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Introduction

Introduction

Les Actinomyceétes sont des bactéries filamenteuses a coloration de Gram positif, avec
une teneur élevée en G + C (69 a 78%) dans I'ADN présentant un cycle de developpement trés
différencié que subissent des différentiations morphologique durant leur cycle de vie (Prescott
& Harley, 2003) .En réponse a des conditions défavorable, telle que le déficit en nutriments et
en eau, les Actinomycétes sporulent, c’est que lorsque les conditions redevient favorable les
spores peuvent germer et former des nouveaux le mycélium végétatif. Cette propriété joue un

role important dans leur large distribution dans la nature (Djaballah, 2010).

Les actinomycétes sont adaptés a divers milieux écologiques, ainsi, ils peuvent étre dans
les sols, les eaux douces ou salines et dans I'air. Toutefolis, ils se trouvent abondamment dans le
sol comme le réservoir principal que les autres milieux, specialement dans les sols alcalins et
les sols riches en matiére organique ou ils constituent une part importante de la population

microbienne.

Cependant que les Actinomyceétes jouent un réle important dans la décomposition de la

matiere organique, ce qui rend le sol fertile et par conséquent I’amélioration des récoltes.

(Baldacci, 1962).

Généralement, sont capables de métaboliser plusieurs et différents composés y compris
les polysaccharides, les alcools, les acides aminés et les composés aromatiques par la production
des enzymes extracellulaire (Kitouni, 2003). Leur aptitude de dégrader les pesticides et les
herbicides et les hydrocarbures avait également été signalée, cette diversité métabolique est due
a leur génome excrément large qui a une centaine de facteur de transcription qui controle
I'expression des genes qui leur permettent de répondre & leur besoin (Boucheffa,
2011).Actuellement les bactéries de la famille des Actinomycétes retiennent particuliérement
notre attention et semblent &tre un excellent candidat productrices des substances intéressantes
essentiellement les antibiotiques. On estime que les deux tiers des quelque six mille

antibiotiques isolés jusqu'ici sont produits par les Actinomyceétes.

Parmi les especes appartenant aux différents genres d'Actinomyceétes, les Streptomyces
sont les plus importants producteurs d'antibiotiques et autres métabolites secondaires
(Fernandez & Sanchez, 2002). On peut estimer que 75 % des antibiotiques isolés des
Actinomycetes sont produits par des Streptomyces.
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En Algérie, les sols sahariens et semi-arides se sont révélés tres diversifiés en
actinomycetes et de nombreux travaux ont été publiés sur ces microorganismes, du point de vue
taxonomique dans le but de découvrir de nouvelles especes (Zitouni , 2004), et pour la mise en
évidence d’une activit¢ antimicrobienne ou de découverte de nouveaux antibiotiques
(Boudemagh et al , 2005), ou encore dans une optique de lutte biologique contre certaines

maladies des plantes ou d’amélioration de la croissance des plantes (Aouar et al , 2012) .

L’objectif principal de notre étude consiste a I’isolement des souches bactériennes
appartenant au groupe d’actinomyceétes a partir d’échantillons de sols provenu de différents

sites des régions arides, et la recherche des activités enzymatiques de ces souches.

L’¢étude a portée sur les étapes suivantes :

e [’¢étude phénotypiques des isolats d’ Actinomycetes ce qui implique la

caractérisation micro-morphologique et macromorphologiques.

e L'étude de l'activité hydrolytique (enzymatique) des souches pure d'actinomycétes.
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Chapitre 1 Généralité sur les actinomycetes

1.1. Déefinition et caractéres généraux des actinomycetes

Etymologiquement, le mot Actinomycéte a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut
dire rayon et «mykes» qui veut dire champignon «Champignons a rayons» ou «Champignons
rayonnants» (Lamari, 2006). Les Actinomycetes ont été considérés comme un groupe
intermédiaire entre bactérie et champignons. Actuellement, ils sont reconnus comme des

organismes procaryotes (Andriambololona, 2010).

Les actinomycetes constituent I’ordre des Actinomycetales. Ce sont des bactéries formant
des filaments minces et ramifiés, septées, bacilles a Gram positif (Dgigal, 2003) ; possédant un
coefficient de Chargaff (GC%) élevé compris entre 60-70% (Larpent, 1989) ; saprophytes. La
plupart des espéces sont immobiles, hétérotrophes mais certaines sont chimio-autotrophes
(Ensign, 1993) ; 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, 1982), (Goodfellow, 1983).

Les actinomycetes forment des colonies circulaires constitué¢es d’hyphes (filaments) qui
irradient par croissance centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance (Eunice,
1983).

1.2.  Morphologie des actinomycetes

Morphologiguement, les actinomycétes peuvent étre classes en deux groupes. Le premier
: se compose d'organismes qui forment une masse de filaments ramifiés (mycélium). Le second
: comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que le premier
(Lechevalier, 1985), on peut rencontrer, en plus des filaments ramifiés, des bacilles et aussi

des coccobacilles comme Rhodococcus et Mycobactérium (prescott, 2003).

Les colonies formées sur les milieux solides présentent différents aspects macroscopiques

qui peuvent étre regroupés en trois types :
« des colonies poudreuses couvertes d’hyphes aériens fermement attaches au milieu.

« des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides.
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* des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens

attachés au milieu par des crampons (Kalakoutskii, 1976).
1.3. La physiologie de développement

Au niveau du sol, les Actinomycétes représentent [’'une des principales communautés
microbiennes, leur présence est influencée par plusieurs parametres physiologiques (conditions

environnementaux) en particulier : I’oxygeéne, le pH, la température...ctc. (Djaballah, 2010).

Selon le type respiratoire sont devisees en deux groupes, les premiers sont des formes
fermentatives anaérobies strictes telle que le genre Actinomyces et I’autre sont des formes

oxydatives aérobies Streptomyces (Prescott, 2007).

Selon le pH de croissance, la majorité des Actinomycetes sont des bactéries neutrophiles

dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8 avec une croissance optimale (Wang, 2006).

Concernant la température, elles sont des bactéries mésophiles sa température optimale
de croissance est entre 25 & 30 °C (Leveau, 1993, Djaballah, 2010).

Pour I'hnumidité, les actinomyceétes sont isolés des sols contenant des taux faibles jusqu'a
modérés d’humidité (Oskay, 2004).

1.4. Ecologie et distribution dans la nature

Les actinomycétes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow, 1983) Ainsi,
ils peuvent étre présents dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans l'air. Toutefois,
ils sont particulierement abondants dans le sol, particulierement dans les sols alcalins et les sols
riches en matiéres organiques ou ils constituent une part importante de la population

microbienne (Logman, 2009).

La fonction écologique principale des actinomycétes au sein des écosystemes est la
décomposition des substances organiques (Prescott L., 2010), grace a leurs capacités de
produire une large gamme d'enzyme hydrolytique, comme les protéases, les nucléases, les
lipases ...etc. (Prakash, 2012).

Tableau 01 : Distribution des actinomyceétes dans la nature (Goodfellow M. W., 1983)
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Genr Habitat

e S
Actinomadura Sol
Microbispora
Streptosporangium
Actinoplanes Sol, eau, litiere
Streptomyces
Frankia Nodule de racines
Micromonospora Sol, eau
Nocardia
Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiere
Saccharomonospora Matiére en décomposition
Thermomonospora Matiére en décomposition et fermentation

1.5. Classification des actinomycétes

La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caractéres
morphologiques, physiologiques, chimio-taxonomiques et moléculaires. L’ensemble des
caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le Manuel de Bergey 2éme édition
(Goodfellow M., 2012)

Morphologiques : mycélium fragmenté ou non, présence ou non de mycélium

aérien, production des spores,.... etc.

Chimio-taxonomiques : la composition de paroi cellulaire en acides aminées, en

sucres et en lipides, ...etc. (prescott, 2003).

Moléculaires : détermination du (G+C)%, séquengage des génes de I’ARNr 168,
hybridation ADN-ADN (Stackebrandt, 1997).

Physiologiques : en plus de ces caracteres, la détermination des espéces se base
également sur les caractéres physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de
différents composes glucidiques, lipidiques et protidiques, polyméres complexes, stéroides,...
etc. D’autres tests interviennent parfois dans la détermination des espéces, comme la résistance
aux différents agents chimiques (antibiotiques, divers autres agents), et la tolérance a des

conditions extrémes (température, pH, salinité, etc.).

C’est une méthode de classification développée a la fin des années 1950 qui consiste a
utiliser un grand nombre de caractéres physiologiques et biochimiques, tous considérés d’égale

importance, et permet de définir des pourcentages de similarité entre les organismes
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grace a I’utilisation de coefficients (de Jaccard, ... etc.). Plusieurs groupes ou « cluster » sont
ainsi formés suivant les ressemblances des souches définies par un indice de similarité (Sneath,
1989).

Au cours des 20 derniéres anneées, que le genre Streptomyces était la pierre angulaire de
la recherche de nouveaux antibiotiques, a conduit a la recherche de nouveaux isolats pour cela
SHIRLING and GOTTLI ont fait recommandées The International Streptomyces Project (ISP)
pour les types de Streptomyces étudiée composée de 13 tableaux , pour la classification et
I'identification de 274 taxons nommes , Les participants a I'International Streptomyces Project
(ISP) ont examiné 300 souches de l'espece Streptomyces nommée par des méthodes

standardisées.

Les caractéres choisis et utilisés dans ce travail sont les suivants: la morphologie des
spores, la couleur du mycélium aérien, la couleur du revers du végétatif donnée dans ces
descriptions peuvent étre utilisées a des fins de classification et pour [l'identification de
nouveaux isolats dans les études ISP, et les méthodes qui ont été utilisées avec succes par les
collaborateurs dans le cadre du projet international Streptomyces (ISP) visant a modifier les

descriptions des souches de type et de néotype du genre Streptomyces a représenté.

L'international Streptomyces Project (ISP) contenant 9 milieux de cultures (ISP1,
ISP2,...1SP9) divisées en 2 phylum : les milieux qui étudie la morphologie d'actinomycetes et
les milieux qui étude la biodégradation (Gottlieb, 1967).

Tableau 02 : différents milieux de cultures pour L'étude de caractérisations culturelles
des actinomycétes.

Le milieu La fonction

ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6 Pour identification

ISP7 Etudie la degradation des glucides

ISP8 Etudie la morphologie des actinomycétes
ISP9 Etudie la biodegradation

Selon le manuel de Bergey, (2012), les actinomycetes sont classés dans le domaine
Bactéria et phylum des Actinobacteria qui est subdivisé en 06 classes dont celle de
Actinobacteria se divise en 15 ordres les plus important sons ceux des Actinomycetales et
Streptomycetales (voir tableau 1) (Goodfellow M., 2012)
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Tableau 03 : Classification des actinomycétes selon le “Bergey’s Manual de

Systematique Bactériologic (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.
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Chapitre2 L’intérétdesactinomycetes

2.1. Importance dans le domaine agronomique

Les actinomycetes sont des microorganismes qui ont un réle écologique majeur grace a
leur capacit¢ de produire une large gamme d’enzymes ; telles que, les hydrolases
extracellulaires, qui leur conferent un réle dans la décomposition de la matiére organique et des
éléments minéraux dans le sol et contribuent ainsi a la fertilisation des sols. Ils sont caractérisés
par leur grand pouvoir de transformation des substances organiques complexes, tels que les
polysaccharides, les lignocelluloses, la chitine, qui sont difficilement ou non dégradables par

les autres microorganismes. (Valois, 1996 et William, 1983).

Dans I’agriculture, les actinomycetes protégent les racines des plantes contre les invasions
des champignons (Lamari, 2006). Il a été rapporté que les actinomycétes influencent 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).

Elles sont capables aussi de dégrader ou de recycler certaines toxines produites par des
champignons toxinogénes et réduire aussi leur teneur dans les produits finaux en agro-
alimentaire (Valois, 1996 et William, 1983).

2.2. Production des substances biologiquement actives

221. Production d’antibiotique

Les actinomycetes tiennent une trés grande importance dans le domaine de la
biotechnologie des antibiotiques. En effet, 45% des antibiotiques connus, sont naturellement
issus des actinomycetes et plus particulierement du genre Streptomyces (figure 01) (Sibanda,
2010). Parmi les antibiotiques qui ont des applications thérapeutiques on peut citer : les

aminoglycosides, les anthracyclines, les glycopepetides, les beta-lactamines,.....etc.

Actinomycetes :

<

75.5 % Streptomyces sp.
24,5 % Actinomycétes rares

mProduits issus de Bactéries non actinomycétales,
m Bactéries actinomycétales, mChampignons microscopique

Figure 01 : Origine des antibiotiques (Berdy, 2005).
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Outre les antibiotiques, les actinomycétes produits d'autres molécules qui ont des

applications biotechnologiques variées, telles que :

- Anti tumorales : actinomycine, adriamycine, rebeccamycine- (Uyeda, 2004).
- Antivirale, antiparasite ;

- Pesticides : antimycine A- (Sanglier J., 1993).

Comme elles sont utiles dans le traitement du cancer, la bioremediation et la production
des antibiotiques précieux dans le domaine médicale tels que la novobiocine, I'amphotéricine,
la vancomycine, la néomycine, gentamicine, chloramphénicol, la tétracycline, I'érythromycine,
la nystatine,...ctc. (Mukesh, 2014), et plus de 60% des médicaments approuvés dérivent des

composés naturels ont été extraits a partir d’actinomycétes (Demain, 2006 et Anibou, 2008).

222. Production des enzymes

Apreés les antibiotiques, les enzymes sont les produits industriels les plus importants des
Actinomycetes (Theilleux, 1993). En effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes
autilisation industrielle telle que des protéases, des chitinases (Tanaka, 1990 et Vonothini,

2008), des amylases, des cellulases, des xylanases et des lipases (Park, 2002).

Des especes de Streptomyces produisent des amylases, des cellulases et des

hémicellulases. D’autres sont capables de dégrader la lignine (Jariwala, 2013).

Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomyceétales, ces
enzymescatalysent 1’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, en monoglycérides, en

glycérol et en acides gras (Sommer, 1997).

Elles ont un autre role important dans 1'industrie alimentaire, la fermentation, 1’industrie

du textile et du papier (Mukesh, 2014).
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Chapitre3 Matériels et Méthodes

3.1. Isolement et purification des actinomycetes
311 Prélevement des échantillons

Trois échantillons du sol ont été prélevés a partir de différents endroits de la région Sidi

Okba de la wilaya de Biskra durant le mois de Février 2019.

Les prélevements des 3 échantillons de sols ont été effectués aseptiquement en surface
aprés avoir enleve les 15 premiers centimétres de profondeur par la méthode de Pochon et
Tradieux (1962), a 1’aide d’une spatule stérile les sols prélevés sont placés dans des boites

stériles en suite conservées aux laboratoires a 4°C avant les analyses. (Annexe 2)
3.12. Isolement des actinomycetes
3.1.2.1. Milieux de cultures pour I’isolement des actinomycetes

Les milieux de cultures sélectifs pour ’isolement des actinomycetes utilisés sont : (Annexe 1)
- Milieu Gausse (Morakchi, 2011).

3.1.2.2. Milieux de cultures pour la caractérisation des actinomycétes
- Gélose nutritive (G.N). (Kim, 2013)
-Milieu Lait écrémé
-Milieu ISP (ISP2, ISPg) (Shirling and Gottlieb, 1966).

3.1.2.3. Préparation de la suspension de dilution et ensemencement des
boites
L’isolement est effectué par la méthode de suspensions-dilutions. Un gramme de sol est
suspendu dans 9 ml d’eau distillée stérile. Apres agitation vigoureuse a 1’aide d’un vortex, la
suspension-meére ainsi obtenue est diluée dans de 1’eau distillée stérile jusqu’a I’obtention de la
dilution 102, Par la suite, 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur le milieu Gausse précédemment
stérilisés et coulés dans des boites de Pétri stériles. Les boites ensemencées sont incubées a

30°C et observées quotidiennement, pendant 15 a 21jours (Haque, 2014).

3.1.2.4. L'observation microscopique des colonies (coloration de Gram)

Une observation microscopique apres coloration de Gram a été faite pour les colonies qui
se rapprochent par leur aspect aux actinomycetes (la taille, la forme, la couleur, présence ou

absence d’une masse sporale, ....etc.).
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Coloration

Apres fixation des bactéries, le frottis est recouvert par différents colorants de coloration
de Gram dans I'Annexe.

3.1.2.5. Purification des souches

Les colonies présentant les criteres des actinomycétes sont repiquées et purifiées sur le
milieu Gausse, cette derniere opération est répétée jusqu'a I’obtention des cultures pures, la
pureté des isolats est contr6lée par des examens microscopiques directs, aprés chaque

repiquage.
3.1.2.6. Conservations des isolats

Les isolats obtenus sont conservés pour étre utilisés dans des tests ultérieurs. La conservation

est réalisée selon deux techniques :

- Laconservation de courte durée : des isolats d’actinomyceétes sont ensemenceés sur les géloses
incliné (Gausse, ou ISP2) puis incubé pendant 7 jours a 30 °C. Les tubes sont ensuite conserves
a 4°C.

- La conservation de longue durée : les isolats d’actinomyceétes sont ensemencés sur le milieu
gélose puis conservees dans le milieu liquide (Gausse) avec 20 % le glycérol stérile dans des
tubes d’Eppendorf a -18°C (Kitouni, 2005).

3.2. Caractérisation des souches actinomycétes isolées
32.1. Etude morphologique
3.2.1.1. Macromorphologie et caracteres culturaux

L’aspect phénotypique des colonies et les caracteéres culturaux sont déterminés sur le
milieu Gausse et ISP2. Les inoculum sont ensemenceés par la méthode de stries. Aprés 15 a 21
jours d’incubation a 30°C, les caractéres suivants sont notés : la couleur, taille, élévation,

transparence, surface, la production de pigment diffusible (Shirling and Gottlieb, 1966).
3.2.1.2.  Micromorphologie

C’est un procédé qui permet de diviser les bactéries en deux groupes distincts : les

bactéries a coloration de Gram positive et les bactéries a coloration de Gram négative. Cette
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coloration permet en plus de préciser la morphologie des cellules bactériennes (Singieton,
2005).

3.22. Etude phénotypique
3.2.21. Recherche de catalase

Cette enzyme permet la dégradation duH202qui résulte de I’oxydation par I’oxygéne.

Catalase

Val
H202 » HO0+% 02
(L’oxygene libéré se dégage se forme de gaz)

La méthode de recherche de la catalase consiste a étaler une colonie sur une lame en verre
propre sur laquelle on ajoute une goutte de H202 a 10 volumes. La présence de I’enzyme se
manifeste par un dégagement de bulles de gaz abondant sous forme de mousse : le test catalase

est positif, s'il n'y a pas de bulles : le test catalase est négatif (Zinedine, 2004).
3.2.2.2. Recherche de la cellulase

Cette activité a été testée sur gélose ISP9 ajouté de 1% de méthyl cellulose. Le milieu est
coulé dans des boites de Pétri puis ensemenceé par la méthode de stries les souches a tester et
incubé a 30°C. Apres 14 jours, ajoutant une solution aqueuse de rouge Congo a 1% (Annexe 2)
pendant 15 & 20 min permet de mettre en évidence la dégradation de la cellulose (Pinky, 2012).

3.2.2.3. Hydrolyse d'amidon

Les souches sont cultivées sur milieu nutritif gélosé contenant 1% d’amidon soluble
(Annexe). Apres 14 jours d’incubation a 30°C, la gélose est recouverte par une solution de
lugol. L absence de coloration autour des colonies indique 1’hydrolyse de I’amidon tandis que

les zones contenant de I’amidon se colorent en brun (Geraldine, 1981).
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3.2.24. Hydrolyse de la caséine

Les souches d’actinomycetes sont ensemencées sur milieu gélosé stérile contenant 1 %
de lait écrémé, 1’apparition des zones claires autour des colonies apres 7 a 20 jours d’incubation

a 30°C témoigne ’hydrolyse de la caséine (Gordon, 1974).
3.2.25. Hydrolyse de la gélatine

Les souches sont cultivées sur milieu gélose nutritif contenant 8 % (P/V) de gélatine
pendant 14 jours a 30°C. Les zones ou la gélatine n'est pas dégradée s’opacifient lorsqu’une
solution de chlorure mercure est ajoutée. Les zones claires correspondent aux zones de
I'nydrolyse (Geraldine, 1981).

3.2.26. Hydrolyse de I'xylene

Ce test réalisée par I'ensemencement des boites de Pétri coulés par gélose ISPy ajoutées
de 1% xyléne liquide aprés ensemencement, les souches a teste sont incubées a 30 °C pendant

15 jours pour indiquer I'nydrolyse d'xylene.
3.2.2.7.  Tests biochimiques
e Utilisation des composés glucidiques comme seule source de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de 1’actinomycete en présence de composeés

glucidiques en utilisant le milieu ISPy préconisé par Pridham et Gottlieb (1948).

Les glucides testés comme seule source de carbone sont les suivants : xylose, glycérol,
inositol, ajoutant 1% de chaque composé dans le milieu ISPs.

Apres ensemencement et incubation de 14 jours a 28°C, la croissance est estimée
sur les boites contenant les différentes sources de carbone.
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4.1 Isolement des souches des actinomycetes

Dans le cadre de ce travail, aprés une incubation de 14 jours a 30 °C, nous avons peu
d'isoler 20souches a partir de 6 échantillons : 3 échantillons (E1, 2, 3) prélevé a partir du sol
des palmeraies de Touggourt (E4, 5, 6) préleveé a partir des sols de Sidi Okba.

Les souches d'actinomycétes ont été obtenues a partir de milieu Gausse, indiquant par la

présence des colonies typiques.

ne > W
Figure 02 : Résultats d'isolements des actinomycetes (E6, E2) du sol sur le milieu Gausse.

A partir de 6 échantillons, 40 souches d'actinomycétes sont isolées sur les milieux
Gausse et ISP2. Pour les tests de caractérisation on a sélectionnées 20 souches parmi le totale

des isolats.

Le nombre des souches isolées sélectionnées a partir des échantillons sont représentées
dans (le tableau 04 et figure 03).

Tableau 04 : Distribution des isolats sélectionnés selon les échantillons de sol.

Echantillons ' Nombre des isolats isolats
Al 0 -
A2 1 A2107
A3 0 -
B1 4 B110?blanc ; B1102blanc ; B1102vert ; B110! vert
B2 2 B210-2vert ; B,102 blanc
B3 4 Bs10? vert ; B310 jaune ; B310%1 ; B310 blanc




Chapitre4 Résultats et Discussion

Nombre des isolats

4
3.5

3
2.5

2
1.5

1
0.5 l
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Al A2
Echantillons

Figure 03 : Nombre des souches d’actinomycétes isolées a partir de chaque échantillon.

Selon le résultat, nous pouvons remarquer que I'échantillon (B1, Bs) présente le nombre
le plus élevées des isolats (4souches), deux souches sont isolées a partir I'échantillon By, et une
souche isolée a partir I'échantillon A et I'échantillon (Asz, A1) ne présente aucun isolat.

4.2 Caractérisation des souches actinomycetes isolées

4.2.1 Etude morphologique
4.2.1.1 Macromorphologique
La description de I’ensemble des résultats de 1’étude macromorphologique des souches
d'actinomycetes apres culture sur milieu est ISP, dans le tableau 05.

Tableau 05 : Caractéristiques culturelle macromorphologiques de différentes souches
d'actinomyceétes.

Echantill Souch Caractéres macroscopiques des colonies
chantillons | Souches : : Y
Aspect de surface | taille Couleur Plgmentafgopnzsur milieu
Ao A2107 Poudreuse Moyenne Grisatre
B110v Poudreuse Moyenne | Blanc grisétre Absence de
5 B1101 b Lisse Petite | Blanc Jaunatre pigmentation
! B110%b Rugueuse Petite Jaunatre
B.10v Rugueuse Moyenne | Blanc grisatre
B110%v Poudreuse Grand Griséatre
B B,102v Poudreuse Moyenne Grisatre Absence de
2 pigmentation
B,10%b - - -
B310lv Poudreuse Moyenne Grisatre
- - . Absence de
B B3107%j Poudreuse Petite Blanc jaunétre pigmentation
3 )
Bs107?, Poudreuse petite Grisatre
Bs10'b lisse Petite Blanc laiteuse
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T4C> Rugueuse Moyenne Jaunatre

TsCs Poudreuse Moyenne Jaunatre

T4Cy Rugueuse Grand | Blanc jaunatre Absence (_:ie

T3Cy Lisse, brillant Moyenne | Blanc jaunatre pigmentation
T T3Cs Incrusteé brillant Moyenne Jaunatre

T3C4 Brillant Moyenne | Blanc jaunatre

T.Cy Rugueuse Moyenne Blanchéatre

T.C, Rugueuse Moyenne Jaunatre Absence de

N pigmentation
T4Cs Rugueuse Moyenne Jaunatre

Selon les résultats obtenus dans le tableau (05), la plus part des souches présentent une
croissance abondante (sauf la souche B2102 b) et présentent des formes des couleurs et des
aspects différente. Elles sont généralement moyenne, d'un aspect poudreuse, rugueuse, brillant
lisse, qui adherent a la surface de la gélose, de différentes couleurs : Grisatre, jaunatre, blanc

laiteuse et blanc jaunatre.

Figure 04 :L'aspect macroscopique de différentes souches d'actinomycetes.
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les aspects des souches

Figure05 : graphe présente le pourcentage de chaque aspect.

Selon le résultat de la figure (05) I'aspect poudreuse grisatre présenté la valeur élevé
(25%), l'aspect rugueuse jaunatre (20%), I'aspect lisse brillant blanc jaunatre (10%), tandis que
les autres aspects présente la moindre valeur (5%), cet aspect est caractéristique du mycélium

aérien de actinomycetes.
4.2.1.2 Macromorphologique

Les résultats des observations microscopiques des isolats aprés coloration de Gram
confirment I’appartenance de ces isolats aux groupes des bactéries Gram positif, ce test a permet
d’apprécier un certain nombre de caracteres tels que ’aspect des filaments qui contribuent a

I’identification des Actinomycetes.
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Figure 06 : Aspect microscopique de différentes souches d'actinomycetes apres coloration de
Gram (Gx100).

Les résultats obtenus par Kitouni et al, (2005) montrent que 1’observation microscopique
des bactéries actinomycetes et particulierement les Streptomycétes présentent un aspect
filamenteux avec présence des spores isolés ou en amas qui sont parfois a court ou a longues
chaines ou enchevétrés. Les Actinomycétes appartiennent au phylum d’Actinobacteria qui
regroupe des bactéries Gram positives ce qui confirme I’appartenance de nos isolats au groupe

des Actinomycetes, ces résultats sont conformes avec ceux obtenus par (Loucif, 2011).
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4.2.2. Etude phénotypique

4.2.2.1 Résultats de la recherche de catalase

Tableau 06 : Résultats obtenus de test catalase sur 20 souches.

La souche La catalase (+) ou (-)
T4C1 -
T4Co +

B310!j +
A210? +
B1102v +
T1C1 +
T3Cs +
T3C4 +
T3Co +
B110tv +
B1102b +
B2102v +
B2102 Db *
T1C2 +
T3C1 +
T4Cs +
B310lhb +
B:110'b +
B3101tv +
Bs10% +
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Figure 07 : Quelques résultats de la production de catalase des souches T1Cy, T3Cas, T3C> et
Bs10? v.

test de catalase

20
18
16
14
12
10

nombre des isolats

[ A ]

catalase (-) catalase (+)
résultats de test

Figure 08 : Nombre des isolats d’actinomycétes présente catalase (-), catalase (+).

Tous les isolats d’actinomycete (sauf la T4C1) ont présentées un dégagement gazeux
abondant sous forme de mousse qui indique la dégradation de 1’eau oxygénée donc, catalase

positive, sauf la souche T4C1 ne présente aucun réaction donc , catalase négative .

Les résultats obtenus par Qiong Ying et al (2012) montrent que les souches

d’actinomycete sont aérobies a catalase positive.
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Les résultats des activités enzymatiques des 20 souches étudiées sont illustrés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 07 : Résultats des activités de dégradation des différents substrats des 20 souches

étudiées.
Cellulose | Amidon Caséine Gélatine
B3101v - - + n
B310?!j - + - -
B110tb - - - -
B1102 b - - - -
B3107, - - + -
B310'b - - ¥ N
B1102v + - - -
B2102 v - - + -
B:1101v - + - -
B2102b - + - -
T1C2 - + - -
T1C1 - - - -
T4C1 - - - -
T3Cs + + + +
T4C2 - + + -
T3C1 - + + +
T3Ca + + - -
T3C2 - + - -
T4Cs + + - -
A2107 - + + -
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Xyléne Inositol Xylose Glycérol
B3101v
- + + -
B310?j
- + + -
B1101 b
- + + -
B1102 b
- + + -
|:5310"1
- + + -
B3101b
- + - -
B1102v
- + + -
B2102v
- - + -
B1101v
B2102 b
T:1Co
- - + -
T1C1
T4C1
T3Cs
T4C2
- + + -
T3C1
- - + -
T3Cs
- + + -
T3C2
- + + -
T4Cs
- + + -
A2101
- + + -
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Les résultats obtenus dans le tableau 07, montrent que la majorité de nos souches sont
capables de dégrader la plus part des substrats testés ce qui indique leur aptitude a produire des

enzymes hydrolytiques.
4.2.2.2 Résultats d’hydrolyse de la cellulose : recherche de cellulase

Les résultats de I'utilisation de la cellulose par les 20 souches d’actinomycétes testées
figurent dans le tableau N°7, 4 souches présentent une activité cellulolytique sur le milieu
ISP9contenant de la cellulose comme seule source de carbone et d’énergie, ce résultat indiquant
que les souches testées possédent 1’enzyme responsable de I’hydrolyse de la cellulose

(cellulase) représenté dans la figure 09. Ces enzymes sont généralement produites par les

actinomycetes. (Sanglier, 1993)

Résultat présente I'hydrolyse de
cellulose par l'enzyme de cellulase
produise par souche d'actinomycete
(T4Cs) apparaitre par une auréole claire

au tour de la colonie.

Résultat présente I'absence de l'auréole
au tour la colonie donc l'absence la

production d'enzyme hydrolytique par

la souche d'actinomycéte (B3107 j).

Figure 09 : Résultats d'hydrolyse de la cellulose par les isolats d’actinomycétes.

4.2.2.3 Résultats d’hydrolyse d'amidon : recherche de I'amylase

A partir du tableau N°7et la figure (10), On remarque que 11 souches sur 20 présentent
une activit¢ amylolytique sur le milieu GN a base d’amidon. Aprés addition du Lugol,
I’apparition d’un halo clair autour de la colonie traduit la dégradation de 1’amidon
(Photographie N°10), comme les souches B110 v, B2102 b, T4Cz, T3Cz, cela montre que les
souches testées possédent une amylase, alors que I'apparition d'une couleur brune des souches

Bs10 b, B210 v, B3102;, B11072 v signifie que I'amidon n'a pas été hydrolysé.
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Plusieurs travaux réalisés dans ce cadre rapporte que la majorité des actinobactéries

synthétisent I’enzyme amylase (Kuo & Hartman, 1966) ; (ChaoHsun & Wen-Hsiung, 2007).

Résultat  présente I'nydrolyse
d'amidon par les  souches
d'actinomycéte B110! v, B,1072 b,
T4Cy, T3Cp, apparaitre par une

auréole claire au tour des colonies.

Résultat présente I’absence
d’hydrolyse ~ d'amidon  (absence
d'auréole) par les souches B310! b,
B2102 v, B310?;, B1102 v.

Figure 10 : Résultats d'hydrolyse I'amidon par les isolats d’actinomycétes.
4.2.2.4 Résultats d’hydrolyse de la caséine : recherche de protéase (caséinase)

Les résultats de ce test apparaissent apres une culture de 14 jours sur un milieu a base de
caséine. L hydrolyse de cas€ine est témoignée par I’apparition d’une auréole autour des
colonies (La figure (11))ce que signifier la dégradation de la caséine et la production de
caséinase par 8 souches des actinomycétes Bs10 v, B310? , Bgl0t b, B2102 v, T3Cs, TsCo,

T3C1, A2107, qui représente 40 % de ces isolats figure (14).

Ces résultats concordent avec ceux présentés par Gulve et Deshmukh (2011), pour
I’étude des activités enzymatiques des Actinomyceétes, ou, ils ont montré que les
genresStreptomyces, Micromonospora, Nocardia, Saccharopolypora possédent une

activitéprotéolytique pour la dégradation de caseine.
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Résultat présente I'hydrolyse de
la caseine par l'enzyme de
caséinase produit par la souche
T3Cy d'actinomycetes indiqué par
I'apparition d'une auréole au tour

de la colonie.

Résultat représente 1’absence de
dégradation de la caséine indiqué
par I'absence de l'auréole pour la

souche B1107 v.

Figure 11 : Résultats d'hydrolyse de la caséine par les différents isolats d’actinomycétes.

4.2.2.5 Résultats d’hydrolyse de la gélatine : recherche de gélatinase

Selon les résultats obtenus, I’hydrolyse de la gélatine précisée par Il'apparition d'une

auréole claire autour des colonies indiquant la production d'enzyme gélatinase. Trois souches

B310.; vert, T3Cs, T3C1 d'actinomycetes montrent une forte dégradation de gélatine comme

représenté dans la figure 12.

Les résultats obtenus par Shiroza et al. (1982), confirment que la plus part de

actinomycetes sont capable de dégrader différents substrats protéiques tel que la gélatine

grace a leur bagage enzymatique.

Résultat présente I'hydrolyse de la
gélatine par la souche d'actinomycétes
T3Cy, indiquant par I'apparition d'une
auréole claire autour de la colonie.
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Résultat obtenus ne présente aucune
hydrolyse de la gélatine par les souches
Bs102v, B110v, B210%b, B110%b

d'actinomycetes indiquant que ces
souches ne produisent pas aucun enzyme

(gélatinase).

Figure 12 : Résultats d'hydrolyse de la gélatine par une enzyme produise par actinomycétes.
4.2.2.6 Résultats d’hydrolyse de I'xyléne : recherche d'xylanase

L’activité xylanase de nos souches (représenté dans la figure 13) a été évaluée par I'ajoute
1% d'xyléne liquide dans milieu ISPo. La visualisation des halos clairs autour des colonies
correspond aux zones d’hydrolyse du xyléne, et dans le cas d'absence des halos autour des
colonies, indique que le xyléne n’est pas dégradé par les souches. Les travaux de (Ninawe,
2005) ont mise en évidence la capacité des souches d’actinomycétes la production d'enzyme
xylanase, alors que nos résultats ne présentent aucune hydrolyse d'xylene par les actinomycetes
ce qui montre nos isolats ne produisent pas 1’enzyme responsable de la dégradation de xyléne.
Ce résultat négatif peut étre aussi a cause de I’utilisation du xyléne liquide (disponible dans

notre laboratoire) contrairement aux autres travaux qui ont utilisé le xylene en poudre.

Figure 13 : Résultats d'hydrolyse d'xyléne par les isolats d’actinomycétes.
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Selon la figure (14), 20% de souches synthétisent I'enzyme cellulase, 55% des souches
produisent lI'enzyme amylase, 40% des souches sont capable de synthétiser des enzymes
protéase, 15% des souches produisent I'enzyme gélatinase, et aucune souche ne présente la

production d'enzymes qui dégradent le xylene.

60% 55%

50%

40%
40%

30%
20%

20% 15%
10%
0%
0%

Cellulase  Amvylase Casdéinase Gélatinase xylanase

Pourcentage desisolts produisées les
enzymes hydrolytiques

les enzymes hydrolytiques produisées
Figurel4 : Pourcentage % des souches produisent les enzymes hydrolytiques.

Ces résultats sont similaires avec ceux rapportés par Boudjalleb (2009), qui montré que
les différentes souches d’Actinomycetes sont capables d’utiliser des différentes sources
carbonées et produisent certaines enzymes nécessaires pour leur métabolisme. Ces enzyme ont
été utilisées dans plusieurs domaines en biotechnologie comme dans les industries alimentaires,
I’industrie du textile, la bioconversion des déchets cellulosiques (Ando et al. 2002 ;
Sukumaran et al. 2005).

4.2.2.7 Résultat de test d’utilisation des composés glucidique comme seule source de
carbone

Les résultats obtenus montrent une croissance de 12 isolats (soit 60%) sur milieu ISPg
additionnée par I'inositol, la figure (15) représentent que 60% des isolats sont capables d’utiliser
I'inositol comme seule source de carbone sauf B2102 v, B110? v, B2102 b,T1C2,T1C1, T4Cy,
T3Cs, T3C1.Ces résultats montre que le 60% des isolats ont la capacité d'utilisé inositol comme
source de carbone pour la synthése des métabolites essentiels a leur croissance, les travaux de
(BOUDJELAL-BENCHEIKH, 2012), confirme ce résultats.




Chapitre4 Résultats et Discussion

80%
F0%
60%
50%
A40%
30%

Nombre d'isolat

20%
10%

0%
Inositol Hylose Glycérol

sources de carbone

Figure 15 : Utilisation des sources de carbone par les souches d’actinomycétes isolées.

D’aprés la figure (15), on remarque que 14 isolats (soit 70 %) croissent en milieu
ISPgcontenantxylosecomme seule source de carbone, alors que les 30 % restants des isolats ne
sont pas. Les 14 isolats d'actinomyceétes utilisent xylose comme seule source de carbone, et les
Bautres souches n'utilisent pas xylose. Ces résultats concordent aux résultats de (Kim &
Goodfellow, 1999) et (SAKER, 2015).

Figure 16 : Résultats d'utilisation I'xylose par les actinomycetes.

Les résultats obtenus montrent une absence totale de croissance en milieu (ISPg) qui
contient le glycérol, ce qui indique que tous les isolats d'actinomycetes n'ont pas dégradé le

glycérol, donc ils n’ont pas utilisé ce sucre comme source de carbone pour la synthése des
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métabolites essentiels. Ce résultat est contrairement aux résultats de (Hbibeche, 2013), et qui

peut étre d au remplacement du glycérol en poudre (non disponible) par le glycérol liquide qui
est disponible.
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Conclusion

Les objectifs essentiels de ce travail étaient la caractérisation phénotypique des souches
d’actinomycetes du sol des régions arides (Biskra et Touggourt) et la mise en évidence de leur

biodiversité métabolique secondaire biologiquement active (production des enzymes).

Dans ce travail nous sommes intéressés aux aspects phénotypiques
(macromorphologiques et micro-morphologiques), et essentiellement la biodiversité
métaboliques, pour cela nous avons pratiqué un isolement a partir des échantillons provenant
de nos écosystemes explorés (sol de Sidi Okba et sol de Touggourt), ainsi 20 souches
actinomycétales ont été isolées a partir de ces deux sites, la quasi-totalité de ces isolats
présentent des aspects macroscopiques caractéristiques des actinomycétes. L’observation
microscopiques montre que tous les isolats sont des bactéries Gram positif, présentent un aspect
filamenteux caractéristique des Actinomycetes.

L’isolement des actinomycetes est fait sur le milieu Gausse. Ainsi on a pu constater une
diversité culturale sur le milieu ISP2 qui est apprécié par la couleur de mycélium arien et la

présence ou pas des pigments solubles.

Les résultats de 1’analyse des propriétés phénotypiques, montrent que les souches
d'actinomycétes sont aérobies. Sur I’ensemble des 20 souches testées 19 souches présentent une

activité catalase positive.

Selon les résultats des tests biochimiques, les actinomycetes misent en évidence une
capacité d'utilisera majorité des composés organiques testés (sauf le xyléne et le glycérol)

comme seule source de carbone.

Les résultats des études métaboliques ont révelé le pouvoir de biodégradation de
différentes molécules par les isolats étudié qui possédent une activité remarquable de
dégradation des substrats (cellulose, amidon, caseine, gélatine...) grace a la production des

enzymes hydrolytiques tel que cellulase, amylase, caséinase, gélatinase.




Conclusion

Les perspectives :

» Recherche et étude de ’activité antibactérienne.
» Recherche et mise en évidence de Iactivité antifongiques vis-a-vis des

champignons et des levures pathogenes.

» Réétudier cet ecosysteme en utilisant pour I'isolement d'autres milieux de cultures
et différentes concentration de NacCl, afin d'isoler le maximum d'actinomycétes de

cet écosysteme.
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Annexes(1)
l.- Milieux de culture :

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

Gausse (Morakchi, 2011)

KNO3 1g
K2HPO4 0,59
MgSO4 0,59
NaCl 0,59
FeSO4 0, 01g
Amidon 20g
Agar 309
Eau distillee 1000ml
pH=7,4

1. Les compositions des milieux utilisés pour I’étude morphologique des actinomycetes :
2.1. Les milieux ISP : (Shirling & Gottlieb, 1966)

Le milieu ISP> :

Glucose 49

Extrait de levure 49

Extrait de malt 109

Agar : 20¢

Eau distillée 1000 ml
pH=7,2.

Le milieu ISPy : (milieu de base)

(NH4)2S04 2,649
KH2PO4 2,389
K2HPO4 5,659

MgSOs, 7H20 1g




Annexes

Solution saline* 1ml.

Eau distillée 1000 ml

Agar 20g.
pH : 6,8-7.

Solution saline :

CuS04, 5H20 0,649
FeSO4, 7TH20 0,119
MnC12, 4H20 0,799
ZnS0O4, TH20 0.15¢
Eau distillée 1000 ml.

Milieu GN : (Gélose nutritive) (Kim, 2013)
Gélose poudre 239
Eau distillée 1000 ml

Milieu au lait écrémé :

Lait en poudre écréme 10g } Autoclave
Eau distillée 100 ml

pH=7,5

Agar 3,6¢ } Autoclave
Eau distillée 10 ml
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Annexe (2)

E3
Figure : Prélevement des échantillons de la région de Biskra. E1 : échantillon 1 ;

E2 : échantillon 2 ; E3 : échantillon 3.
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Il. Coloration de Gram

- Préparer un frottis bactérien.

- Couvrir le frottis avec un colorant basique : le violet de Gentiane et laisser agir
pendant une minute.

- Eliminer I’excés de violet de Gentiane avec une solution de Lugol et laisser agir
pendant 30 secondes.

-Rincer a I’eau.

- Décolorer a I’alcool a 90°.

- Faire un deuxiéme ringage a I’eau.

- Recouvrir le frottis avec un deuxieme colorant : la Fuschine, laisser agir pendant une
minute

-Rincer a I’eau.

- Sécher le frottis entre deux feuilles de papier absorbant.

- Avant I’observation microscopique on dépose une goutte d’huile d’immersion et on

observe a I’objectif d’immersion x10 et X 100.




Résumé

Dans cette présente étude 20 souches d’actinomyceétes isolées a partir des sols provenant des régions
Biskra et Touggourt ont été étudiées afin de mettre en évidence leurs caractéristiques phénotypiques
(macromorphologiques et micro-morphologiques) et leurs aptitudes a hydrolyser différents substrats.

Les souches isolées montrent des propriétés phénotypiques identiques au Actinomycetes qui sont
des bacteries aérobies filamenteuses a Gram positif sporulées a croissance lente (10 a 15 jours).

Les résultats des tests biochimiques indiquent que les isolats utilisent la xylose et I’inositol comme
source de carbone ; mais n’utilisent pas le glycérol.

Les isolats d'actinomycetes ont montré une capacité remarquable a dégrader certains composes
(cellulose, amidon, caséine, gélatine, mais pas le xyléne) ce que leur bagage enzymatique important.

Mots clés : Actinomycetes, étude phénotypique.
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Abstract

In This study, 20 strains of actinomycetes isolated from soils from the Biskra and Touggourt regions
were studied in order to highlight their phenotypic characteristics (macromorphological and micro-
morphological) and their ability to hydrolyze different substrates.

Isolated strains show phenotypic properties identical to Actinomycetes, which are sporulating
Gram-positive aerobic filamentous bacteria with slow growth (10-15 days).

Biochemical test results indicate that isolates use xylose and inositol as a carbon source ; but do not use
glycerol.

Isolates of actinomycetes have shown a remarkable ability to degrade certain compounds (cellulose,
starch, casein, gelatin, but not xylene) what their enzymatic background important.

Key words : Actinomycetes, phenotypic study.







