des antibiotiques", fut marquée par
la mise en évidence des principaux antibiotiques sécrétés par des actinomyceétes, tels que :
actinomycine (1940), streptothricine (1942), streptomycine (1943), griséine (1946),
néomycine (1948), fradicine, candicidine, candidine, etc.... (Clardy et al., 2009).

Ces produits naturels ont des potentialités de lutter contre certaines maladies majeures
comme le cancer, le HIV, I’infections du protozoaires et d’inflammations sévéres et autres

(Hassan et al., 2017).

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élevages industriels
d’animaux. lls sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des
plantes, mais aussi dans 1’alimentation pour augmenter les rendements zootechniques
(Vijayakumar et al., 2007 ; Khachatourians, 1998).

Ces antibiotiques peuvent agir a différents niveaux de la cellule(paroi, membrane
plasmique, ribosomes, ADN, ARN, etc...) (Saker,2018).

Le genre Streptomyces est la source la plus importante de ces antibiotiques (Sanchez et
Barana, 1996 ; Hwang et al., 2001 ; Saadoun et Gharaibeh, 2003).

2.2.1.2. Les antifongiques
Les antifongiques représentent prés de 40% des antibiotiques synthétisés par 1I’ensemble
des microorganismes (Berdy et al., 1987) surtout par des actinobactéries ou des champignons
(Breton et al., 1989).

Les substances antifongiques sont actuellement utilisées dans trois domaines
principaux: en thérapeutique humaine et vétérinaire (antifongiques systémiques ou topiques)
dans l'industrie alimentaire (conservateurs) et en alimentation animale, pour la prévention etle
traitement des atteintes fongiques des plantes, du bois de construction ou d'autres matériaux
(Bastide et al., 1986).

Tableau 3.Exemples d'antibiotiques produits par les actinomycetes (Louci K, 2010).

Actinomycetes producteurs Antibiotiques Références
1 : Les agents antibactériens
Micromonosporasp Clostomycine (Takahashi et al., 2003)
Streptomycesgriseus Candicidine (Jin nez et al., 2009)
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Streptomyceslydicus Streptolydigine (Liu et al.,2007)

Streptomyceslindensis Rétamycine (Inoue et al.,2007)
Marinisporasp Marinomycines (Sturdikova et sturdik,2009)
Verrucosisporasp Abyssomycine (Sturdikova et sturdik,2009)

2 : Les agents antifongiques

Streptomycesgriseochromogenes | Blasticidine (Fukunaga et al.,2008)
Streptomyceshumidus Phenylacétate (Hwang et al.,2001)
Nocardiatransvalensis Transvalecine (Mukai et al.,2006)
Streptomycesnodosus Amphotéricine (Carle et a .,2003)

2.2.2. Production des enzymes
Apres les antibiotiques, les enzymes sont les produits industriels les plus importants des

actinomycetes (Theilleux, 1993).

Les actinomycétes qui vivent dans le sol ne peuvent pas transporter des molécules
complexes a l'intérieur de leurs cytoplasmes. lls synthétisent des enzymes extracellulaires
pour décomposer ces molécules en nutriments utiles et essentiels.Ces sources de substances
bioactives possedent une capacité hydrolytique extracellulaire importante, qui trouve des
applications dans les industries, de textile, des bio-raffineries, d’agroalimentaires, papéteries
et pharmaceutiques (Janaki, 2017). Le tableau ci-dessous présente quelques exemples

d’enzymes produits par les actinobactéries.

Tableau 4. Exemples des Quelques actinobactéries producteurs d'enzymes (Saci, 2012).

Genre ou espéce d’actinomycéte Enzyme
v’ Streptomyces Cellulases
v’ Streptomyces thermoviolaceus Laccases

v’ Streptomyces viridosporus
v’ Streptomyces fusca
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Micromonospora
Microbispora
Actinoplanes
Streptosporangium
Streptomyces

Pectinases

Streptomyces
Promicromonospora
Microbispora
Micromonospora
Thermomonospora

Xylanases

Thermoactinomyces vulgaris
Thermomonospora curvata
Saccharomonospora viridis
Streptomyces

Amylases

AN N NN YN N N U U N N N YR NN

Thermoactinomyces vulgaris
Streptoverticillium
Micromonospora chalcea

Lipases
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Des articles scientifiques pertinents sur notre theme Caractérisation phénotypique et
étude préliminaire des activités enzymatiques et inhibitrices des actinomycetes du sol ont été

lus et analysée pour réaliser cette travaille.

3.1. Isolements
Les isolats étudie dans se travaille ont été prélevés a partir de différents région aride et

semi-aride du sol.

Plusieurs échantillons d’actinomycétes du sol ont été prélevés a partir de différents
régionsdes Saida ; Ouest de 1’ Algérie ; de Sebkha de Kenadsa ; de Bechar ;beni Abbes ; de la
Ghardai ; différents soles de 7 sitesdu désert du Sahara algérien;de Hoggar,
Tamanrasset ;KwaZulu-Natal, Sud du Afrique et de Tamanrasset par Gacem et al., (2020) ;
Messaoudi et al. (2015) ; Badji et al.,(2006) ; Aouiche et al.,(2012) ; Selama et al .,2014 ;
Lahoum et al.,(2016) ; Okudoh et Wallis, (2007) ; Boubetra et al.,(2013).

La méthode de suspension-dilution est la plus utilisé dans 1’isolement des différents
souches a partir de divers région, a été préparé par un gramme de sol de chaque échantillon a
¢té mise en suspension dans 9 ml d’eau distillée stérile et dilué en série jusqu’a I’obtention de
la dilution (102 a 10%). Par la suite, 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur un milieu
d'isolement approprié. Les boites ensemencées sont incubées & 30°C et observées
quotidiennement, pendant 7-21 jours ( Boubetra et al.,2013 ; Aouiche et al., 2012 ; Okudoh et
Wallis, 2007 ; Lahoum et al., 2016; Selama et al., 2014 ;Messaoudi et al., 2015; Leulmi,
2018 ; Gacem et al .,2020).

3.2. Caractérisation phénotypique

3.2.1. Activité antimicrobienne
Plusieurs techniques peuvent étre utilisé pour la recherche de 1’activité antimicrobienne

des actinobactéries, telles que la :

3.2.1.1. Méthode de stries croisées
Cette méthode consiste a ensemencer la souche d’actinobactérie en un seul trait a la

surface du milieu solide ISP2( annexe 1) et en bordure de la boite de pétri.

Aprés I’incubation des boite de pétri pendant 10 jours a 28+2°C, les microorganismes
cibles sont ensemencés perpendiculairement a la strie longitudinale de la souche

d’actinobactérie.
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La lecture des résultats se fait par la mesure du diametre d’inhibition entre la bordure de
I’actinobactérie et la souche cible, aprés 24h d’incubation pour les bactéries,et 48h et 72h
respectivement pour les levures et les champignons (Boubetra et al.,2013 ; Aouiche et al.,
2012 ; Okudoh et Wallis, 2007).

3.2.1.2. Technique de cylindre d’agar
Cette méthode consiste a ensemencer les isolats d’actinobactéries en stries trés Serrées a
I’aide d’une anse stérile et d’une mani¢ére homogene a la surface du milieu ISP2, Bennett,
ISP1 GYEA (annexe 1). Les boites sont incubées a 28+2°C pendant 14 jours (Lahoum et al.,
2016; Meklat, 2012 ; Hajar et al.,2014 ; Selama et al., 2014) .

Aprés incubation, des cylindres de gélose de 6 mm de diamétre sont découpés
aseptiquement a 1’aide d’un emporte piece puis déposés a la surface du milieu Mueller-

Hinton, préalablement ensemencé par les différentes souches cibles (Djinni, 2009).

Les boites ensemencées sont maintenues a 4°C pendant 2h (Messaoudiet al., 2015;
Leulmi, 2018), avant d’étre incubées a 37°C.Les zones d’inhibition sont mesurées apres 24h

d’incubation a 37°C.

(1) ‘——ﬁ

Milieu ISP2

Culture de la souche d actmomycéts sur Miliew ISP2

Germe cible 107

Cylindre de (3) TUFC/ml
P
gélose

CDC-:)aC)CD 1 =mll=

Milieu Muller Hinton

Découpage des cylindres de gélose de 6mm de diamétre et dépdt sur mulieu Muller Hinton préalablement ensemencé
par étalement en surface le germe cible.

)

Mesure des diamétres des zones d inhibition en (mm) aprés 24 et 48h d’incubation

Figure 3.Mise en évidence de ’activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries
sur milieu Mueller-Hinton par méthode des cylindres d’agar (Bastide et al.,1986 ; Lemriss et
al.,2003)
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3.2.1.3. Technique de diffusion des puits
Toute la surface de la gélose est inoculée en répartissant un volume microbien. Ensuite,
un trou d’un diameétre de 6 a 8 mm est perforé aseptiquement avec un alésage stérile ou une
pointe, et un volume (20 a 100 ml) de 1’agent antimicrobien ou de la solution d’extraction a la

concentration désirée est introduit dans le puits.

Puis les plaques d’agar sont incubées dans des conditions appropriées en fonction du
microorganisme d’essai. L’agent antimicrobien se diffuse dans le milieu gélose et inhibe la

croissance de la souche microbienne testée (Balouiri et al., 2016 ;Gacem et al., 2020).

Apres 24h d’incubation, la présence de zone d’inhibition est observée autour des puits
contenant les extraits d’actinomyceétes contenant des antibactériens actifs contre la souche
test. Le diametre d’inhibition est mesuré en millimetre, en utilisant une regle graduée. La
présence de zones d’inhibition claires autour des puits, indique un résultat positif (Petrosyan

et al., 2003).

3.2.2. Autres méthode d’activité antifongique :
Pour évaluer [I’activité antimicrobienne des actinobactéries vis-a-vis des
champignons phytopathogenes, ont peut utiliser les deux méthodes précedemment descriptifs

cylindre d’agar et stries croisées, ainsi par la méthode suivante :

Méthode de confrontation directe en boite de Pétri

La capacité des souches bactériennes a inhiber la croissance des champignons
phytopathogeénes a été testée par la méthode de confrontation directe en boite de Pétri sur
milieu PDA (Inam-ul-Haq et al., 2003).

Le principe de la méthode est d’ensemencer la souche bactérienne en trait a I’aide d’une
anse stérile. Apres incubation a 30°C pendant 48h, une pastille mycélienne de 08 mm de
diametre prélevée au bord d’une jeune colonie fongique agée de 7 jours puis déposée a

environ 3 cm de la souche antagoniste testée.

L'incubation des boites est effectuée a 28+ 2°C a I’obscurité pendant 10 jours. Pour

chaque essai, le dispositif expérimental est répéte trois fois.
Lecture des résultats :

L’inhibition de la croissance fongique a été évaluée par le calcul du pourcentage de

réduction de la croissance mycélienne est estimée selon la formule suivante (Wang et al.,
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2002) : (%) inhibition = (R1 témoin — R2 test)/ R1 témoin x100 Ou, R1 témoin : distance

radiale (en mm) de la croissance mycélienne en absence de la souche antagoniste (controle).

R2 test : distance radiale (en mm) de la croissance mycélienne en direction de la souche

bactérienne. Il est a noter qu’a partir de 20%, on peut parler d’inhibition.

3.2.3. Activite enzymatique

3.2.3.1. Activité amylolytique (amylase)
Pour la recherche d'amylase a été effectué par réaction d'hydrolyse de I'amidon, les
isolats de ont été inoculés sur milieux Bennett, ISP9, gélose de Gausse (annexe 1), additionné
d’une concentration d’amidon de 1 a 2 %. et les plaques ont été incubées a 28°C pendant 4-7

jours.( Santos et al., 2012; Gunasinghe et al.,2020 ; Praveen Kumar et al.,2015 ).

Apres croissance des bactéries, 4 ml de solution d'iode ont été chargés sur chaque
plaque et la zone de clairance observée autour des colonies a été observée. Les résultats ont
indiqué la présence de l'enzyme amylase (Santos et al., 2012; Gunasinghe et al.,2020 ;

Praveen Kumar et al.,2015).

3.2.3.2. Hydrolyse de caséine
Ce teste est étudié sur une gélose contenant 5% de lait écrémé ou ISP9 (annexe 1) avec
20% de lait écrémé (Viswanathan et al., 2015 ; Habbeche et al., 2013 ; Jani et al., 2012).

Apres une période d’incubation de 7 jours a température 30 C°, I’hydrolyse de la
caséine est témoignée par ’apparition d’une zone claire autour des colonies (Gordon et Smith,

1953 ; Kitouni, 2007 ;Raval et al., 2012 ; Roy et al., 2014).

3.2.3.3. Hydrolyse de la cellulose
Une anse de culture d'actinobactéries isolées a été inoculée sur des plaques de
carboxymeéthyl cellulose et incubée a 30°C pendant 7 jours (Gunasinghe et al.,2020 ;Saini et
al., 2016; Jeffrey, 2008).

Afin de visualiser les zones hydrolysées, les plagues ont été inondées avec une solution
de rouge Congo a 0,1% puis lavees avec du NaCl 1M (Sethi et al., 2013) ou une solution de
I’iode de Gram qui forme un complexe bleu-noir avec de la cellulose mais pas avec cellulose
hydrolysée, donnant une zone nette et distincte autour du microorganisme producteur de

cellulase en 3 a 5 minutes (Kasana et al., 2008; Rathnan et Ambili, 2011).
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3.2.3.4. Hydrolyse de pectine
Ce test est réalisé sur le milieu ISP9 ajouté de 1 % de pectine. Les colonies sont
ensemencées par stries ou par touches puis incubé pendant 5 ou 7 jours a 28° C (Priyanka,
2019). Les boites sont recouvertes par la solution d’acétate de cuivre et laissées a température

ambiante pendant quelques minutes.

L’apparition d’un halo claire indique la présence d’une activité péctinolytique
(Priyanka, 2019) par contre , Des halos d’hydrolyse ont été détectés par inondation en
utilisant une solution a 1% (p/v) de précipitant de polysaccharide bromure de cétyltrim éthyle
ammonium (CTAB),dissoutes dans une solution alcoolique & 15% et ensuite utilisées et reste
pendant une heure (1h), les colonies produisant de la pectinase ont montré des zones claires
contre une couleur opaque du milieu non hydrolysé selon (Saoudi et al., 2015; Das et al.,
2012).

3.2.3.5. Recherche de I'uricase
L’uricase a été recherchée sur une gélose contenant de l'acide urique selon la méthode

Naggar, 2015.

L’ensemencement c’est fait par des stries de la souche a tester et I’incubation a été
effectuée a 30°C. Apres 3 jours, ’apparition d’une auréole claire autour des colonies indique

la dégradation de I'acide urique.

3.3. Caractérisation génotypique :Etude moléculaire

Les techniques moléculaires la plus utilisé dans I’analyse de fragments d’ADN des
actinomycetes sont I’amplification par PCR, suivi par Séquencage de géne de I’ARN
ribosomique 16S (Aouiche et al.,2015).

3.3.1. Extraction de géne de ’ARN ribosomique 16S
L’ADN génomique est obtenu a partir d’une colonie d’actinobactérie cultivée sur milieu

ISP2 (annexel) solide et incubée a 30°C pendant 5 jours.

La méthode utilisée pour ’extraction est celle d’ébullition. Les cellules bactériennes ont
été bouillies dans 300 ul d’eau distillée stérile pendant 15 minutes ; les surnageant ont eté
recueillis par centrifugation a (10000 g pendant 5min) (Badji et al., 2006 ;Gacem et al.,
2020 ; Aouiche et al., 2012) .

3.3.2. Amplification par PCR etélectrophorese en gel d’agarose
La séquence partielle de I’ADNr 16S est amplifiéee par PCR en utilisant un

coupled’amorces universelle (Tableau 05).
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Tableau 5.Séquences des amorces utilisées en PCR.

Amorces Séquences Références
27f 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 (Badji et al., 2006)
1492R 5-GGTTACCTTGTTACG ACTT-3
27F 5-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Gacem et al., 2020)
1492R 5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3
27F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 (Aouiche et al., 2012)
1492R 5-GGTTACCTTGTTACG ACTT-3

L’amplification a été réalisée dan sunthermocycleur (Eppendorf, Mastercyclergradient)
avec étape de dénaturation initiale a 94°C pendant 5 min. Puis (35) cycles d’amplification,
avec une dénaturation & 94°Cpendant 45 sec, I’hybridation a 54°C pendant 30 sec et une
¢longation a 72°C pendant 60 sec. Ensuite une étape d’extension finale est réalisée a 72°C

pendant 05 min. (Badji et al., 2006 ; Gacem et al., 2020 ; Aouiche et al., 2012)

Apreés PCR, les amplifias obtenus son visualisés sur gel d’agarose, ces derniers pour le

but de séparer les fragments d’ADN, de vérifier leur qualité et déterminer leur taille.

En suite la purification a été¢ effectué a 1’aide d’un kit de nettoyage (Badji et al.,2006 ;
Gacem et al., 2020 ; Aouiche et al., 2012) .

3.3.3. Séquencage de géne de I’ARN ribosomique 16S
Les séquences nucléotidiques des produits PCR a été obtenue par la méthode de

séquencage de Sanger, par GATC Biotech Inc. (Constance, Allemagne).

Les amorces utilisées pour déterminer la séquence nucléotidique étaient les mémes que

celles utilisées pour I’amplification PCR et pour ’analyse des produits séquencés.

En suite la séquence a été comparée pour la similarité avec les espéces de référence de
bactéries contenues dans les banques de bases de données génomiques, en utilisant le NCBI
BLAST disponible sur http://www.ncbi.nih.gov/. (Badji et al., 2006 ;Gacem et al.,
2020 ;Aouiche et al., 2012) .
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3.2.4. Analyse phylogénétique

Les séquences de gene ARNr 16S des isolats de (Badji et al., 2006 ;Gacem et
al.,2020 ;Aouiche et al., 2012) sont comparées, grace au BLAST avec des séquences

homologues des especes de référence répertoriées dans les banques génomiques.

Ces séquences sont alignees grace au logiciel Clustal W. Ce dernier permet d’aligner
successivement les séquences les plus proches en procédant de fagon hiérarchique etd’obtenir

un arbre phylogénétique basé sur I’homologie entre ces séquences.

Les analyses phylogénétiques sont effectuées par la meéthode de (Junkes et
Cantor ,1969) pour le calcul des matrices des distances d’évolution et 1’algorithme du
« Neighbors-Joining » et pour la construction des topologies des arbres phylogénétiques. La
validation statistique des liens phylogénétique établis est effectuée par le test du Boosteras a
1000 répétitions.
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Chapitre 4 :

Résultats et discussion

4.1. Résultats et discussion de caractérisation phénotypique des isolats
d’actinobactéries

Les 200 isolats étudie dans se travaille ont été isolée a partir des différents régions

aride et semi-aride.

4.1.1. Activité antimicrobienne

L’une des caractéristiques des actinobactéries et leur capacité a ralentir et/ou d’inhiber

I’activité et la croissance des bactéries et champignons pathogénes.

Les isolats d’actinobactéries libérent leurs métabolites secondaires dans le milieu au

cours de leur croissance.

Les résultats obtenue sont résumés dans le tableau 6, ont montré que sur les 82 isolats

testés se sont révélees actifs contre au moins deux microorganismes cibles.

Tableau 6.Activités antimicrobiennes.

Nombre d’isolats Souche cible Z1 (mm) Références
18 Escherichia coli 16 (Messaoudi et al.,
2015)
13 Différent Souches tests Differe d’une (Selama et al., 2014)
souches a I’autre
(+ou-)
15 Staphylococcus aureus 10
(Lahoum et al., 2016)
Aspergillus carbonarius 25
Bacillus subtilis 31
Une seule souche | Saccharomyces cerevisiae 26 (Aouiche et al., 2012)
ATCC4226
Fusarium culmorum 26
FC200
Enterococcus faecalis 25
Bacillus subtilis 20
Escherichia coli 09
(Boubetra et al.,2013)
20 Aspergillus carbonarius 40
Penicillium expansum 45
Candida albicans 00
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Staphylococcus aureus 0,195 x 1072 (Gacem et al., 2020)
54 Micrococcus luteus 0,195 x 102
Bacillus subtilis 0,781 x 10
une seule souche | Pseudomonas fluorescens 0,0625 (Okudoh et Wallis,
2007)
0,0025
Xanthomonas campestris

Les différents isolats d’actinobactéries montrent une importante action antibactérienne

et antifongique vis-a-vis des micro-organismes testes.

Les diamétres des zones d’inhibitions obtenus sont variables, ou I’actinobactéries
montre une forte action antibiotique vis-a-vis des souches de Bacillus subtilis, Fusarium
culmorum et Saccharomyces csrevisiae avec des zones d’inhibition de 31, 26 et 26 mm
respectivement alors que le reste des souches testées se révélent peu ou pas sensibles a

I’antibiotique sécrété par cet isolat d’actinobactérie (Aouiche et al., 2012).

Alors que ont trouvé une activité élevée de 40 mm ,45 mm ,25 mm,20 mm contre
Aspergillus carbonarius, Penicillium expansum, Enterococcus faecalis et Bacillus subtilis
respectivement, ainsi ont trouvé une activité moyenne ou absence contre Escherichia coli et
Candida albicans des zones d’inhibition de 09 et 00 (Boubetra et al., 2013).

On trouve une activité de 10 mm contre Staphylococcus aureus, ainsi ont trouvé une
activité antifongique de I’ordre de 25 mm contre Aspergillus carbonarius (Lahoum et al.,
2016).

Messaoudi et al., (2015), ont trouvé une activité maximale de 16 mm de diamétre vis-a-
vis Escherichia coli, alors que Selama et al ., 2014 differe d’une Souches a I’autre (+ou-).
Okudoh et Wallis, 2007 ou ils ont estimé la CMI, dont le meilleur résultat est observé avec la
bactérie Pseudomonas fluorescens et Xanthomonas campestris, d’ou la CMI est de 1’ordre
0,0625 pg / ml et 0,0025 pg / ml. Pour chacun.

Pour la méthode des puits, ou ils ont estimé la CMI, dont le meilleur résultat est observé
avec la bactérie Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus d’ou la CMI est de ’ordre
0.195x 1072 pour chacun alors qu'une activité moyenne a été enregistrée contre Bacillus
subtilis ot la CMI est 0,781 x 102 (Gacem et al., 2020) .

18




Chapitre 4 : Résultats et discussion

Les résultats obtenus sont variables, ils montrent un large spectre vis a vis les bactéries
que les champignons, ainsi vis-a-vis une large gamme des bactéries a Gram positif et a Gram
négatif. Ainsi ces variations des zones d’inhibition sont dues au fait qu’une souche
d’actinobactérie peut produire plusieurs molécules antimicrobiennes avec différents modes

d'action selon la composition du milieu de cultureet les différents méthodes utilisé.

Dans cette étude, le pourcentage d’actinomycétes a activité antibactérienne est de plus

de 70% contre la bactérie Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis

Ce srésultats suggerent que 1’actinobactérie possede un pouvoir antibiotique vis-a-vis

des bactéries a coloration Gram positif.

Selon les travaux d'autres auteurs la sensibilité des bactéries Gram-positives aux
sécrétions des actinobactéries par rapport aux bactéries Gram-négatives est due a la présence
d'une membrane externe qui rend leur paroi beaucoup moins perméable. (Sabaou et al., 1998;
Prescott et al., 2002). Ainsi Selon 1’étude de Denizci (1996), sur 356 espéces de Streptomyces
isolés, 36% des isolats possedent des activités antibactériennes  contre
Staphylococcus aureus (20.78%), Escherichia coli (2.52%), Micrococcus luteus (18.25%),
Mycobaterium smegmatis (22.47%) et Bacillus subtilis (12.07%).

D’autre part ces résultats ont montré une activité antifongique contre plusieurs

champignons phytopathogénes tels que : Aspergillus carbonarius, Fusarium culmorum.

Selon les travaux des Badji et al., 2005 ,ont montré que certains genre d’actinobactéries,
produit des composés antifongiques pouvant réduire efficacement 1’effet inhibiteur des
champignons phytopathogénes , donc cette activité antibiotique serait liée probablement a la
sécrétiondes substances antifongiques.

L’absence d’activité antibactérienne chez certains isolats d’actinobactéries vis-a-vis des
germes testés pourrait étre due au développement d’une résistance contre ces substances
antimicrobiennes. En effet, la résistance bactérienne vis-a-vis des antibiotiques
d’actinobactérie peut étre attribuée a I’inactivation enzymatique de ces antibiotiques ou, a la

diminution de la perméabilité membranaire des bactéries.

La méthodes la plus utilisé pour estimer les activités antimicrobiennes,
est la méthode des cylindres d’agar vis-a-vis différentes souches pathogenes, bactéries et

champignons.
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La technique des stries croisées donne unigquement une idée g@énérale des
potentialitésdes isolats d’actinobactéries, leurs résultats sont souvent difficiles a interpréter et
considéréscomme éléments préliminaires. En revanche, les activités antimicrobiennes des
isolats sont mieux exprimees par la méthode des cylindres d’agar. Elles sont d’avantage
ciblées et permettent d’apprécier plus précisément le pouvoir antibiotique des isolats
d’actinobactéries.Cette technique permet aussi une meilleure visualisation et une bonne

observation des zones d’inhibition (Sabaou, 1998 ; Toumatia et al. ,2014).

L’étude des caractéristiques phénotypiques des souches d’actinobactéries est largement

utilisée pour caractériser les genres des actinobactéries.
4.1.2. Activité enzymatique

4.1.2.1. Hydrolyse du I’amidon
Le test d’hydrolyse d’amidon est positif pour 16 isolats qui donné 29,1 % par rapport
les enzymes produit par I’actinomycétes (Gunasinghe et al., 2020) . L absence de coloration
bleue autour des colonies bactériennes, signifie que 1’amidon est hydrolysé¢ dans cette zone.
Cette hydrolyse est due a la présence des amylases dans le milieu qui sont sécrétés par les
bactéries (Stamford et al., 2001 ; Santos et al., 2012).

Figure 4.Test positif d’hydrolyse de I’amidon en présence des isolats des
actinomycetestravaux entrepris sur I’hydrolyse de 1’amidon par les actinomycetes confirent

les résultats obtenus (Stamford et al., 2001).

4.1.2.2. Hydrolyse de la caséine
Autour de chaque souches des actinomycetes, on voit la présence d’un halo
d’éclaircissement autour de la culture signifie que les résultats sont positifs pour toutes
souches étudié des actinomycetes. Cette dégradation de casé€ine est due a des synthéses

extracellulaires des caséinases de différentes souches dans le milieu caséine-amidon.
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Figure 5. Photographie présentant le résultat de la dégradation de la caséine par des

souches d’actinomycetes (Ammara Nariman,2009).

La présence de ces zones claires signifie que la caséine présente dans le milieu de
culture a été hydrolysée les enzymes des actinomycetes. Plusieurs travaux réaliser sur les
actinomyecetes prouvent que la plupart de ses souches peuvent hydrolyser les caséines du lait
(Mihaela et al., 2011 ;Ara et al., 2012 ; Palaniyandi et al., 2013).et autre travaux realiser sur
les actinobactéries prouvent que la plupart des souches Streptomyces sp peuvent hydrolyser
les caséines du lait (Mihaela et al., 2011 ; Palaniyandi et al., 2013 ; Boughachiche et al.,
2016).

4.1.2.3. Résultat de dégradation de cellulose :recherche de cellulase
Cette activité se traduit par ’apparition d’un halo clair entourant la colonie aprés I’ajout
du « Rouge Congo a 1% » (Figure 6) et 14 isolats qui positifs et donné 25.5% par rapport les

enzymes qui produits par I’actinomycetes (Gunasinghe et al.,2020).

Différentes cellulases ont été mises en évidence dans différents genres appartenant aux
actinomycetes, il s’agit principalement de Streptomyces (Jang and Chenks, 2003 ; Loliam et
al., 2013), Micromonospora (De Menezes et al., 2008, 2012), Cellulomonas ( Saratale et al.,
2010) et (Stutzenberger , 1988).
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Figure 6.Photographie présentant le résultat de I’activité cellulolytique de souche
d’actinomycetes (Zulfa et al.,2021).

4.1.2.4. Résultat de la recherche de Péctinase :
Les souches positives ont été entourées d’un halo clair aprés I’ajout d’une solution «

d’acétate de cuivre a 10% ».

L’activité pectinolytique fut 1’une des premiéres activités décelées chez les
actinomycetes. Plusieurs espéces se sont montrées productrices de pectinases. Telles que
Streptomyces viridochromogenes (Agate et al., 1962) et Thermomonospora fusca
(Stutzenberger, 1987).

Figure 7.Photographie présentant le résultat d’activité péctinolytique des souches
d’actinomycetes.(Mohamed HARIR, 2018).

22



Chapitre 4 : Résultats et discussion

4.1.2.5. Dégradation de I’acide urique
D’aprés résultat, on remarque totalité des souches d’actinomycétes étudiées capables de
dégrader I’acide urique a I’exception de quelques souches. L’activité uricasique se traduit par

la présence d’une zone d’hydrolyse claire autour de la colonie aprés 3 jours d’incubation.

Figure 8.Photographies présentant le résultat positif de I’activité uricasique de quelques
souches actinomyceétales étudiées sur le milieu contenant de ’acide urique (CEDAH

Mardjana,2018).

L'uricase (urate oxydase EC 1.7.3.3) est une enzyme qui participe a la voie de
dégradation des purines, catalysant I'oxydation de I'acide urique en allantoine et en péroxyde
d'hydrogene en présence d'oxygene (Nishiya et al., 2002).

Tableau 7.Données générales sur I’uricase (Nishiya et al., 2002).

Code International EC1.7.3.3

Nom Uricase

Classe Oxydo-réductase

Réaction catalysée urate + Oz + H.O = 5-hydroxyisourate + H202
Substrats urate, oxygéne (O>), eau (H20)

Produits finaux 5-hydroxyisourate et pyroxyde d’hydrogéne (H202)
Actinomycéte producteur Streptomyces cyanogenus

4.2. Résultat et discussion de I’étude moléculaire

L’objectif d’une caractérisation moléculaire est la connaissance plus précise de I’espéce

des actinomycetes du sol.
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Identification moléculaire des isolats (séquencage de géne de ’ARNr 16S)

Plusieurs techniques moléculaires d'analyses de fragments d’ADN d’actinobactéries sont
utilisées avec succes sur différents micro-organismes. Toutes ces techniques sont basées sur
une amplification par PCR de I'ADN des microorganismes. Les produits PCR ont été ensuite

analysés par le séquencage.

D’aprés les articles étudie seulement Aouiche, (2012) et Gacem, (2020) ont fait la

caractérisation génotypique par séquengage de géne de I’ARNr 16S.

Le produit de séquencage du gene de I’ARN ribosomique 16S des trois isolats
d’actinomycetes ont été analyséees par 1’outil "BLAST "dans le portail NCBI (national center
of biotechnologie information). Les résultats ont montré la relation entre 1’isolat et les
souches-types des especes les plus proches et leur taux de similarité. (Aouiche et al., 2012 ;
Gacem et al., 2020 ; Badji et al., 2006).

Tableau 8.Résultats de I'analyse de similarité.

I’isolat Souche type laplusproche | Tauxdesimilarité Références
PAL111 Streptomyces ambofaciens 99,7 % (Aouiche et al .,2012)
Streptomyces lasiicapitis 99 ,93%
V00?2 (Gacem et al., 2020)
Streptomyces spectabilis 98.96%
AC104 Actinomadura cremea 97.5% (Badji et al., 2006)

Trois isolats (PAL111, (V002) et AC10) ont fait I'objet de cette étude (Tableau 07). A
partir la comparaison des séquences obtenues avec celles disponibles dans les banques de
données internationales que a permisd’évaluer la diversité phylogénétique et la position

taxonomique de ces isolats.

Pour I’isolat PALI11, le degré de similarit¢ 99,7 % avec la souche type est
Streptomyces ambofaciens, alors quel’isolat V002, le taux de similarité est 99 ,93% et 98.96%
avec Streptomyces lasiicapitis et Streptomyces spectabilis respectivement. D’autre part le

taux de similarité pour I’isolat AC104 est 97.5% avec la souche type Actinomadura cremea.

Les résultats représentés par ces etudes montrent que 90% des isolats appartiennent au

genre Streptomyces et 10 % au genre Actinomadura cremea.
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Ce résultat confirme 1’abondance des Streptomyces dans différents écosystemes par

rapport aux autres genres.

D’apres les travaux des autres auteurs les especes du genre Streptomyces qui est le
genre le plus abondant, ont la capacité de produire une grande variété d'enzymes et
d’antibiotiques ce qui peut expliquer leur grande capacité a coloniser différents
environnements. L’absence des autres genres des isolats obtenus peut étre expliquée soit
parl’absence de ses genres dans les écosystemes étudiés ou a cause des techniques

d’isolement utilisées (Sabaou et al., 1998).

Ainsi I’étude de Lamari, (2006) montrent qui Les analyses moléculaires sont tres
importantes pour retracer les parentésphylogénétiques des souches et pour la détermination
des espéces. Ces analyses ont permis de regrouper ou de séparer ces especes entre elles, et de

proposer la création de nouvelles espéces.
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Conclusion

Les objectifs essentiels de ce travail étaient la caractérisation phénotypique et
moléculaire de différentes souches d’actinomycétes du sol des régions arides et semi-aride,
ainsi la mise en évidence de leur biodiversité métabolique dans la production des enzymes et

I’activité inhibitrices vis-a-vis de quelques bactéries et champignons pathogeénes.

Dans ce travail I’isolement des souches des actinobactéries a partir de différents régions

est faitesur le milieu Gausse.

Les résultats obtenus ont montré que les actinobactéries ont la capacité de dégrader
divers composants complexes : I’acide urique, cellulose, caséine, 1’amidon et pectine, ce qui
indique qu’ils sont capables de produire des enzymes qui les aident a décomposer ces

substrats (I’uricase, cellulase, caséinases, amylase, péctinase).

Pour [Dactivité antimicrobienne que effectue sur différents milieux de
cultures a composition et concentration variables (Bennett, GLM et ISP) et se réalise par

différentes méthodes (stries croisées, cylindre d’agar, des puits).

Les résultats d’activité antimicrobienne obtenus sont variable montrent un large spectre
vis a vis les bactéries tels que Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Enterococcus
faecalis,et les champignons tels que Aspergillus carbonarius, Fusarium culmorum, ainsi vis a
vis une large gamme desbactéries a Gram positif et a Gram négatif. Les variations des zones
d’inhibition sont dues aufait qu’une souche d’actinobactérie peut produire plusieurs molécules

antimicrobiennes avec différents modes d'action.

La méthodes la plus utilisé pour estimer ces activités antimicrobiennes,
est la méthode des cylindres d’agar vis-a-vis différentes souches pathogenes, bactéries et
champignons. Cette technique permet une meilleure visualisation et une bonne observation

des zones d’inhibition.

les résultats de 1’analyse moléculaire de I’ADNr 16S montrent 1’abondance des
Streptomyces dans différents écosystemes par rapport aux autres genres. Ces caractérisation
moléculaire sont trés importantes permis de regrouper ou de séparer les especes entre elles, et

de proposer la création de nouvelles especes.

Ainsi ces reésultats montrent la grande importance des actinobactéries dans divers
domaines : industriel,médical et vétérinaire, ainsi que dans le domaine de I’agriculture et

I’agro-alimentaire. Les actinobactéries sont des microorganismes d’intéréts industriels par

26



Conclusion

excellence. Pour cela ces microorganismes sont les plus recherchés pour leur capacité de

produire beaucoup de métabolites secondaires
Les perspectives de ce travail sont:
v" Recherche et mise en évidence de I’activité insecticide.

v Recherche et mise en évidence de I’activité antifongiques vis a vis de quelques

espéces de levures (Candida albicans).
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Annexes 1
+« Composition des milieux de cultures

1. Les compositions des milieux utilisés pour I’isolement des actinomycetes

» Le milieu Gausse (Morakchi, 2011)

KN O . 1g
K2HPO . .. 40,59
MOS0 i 40,59
N .t 10,59
FOS O i 40,019
AMIAON. . 20g
0 - PR 30g
Bau distillée ... ..o 1000ml
pH=74

2. Les milieux utilisés pour les tests hydrolyses et activité antibactérienne

» Le milieu Caséine amidon agar

AMIAON. ..o e 10g
(0F: 1< 11 =TS 0,039
KN O 3 e e 29
K2HPOA . .o 0,029
N L e 29
MESO4 TH2O .. e 29
CaC 0. 0,059
FESOA. TH2. .o 0.01g
A T . . 18g
Eau distill€e. ......onen 1L

PH=7.3
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» Le Milieu Bennett (Shirling et Gottlieb,1966)

EXtrait de leVUre. ... ..o 1g
Extraitde viande...........oooiiiiii 1lg
PO, ... e 24
GIUCOSE. ...ttt 10¢g

N - T 209
Bau distillée. ... 1000 ml
Ph=7.2

> Gélose au lait écrémé

PP NG, . e 10g
NACHO. .. 50
EXtrait de leVUre. ... 03¢
N0 T 20g
Bau distillée. ... 1000 ml
LAt BCIEM . . 100 g
La solution aqueuse de Rouge CONGO @.........oeeviviirininiiriieenanaennen, 1%
ROUGE CONQ0. ...t 0lg
Bau distillée ... 100 ml
Lasolution duNaCl..........cooiiiii e, (IN)
NAC . . e 56,59
Bau distillée ..o 1000 ml

» Les milieux ISP : (Shirling& Gottlieb, 1966)
Milieu ISP1

LYY 1004 T PO 5¢g
EXtrait de leVUre ... 39
A e 209
Bau distilles ... 1000 mi
pH=7,2

Le milieu ISP2 : (Shirling& Gottlieb, 1966)
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Extraitde malt ... ... 10¢g
N2 209
Bau distillée. ... ..o 1000 ml
pH=7,2.
e Milieu ISP9 (milieu de base)
V(NHA)2SO .. 42,64 ¢
VKHZPO . 42,38¢g
Vo RZ2HPO o 45,659
VMOS0 o 4, TH20 1g
V' SOIULION SAIINE. ...t 1ml
Vo BaU IS, .. et 1000 ml
VA . ., 209
v’ pH=6-8-7
» Milieu Mueller-Hinton(Meklat, 2012)
voInfusionde viande ... ..o 3009
v Hydrolysat de CaSEINE ..........cuiuininiiii e 17.59
Vo AMION L 1.59
VAL e 179
Vo BaUDISHIIEE. ... 1000 ml
v’ pH=5.6

3. Milieu pour les champignons

e Milieu PDA(Rapilly,1969)

v" Filtrat de pomme de terre.............oooouiiiiiiiiiiiiee e, 500 mL
Vo GIUCOSE. .ttt 20¢g
VAT, 20g

Vo Bau diStillée. ... 500 mL
v' Ph=5,6

Le filtrat est préparé en mettant a bouillir 200 a 250 g de pomme de terre épluchée dans
500 mLd’eau distillée.
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Résumé
La présente recherche est basé sur 1’étude comparative des résultats des travaux sur les caractéristiques
phénotypiques et moléculaires des actinobactéries des 200 souches isolée a partir du sol de diverse régions aride et semi-

aride.

Les isolats d'actinomycetes ont montré une forte activité inhibitrice contre les bactéries et les champignons
pathogénes, tels que Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Aspergillus carbonarius,ce qui confirme qu’il a une activité

antimicrobienne.

D’autre part, les isolats d'actinomycétes ont montré la capacité de dégrader certains composés (cellulose, amidon,

caséine, pectine, I'acide urique) ce qui montre qu’ils possédent un bagage enzymatique important.

Pour I’étude moléculaire par séquencage de I’ARN 16S ont montré que la plus part des isolats sont tré proche

génétiquement de genre Streptomyces.

Mots clés : Sol, actinomycétes, activité enzymatique, activité antimicrobienne, étude phénotypique.

Abstract

The present research is based on comparative study of the results of the work on phenotypic and molecular

characteristics of actinobacteria of 200 strains isolated from soil of various arid and semi-arid regions.

The isolates of actinomycetes showed a strong inhibitory activity against pathogenic bacteria and fungi, such as

Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Aspergillus carbonarius, which confirms that it has antimicrobial activity.

On the other hand, actinomycetes isolates have shown the ability to degrade some compounds (cellulose, starch,

casein, pectin, uric acid) which shows that they have an important enzymatic background.

For molecular study by 16S RNA sequencing showed that most of the isolates are very close genetically to genus

Streptomyces.

Key words: Soil, actinomycetes, enzymatic activity, antimicrobial activity, phenotypic study.
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