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Résumé  

Les actinomycètes sont des bactéries à coloration de Gram positive. Ubiquitaires, elles 

vivent à l’état de saprophyte dans le sol.  

L’étude est réalisée sur une souche actinomycétale référencée N18 récupérée de la 

collection du laboratoire de Biologie Appliquée et Santé. 

L’identification de la bactérie N18 a été établie par une approche polyphasique 

(informations phénotypique, génotypique et phylogénétique). 

L’examen morphologique a permis d’apprécier le bon développement mycélien des 

colonies sur le milieu gélosé ISP2 et de déterminer, grâce à la technique des 

lamelles, la structure microscopique  particulière de la bactérie actinomycétale. En 

effet, la souche N18 présente de longs filaments à coloration de Gram positive, 

ramifiés, plus ou moins enchevêtrés et qui se fragmentent en éléments bacillaire de 

longueurs variables. 

L’étude phylogénétique, basée sur l’analyse bioinformatique des séquences du gène  

codant pour la sous unité 16S de l’ARNr, a permis de classer la souche N18 dans le 

phylum des Actinobacteria, à la famille des Nocardiopsaceae et de l’affilier au genre 

Nocardiopsis et plus exactement à l’espèce Nocardiopsis alba. 

 

Mots clés : Actinomycétes , Nocardiopsis, Phylogénie, ARNr 16S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Actinomycetes are Gram positive stain. Ubiquitous, they live saprophyte in the soil. 

The study is performed on a strain actinomycetale referenced N18 from the collection of 

Applied Biology and Health laboratory. 

 The identification of the strain N18 was established by a polyphasic approach 

(phenotypic, genotypic and phylogenetic stadys). 

Morphological examination was used to assess the proper mycelial development of 

colonies on the agar medium ISP2 and determine, through the technique of the lamellae, 

the particular microscopic structure of the actinomycetale bacteria. In fact, the N18 

strain has long filaments in positive Gram stain, branched, more or less intertwined and 

fragmented into bacillary elements of varying lengths. 

The phylogenetic study, based on bioinformatics analysis of gene sequences encoding 

the 16S unit of rRNA, allowed to classify the N18 strain in the phylum Actinobacteria, 

to the family of Nocadiopsaceae and affiliated to Nocardiopsis genus and more 

specifically to the specie Nocardiopsis alba. 

Keywords: Actinomycetes, Nocardiopsis,  phylogeny, 16S rRNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 الملخص

في انخربت. بُسبت عانيت َها حكىٌحيث أ انطبيعيت الاوساط كخيُىييساث بكخيريت يىجبت انغراو حخىاجذ في كمالأ  

حى جهبها يٍ يخبر انبيىنىجيت انخطبيقيت و انصحت .  81Νكخيُىييساحيت ححج رقى أعهى سلانت  جرائهاحى إ انذراست   

  .يظهريت ,وراثيت, و فيهىجيُيت  عذ دراساثأَشئ  ب  81Nعهى انبكخيريا انخعرف

 سًحج, و  2PSI  انغذائي ىسظاننهًسخعًراث فىق  ى انخيطي انًُ اظهارب سًحجانذراست انًىرفىنىجيت 

.انشريحت  حقُيت  بفضم  نكرو نهبيكخيريا الأكخيُىييساحيت  انًجهريت انخاصت  بخحذيذ انبُيت  

نى عُاصر عصىيت راث يخفرعت و يخشابكت و انخي حُقسى إ خيىط طىيهت يىجبت انغراو, عطجأ 81Nانسلانت  

.أطىال يخخهفت  

نهحًض  81Sوحذة  انجيٍ انًشفر نهخحجانذراست انفيهىجيُيت  انًعخًذة عهى انخحهيم انًعهىياحي نىحذاث 

و  qNcoAtpccdrAoqA عائهت  في, aonctcaAonqtcA في شعبت 81Nبخصُيف انسلانت  سًحجانريبىزويي, 

  .AbaA NcoAtpccdrcr و بانخحذيذ انى انُىع  NcoAtpccdrcrنى انجُس بها إاسخَا

 

:الكلمات المفتاحية   

 

.81Sانحًض انريبىزويي  ̦̦̦̦̦̦̦̦̦ انفيهىجيُي ¸   Nocardiopsis,   كخيُىييساثالأ 
 

 

 

 

 

 



  Introduction 
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Les actinomycètes sont des bactéries ubiquitaires qui vivent à l’état de saprophytes 

dans le sol. Elles ne font pas partie de la flore microbienne normale de  l’homme. 

Les actinomycètes sont des bactéries à croissance lente et très difficiles à étudier. Leur 

identification morphologique nécessite une combinaison de techniques bactériologique et 

mycologique. Généralement, les méthodes d’identification accessibles à un très grand nombre 

de laboratoires sont des méthodes dites conventionnelles et reposent essentiellement sur des 

études phénotypiques et/ou biochimiques des actinomycètes. Le pouvoir discriminant de ces 

méthodes reste limité et présente un délai d’identification relativement long. En plus elles ne 

permettent que très rarement une détermination plus fine que celle du genre et de l’espèce. 

L’identification s’avère cependant particulièrement difficile, elle repose sur des bases 

chimiotaxonomiques et biochimiques de haute technicité réservées aux laboratoires de 

référence tels que : la composition de la paroi cellulaire en glucides, en acide aminés, en 

lipides. 

Au cours des dix dernières années, d’autres méthodes de caractérisation et 

d’identification bactérienne ont été développées, il s’agit  de  méthodes génotypiques qui 

utilisent des techniques de biologie moléculaire. Leur pouvoir de discrimination est 

généralement élevé par rapport aux techniques phénotypiques. Ce type d’identification est 

largement utilisé par de nombreux organismes et laboratoires à travers le monde à cause de 

leur fiabilité. 

L’objectif principal de notre travail consiste en l’identification d’une souche 

actinomycétale par des techniques macro et micromorphologique couplée à une analyse 

bioinformatique de  la séquence du  gène ADNr 16S  suivie d’une  analyse  phylogénétique. 

Notre  travail  est structuré en 3 parties. 

Une première partie représente la recherche bibliographique, qui aborde une généralité 

sur les actinomycètes et leurs différentes propriétés, ensuite une description du genre 

Nocardiopsis et à la fin des notions sur la phylogénie. 

  Une deuxième partie pratique expose l’étude morphologique (macroscopique et 

microscopique) de la souche actinomycétale, suivie d’une étude phylogénétique basée sur 

l’analyse bioinformatique  des séquences d’ADNr 16S. 
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Une troisième partie qui retrace et discute les résultats obtenus au cours de cette étude, 

et qui se termine par une conclusion et perspectives. 
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1/    Généralités sur les Actinomycètes 

Les actinomycètes sont des bactéries à coloration de Gram positive (Sanglier et 

Trujillo,  1997), riche en GC, leur coefficient de Chargaff  (G+C %) est supérieur à     

55 %, généralement compris entre 60 et 75 % (Chun  et al.,  1997). Elles sont capables de 

former des filaments ou hyphes ramifiés habituellement non fragmentés et des spores 

asexuées. 

Leur croissance donne lieu à des colonies circulaires (Eunice et Prosser, 1983) 

constituées d’hyphes c’est-à-dire des filaments qui irradient par croissance centrifuge 

tout autour du germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et 

Lechevalier, 1981 ; Eunice et Prosser, 1983). Cela explique leur dénomination 

étymologique «Actinomycètes» qui provient de deux substantifs grecs « Aktis »  qui veut 

dire rayon et « mykes » qui veut dire champignon, donc « champignons à rayons » ou      

« champignons  rayonnant » (Gottlieb, 1973).  

Les actinomycètes forment un réseau ramifié d’hyphes qui se développent à la fois 

à la surface du substrat et à l’intérieur de ce dernier pour former un mycélium végétatif. De 

nombreuses actinomycètes ont également un mycélium aérien qui se dresse au-dessus du 

substrat et qui forme à l’extrémité des filaments, des spores asexuées à paroi fine                   

(Prescott et al., 2003 ). 

Les bactériologistes considèrent les actinomycètes comme des bactéries tandis 

que les mycologistes les considèrent comme des champignons (Gottlieb, 1973).  

Ce problème est résolu et ce groupe de microorganismes est définitivement 

classé parmi les bactéries (Becker et al., 1965 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981).  

Toutefois,  leurs  propriétés  chimiques,  physiologiques,  immunologiques les rangent 

sans ambigüité parmi les procaryotes. Ainsi, leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine 

ni cellulose mais du peptidoglycane, et leur cytologie est celle des bactéries. Leur 

analyse génomique a par la suite confirmé cette  classification (Stackebrandt, 1997). 

Ainsi, les similarités morphologiques des actinomycètes et des champignons 

apparaissent plutôt liées au fait que ces microorganismes colonisent des écosystèmes 

voisins (en particulier le sol), et ont donc développé au cours de l’évolution des modes 

de reproduction, de dissémination et de croissance voisins. 

Les actinomycètes sont répandus dans l'environnement.  La plupart des espèces 
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sont chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de façon optimale dans la 

gamme de pH entre 5,0 et 9,0 avec une croissance optimale à la neutralité (Williams et 

Wellington, 1982 ;  Goodfellow et Williams, 1983). 

 

2/   Le genre Nocardiopsis  

2-1    Définition du genre 

 "No.car.di.op’sis" est un mot latin formé par la composition de deux mots 

«Nocardia» qui est un genre de l’ordre actinomycétale  et  « opsis » qui signifie 

apparence. Donc le mot  Nocardiopsis est un nom féminin qui signifie des bactéries 

avec une apparence de  Nocardia  (Hozzein et Trujillo 2012). 

Ce genre a été proposé en 1976 par Mayer sur la base des caractéristiques 

chimiotaxonomiques et morphologiques. 

Le genre Nocardiopsis est le genre type de la famille Nocardiopsaceae, qui 

comprend également trois autres genres : Haloactinospora (Tang et al., 2008), 

Streptomonospora  (Cui et al., 2001) et  Thermobifida  (Zhang et al., 1998). 

Cette famille appartient au sous ordre Streptosporangineae, de l’ordre 

Actinomycetales, de la sous classe Actinobacteridae, de la classe Actinobacteria et du 

phylum Actinobacteria  (Goodfellow et Trujillo, 2012). 

Actuellement, le genre Nocardiopsis contient 30 espèces différentes reconnues, 

dont Nocardiopsis dassonvillei proposée par Brocq-Rousseu (1904) comme espèce type 

du genre (Hozzein et Trujillo 2012). 

2-2    Morphologie cellulaire 

Les bactéries du genre Nocardiopsis sont des bactéries filamenteuses. Sur un 

milieu gélosé, elles ont l'aptitude de former un mycélium primaire appelé mycélium 

végétatif  bien développé et largement ramifié, qui se fragmente facilement en bâtonnets 

ou en éléments coccoïdes dont chacun devient un centre de croissance et donne 

naissance à de nouveaux fragments. Les bactéries de ce genre produisent  également  un  

mycélium aérien composé de filaments longs, moyennement ramifiés et dressés sur le 

mycélium du substrat et qui donne à la colonie un aspect poudreux, velouté, compact ou 

en chou-fleur (Hozzein et Trujillo, 2012). 
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Le mycélium aérien est généralement plus épais et moins ramifié que le 

mycélium du substrat, il est souvent pigmenté et enfermé dans une enveloppe externe 

hydrophobe  (Prescott et al., 2003). Chez quelques souches de Nocardiopsis le mycélium 

aérien peut ne pas être visible à l'œil nu, et nécessite une observation attentive sous le 

microscope. 

  Le mycélium  du  substrat  est  aérobie  facultatif.  Par contre, le mycélium aérien 

est aérobie strict  (Silvey et Roach, 1975). 

L’initiation de la sporulation est fréquemment caractérisée par la formation 

d’hyphes torsadés dont l'observation à fort grossissement révèle un arrangement en  

zigzag des spores en développement. Les spores ont une surface lisse, de formes 

allongées et enfermées dans une enveloppe fibrillaire. Elles peuvent se diviser par la 

suite en petits éléments de taille irrégulière par formation de paroi transversale 

(Williams et al., 1974 ). 

2-3   Caractères culturaux  

Les membres du genre Nocardiopsis ont tendance à se développer abondamment 

sur des milieux de cultures complexes comme le milieu Czapeck dox Agar, le milieu 

nutrient Agar (Waksman, 1961b), le milieu glucose-extrait de levure-Extrait de Malt-agar 

(Athalye et al., 1981), le milieu Bennett et les milieux gélosés de l’International 

Streptomyces Project  (ISP)  (Shirling and Gottlieb, 1966). 

2-4    Conditions de croissance  

La plus part des espèces du genre Nocardiopsis se développent à une température 

variant entre 10°C et 40°C avec une température optimale de croissance entre 28°C et 

30°C. De nombreuses espèces sont considérées comme thermotolérantes à cause de 

leurs capacité de croitre à des température variant entre 45°C et 50°C comme : 

Nocardiopsis baichengensis, Nocardiopsis chromatogenes et Nocardiopsis composta 

(Chun et al., 2000 ; Kämpfer et al., 2002 ; Li et al., 2006). Ces trois mêmes espèces sont 

aussi capables de tolérer des concentrations en NaCl jusqu’à 20% (p/v), elles sont  

halotolérantes.  

D’autres sont halophiles dont la croissance est conditionnée par la présence 

d’NaCl en concentration plus au moins importante et une concentration optimale de 

10% à 15% (p/v) comme : Nocardiopsis halophila, Nocardiopsis kunsanensis, et 
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Nocardiopsis Salina (Al-Tai and Ruan, 1994 ; Chun et al., 2000 ; Li et al., 2003a, 

2004) . 

La majorité des souches du genre Nocardiopsis sont caractérisées par leur 

comportement alcaliphile, car elles préfèrent des conditions alcalines douces et certaines 

peuvent même croître à un  pH égal à 13 (Chen et al., 2009 ; Hozzein et al., 2004 ; 

Zhang et al., 2008). 

2-5   Caractéres biochimiques  

Les principales caractéristiques biochimiques du genre Nocardiopsis sont 

présentées dans  le tableau 1.  

 

Tableau 1. Différentes caractéristiques biochimiques du genre Nocardiopsis (Hozzein 

and Trujillo, 2012 ; Grund et Kroppenstedt, 1990). 

Caractéristiques  Nocardiopsis 

Type de la paroi cellulaire IIIª 

  Acide diaminopimélique Méso-DAP 

Composition en sucre                                                              -ª 
Rhamnose ˉ 

 hospholipides    

Type                                                                                    III   

PC                                                        + 

PME                                                                                     + 

PG                                                                                                                                                                          + 

DPG   + 

Lyso-PE                                                                                                                -    

Acide mycolique - 

Ménaquinones majeures                                                   MK-10 (H4,H6,H8) 

Acide gras   

Type 3dᵇ 

iso-16:0-2-OH                                                                         - 

anteiso-17:0 + 

18:1-cis9 + 

+ 18:0-10Me 

G+C% 

Croissance en présence du NaCl% 

Sensibilité au lysozyme 

64-76 

0-20 

Sensible 
ªselon la classification de Lechevalier et Lechevalier (1970). 

ᵇselon la classification de Kroppenstedt (1985). 
c
PC ,phosphatidylcholine ; PME, phosphatidylmethylethanolamine ; PG, phosphatidylglycérol ; DPG, 

diphosphatidylglycérol ; Lyso-PE, lyso-phosphatidylethanolamine. 
d
selon la classification de Lechevalieret al. (1977). 

(+) : Présence , (-) : Absence. 
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2-6   Pathogénicité 

Comme la plupart des actinomycètes pathogènes, les espèces du genre 

Nocardiopsis sont des agents opportunistes plutôt que des agents pathogènes 

envahissants (Yassin et al., 2009). 

Selon la bibliographie, seul  N.dassonvillei et N.synnemataformans sont 

impliquées dans les infections humaines. 

L’espèce Nocardiopsis dassonvillei est impliquée dans les infections de la peau 

(Philip et Roberts, 1984 ; Singh et al., 1991) et les infections broncho-pulmonaires 

(Bernatchez et Lebreux, 1991 ; Gugnani et al., 1998 ; Mordarska et al., 1998) ainsi que 

dans les maladies respiratoires et les conjonctivites. Cette espèce a été également 

récupérée à partir d’échantillons de sang  (Beau et al., 1999). 

Le premier cas de mycétome causé par Nocardiopsis dassonvillei a été publié 

par SindhuPhak et al., (1985), qui ont pu isoler à plusieurs reprises des souches de 

N.dassonvillei à partir des nodules au niveau d’une jambe d’un homme âgé de 39 ans. 

Après 2 ans Ajello et al., (1987) confirment la présence de Nocardiopsis dassonvillei 

dans des cas d’actinomycétomes cité dans  Hozzein et Trujillo., (2012). 

2-7  Ecologie   

 L’habitat naturel des souches du genre Nocardiopsis est le sol  (Wang et al., 

1999 ; Xu et al., 1998). En 2005, Zitouni et al., ont isolé 86 souches à partir des 

échantillons de sol collectés du Sahara algérien dont 54 isolats appartenant au genre 

Nocardiopsis. D’autres nouvelles espèces Nocardiopsis ont été isolées à partir du sol 

égyptien par Hozzein et ses collègues (Hozzein and Goodfellow, 2008 ; Hozzein et al., 

2004). 

Les bactéries du genre Nocardiopsis ont été aussi isolées à partir d’autres 

sources y compris : les déchets de coton et de foin (Lacey, 1977), les sédiments 

profonds (Zhang and Zeng, 2008), le glacier de l'Antarctique (Abyzov et al., 1983), les 

ovaires de poisson-globe (Wu et al., 2005), les environnements intérieurs (Peltola et al., 

2001), et les installations de compostage  (Kämpfer et al., 2002). 

L’abondance du genre Nocardiopsis dans les habitats marins est également 

découverte  (Sabry et al., 2004 ; Schumacher et al., 2001 ; Shin et al., 2003). 
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2-8  Sensibilité aux antibiotiques 

 Très peu d’études ont été réalisées sur la sensibilité aux antibiotiques des souches 

Nocardiopsis. Yassin et al., (1993) révèlent que la souche Nocardiopsis lucentensis est 

résistante à la lincomycine (128 µg/ml), la pénicilline G (128 µg/ml), la gentamicine (64 

µg/ml), la streptomycine (64 µg/ml) et la néomycine (4 µg/ml), mais elle est sensible à 

la rifampicine (128 µg/ml).  

En 1994, Al-Tai and Ruan ont rapportent que l’espèce Nocardiopsis halophila est 

sensible à l'érythromycine, à la novobiocine et chloramphénicol. Par contre, elle est 

résistante à l’amoxicilline, la lacéphalexine et à l’oxacilline. 

 

3/   Taxonomie  phylogénétique  

La phylogénie est une nouvelle approche de classification bactérienne, qui désigne 

le développement évolutif d’une espèce. L’avènement de phylogénie moléculaire est à 

l’origine  d’une  avancée  scientifique  majeure datant  de  la  fin  des  années 1970. 

L’introduction de la phylogénie basée sur l’analyse de séquences d’acides 

nucléiques en systématique microbienne a permis une classification des 

microorganismes en terme d’évolution et  une clarification des lignées phylogénétiques 

entre elles et des niveaux taxonomiques c'est-à-dire espèces, genres, familles etc.        

(Pace, 1997).  

L’analyse  phylogénétique  consiste  à  évaluer  les  divergences  entre  plusieurs 

séquences : plus le nombre des substitutions entre deux séquences est élevé, plus la 

probabilité  que  ces  deux  séquences  aient  un  ancêtre  commun  est  faible.  L’arbre 

phylogénétique  est  une  représentation  des  résultats  obtenus. 

Cette approche taxonomique a permis une grande avancée dans la classification 

des actinomycètes. 

L’outil  informatique dans la taxonomie bactérienne  

                Les ARN ribosomiques sont considérés depuis longtemps comme des 

chronomètres  moléculaire,  qui jouent  un rôle majeur dans  l’étude de la phylogénie  et de  

la  taxonomie  bactérienne. 

               Un certain nombre de critères définissent le parfait chronomètre moléculaire. En 

premier lieu, un chronomètre moléculaire doit être distribué universellement dans le 
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groupe d’organismes choisi pour l’étude, ceci pour faciliter la comparaison entre les 

organismes. Ensuite, la molécule choisie doit être fonctionnellement homologue chez 

chaque organisme ; des molécules aux fonctions distinctes n’auraient  pas des séquences 

comparables. En troisième lieu, il est crucial que les molécules aient dans leurs séquences 

des régions conservées afin d’en permettre l’alignement pour l’analyse. Finalement, la 

séquence de la molécule choisie doit refléter l’ensemble des changements évolutifs de 

l’organisme  (Madigan et  Martinko, 2007). 

Le gène codant l’ARN ribosomal 16S a d’abord été utilisé à la fin des années 

1980  par  Carl Woese  comme outil d’étude de l’évolution bactérienne (Woese, 1987).  

L'ARN ribosomal (ARNr) 16S est le constituant ARN de la petite sous-unité 

ribosomale du 30S des procaryotes. Le gène codant l’ARN ribosomal 16S est présent 

dans l’ensemble des espèces bactériennes en un nombre variable de copies (Petti, 2007 ; 

Woese, 1987),  il est composé d’environ 1500 nucléotides et constitué de sept régions  

hautement  conservées  tout  en contenant de courtes séquences signature spécifiques de 

genre et parfois d’espèces et de neuf régions hypervariables (Chakravorty et al., 2007). 

Ces caractéristiques particulières font de ce gène une cible intéressante. 

La puissance de l’ARNr 16S comme un outil phylogénétique et taxonomique 

repose sur leur caractères spécifiques tel que : la présence universelle chez tout le 

monde vivant, le rôle clé dans la traduction d’ARNm en protéines et sa structure 

mosaïque qui contient des séquences conservées et d’autres variables. Leur structure 

évolue très lentement au cours du temps, vraisemblablement en raison de leur rôle 

critique et constant dans la physiologie bactérienne. 

Le séquençage de l’ARNr 16S permet l’identification du genre bactérien dans 

plus de 90% des cas et de l’espèce bactérienne dans 65% à 85%  (Lamoril et al., 2008). 

Selon les études, 1 à 14% des isolats étudiés demeurent non identifiés après utilisation 

de cette méthode (Lamoril et al., 2008). Dans tous les cas, l’identification par 

séquençage de l’ARNr 16S reste supérieure aux méthodes bactériologiques 

conventionnelles.  

Il  existe une énorme base de données de séquences d’ARNr, le projet RDP 

(Ribosomal Database Project) qui contient une collection de plus de cent mille 

séquences. Cette base de données est disponible sur internet 

http://rdp.cme.msu.edu/html.  Outre les séquences du gène ARNr 16S elle contient des 

http://rdp.cme.msu.edu/html
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informations phylogénétiques, des séquences nouvellement établies et de nombreuses 

autres données (Madigan et Martinko, 2007). Il suffit, dès lors,  pour une souche 

bactérienne d’établir la séquence de son gène codant  pour l’ARN 16S et de le 

confronter à la banque de données pour situer sa position taxonomique. 
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1°/  Le matériel biologique 

L’étude est réalisée sur une souche actinomycétale référencée N18. La souche est  

récupérée de la collection du laboratoire de biologie appliquée et santé auprès de Mme 

KITOUNI-OULMI  L. 

1-1   Mise en culture de la souche N18 

La revivification de la souche N18 a été effectuée sur le milieu gélosé extrait de 

levure-extrait de malt-agar (ISP2) [Difco™ ISP Medium Réf 277010 Becton, 

Dickinson  and Campany] ( annexe 1). 

L’ensemencement de la souche N18 a été réalisé en surface par la technique des 

stries et les cultures sont incubées à 30°C jusqu’à l’apparition d’une bonne biomasse. 

2°/   L’étude  morphologique de la souche N18 

2-1   Étude de la macromorphologie de la souche N18  

Les caractères macromorphologiques et culturaux sont déterminés sur le milieu 

spécifique gélosé ISP2 ( annexe 1)  (Shirling et Gottlib, 1966), le milieu est  coulé  dans  

les  boites  de  Pétri  36  heures  avant  leur  utilisation,  afin  de diminuer  l’humidité  à  

la  surface  de  la  gélose  et  de  contrôler  leur  stérilité.  Il est ensuite ensemencé par 

stries à partir d’une goutte de l’inoculum déposée en bordure de la gélose.  L’évaluation  

de l’importance de la croissance et du développement des mycélia sur ce milieu est 

observée après 7, 14 et  21 jours d’incubation à 30°C.   

L’observation  de  la  pigmentation,  du  mycélium  secondaire, du  mycélium  

de substrat ainsi que la présence ou l’absence dans la gélose de pigments diffusibles est 

réalisée en même temps.   

 

2-2   Étude de la micromorphologie de la souche N18 

L'observation  in situ  de  la  morphologie  des  spores, du mycélium aérien et  

du  mycélium  de  substrat  a  été  effectuée  selon  la  technique des lamelles décrite  par  

Cross  (1989). Cette technique consiste à insérer délicatement une lamelle stérile dans 

le milieu gélosé ISP2, de manière à former un angle d’environ 45 degrés. À l’aide 

d’un ensemenceur une faible quantité de la culture a été prélevée aseptiquement et 

déposée contre la lamelle en contact avec le milieu nutritif.  



  Matériel et Méthodes 

12 
 

 

Après 7 jours d’incubation à  30° C, la lamelle est retirée délicatement de la 

gélose, et subit une coloration de Gram. Elle est ensuite déposée sur une lame avec une 

goutte de lactophénol puis examinée au microscope  (Gx100). 

 

3°/    Étude phylogénétique de la souche actinomycétale 

 L’extraction de l’ADN génomique de la souche N18 a été réalisée par Madame               

Kitouni-Oulmi L., à l’aide da l’automase  EZ1  BioRobot de QIAGEN selon le 

protocole d’extraction avec EZ1 Advanced XL Sample & Assay Technologies.  Pour se 

faire, une suspension cellulaire est préparée dans 100 μl d’eau à qualité biologie 

moléculaire  BioRad, à laquelle sont ajoutés 100 μl  de tampon de  protéinase  K et       

20 μl de protéinase K. 

L’amplification génique (PCR) de l’ADNr 16S a été effectuée à l’aide du couple 

d’amorce  fd1 et  rp2 (annexe 2 ). L’amplification est réalisée dans un thermocycleur 

(Applied biosystems, 2720 thermal cycler). 

Le séquençage du produit de PCR a été effectué en utilisant les amorces 536f, 

536r, 800f, 800r, 1050f et 1050r (annexe 2 ).  Il a été réalisé selon la méthode décrite 

par Sanger et al. (1977) adaptée par le kit de séquençage « BigDye Terminator » 

(AppliedBiosystem).  

La technique de Sanger modifiée est fondée sur  le principe de la synthèse 

enzymatique de  l’ADN à séquencer en présence de désoxyribonucléotides triphosphate 

(dNTP) et  d’inhibiteurs d’élongation de l’ADN polymérase : les di-

désoxyribonucléotides (ddNTP) (qui ont un atome d’hydrogéne à la place du 

groupement OH sur le carbone 3’ du ribose).  

La réaction de séquençage se faisant dans quatre tubes différents en présence de 

4 types de ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP)  marqués à l’aide de  

fluorophores différents pour chaque ddNTP. Lorsqu’un ddNTP est incorporé dans le 

brin d’ADN au cours de synthése au lieu d’un dNTP, l’ADN polymérase ne peut plus 

continuer sa polymérisation, donc l’élongation du brin d’ADN s’arrête dans l’endroit où 

le ddNTP a été incorporé.  L’émission de fluorescence est mesurée à quatre longueurs 

d’ondes correspondant aux quatre fluorophores. À la fin de la réaction, on obtient des 
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fragments de taille différente  repérés individuellement dans le mélange (Lamoril et al., 

2008). 

 

Figure 1 : principes du séquençage selon la méthode de Sanger (Lamoril et al., 

2008). 

 

Enfin, c’est le séquenceur automatique (ABI-3130xL Genetic Analyser) qui a 

permis l’analyse des réactions de séquences. 

 

3-1   Résultats de séquençage  

Les résultats du séquençage ont été récupérés sous forme de chromatogrammes 

auprès de Madame Kitouni-Oulmi L. 

3-2   Correction et assemblage des chromatogrammes 

Les électrophorégrammes bruts obtenus sous le format Chromas ont été vérifiés 

un par un et corrigés manuellement par le logiciel chromas Pro 1.5 (TechnelsiumPty 

Ltd, Tewantin Australie).  

Les couples des séquences sens/anti-sens ont fait l’objet d’un alignement 

multiple et progressif avec le même logiciel chromas Pro 1.5 pour vérifier la 

concordance des  données  et  établir  une  séquence  consensus d’ADNr 16S  sous le 

format FASTA. 

3-3   Comparaison avec  les banques de séquences  
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La séquence consensus obtenue est comparée à d’autres séquences 

procaryotiques à l’aide  du  programme BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

(Altschul et al., 1990) dans le site web de Genbank de la NCBI  (National Center for 

Biotechnology Information) (www.ncbi.nih.gov/blast/blast.cgi) qui cherche les 

segments similaires entre une séquence requête (ou séquence «query») et l’ensemble 

des séquences présentes dans la banque nucléique. Cette comparaison permet d’établir 

le pourcentage d’identité de la souche N18 avec les espèces les plus proches pour 

déterminer l’affiliation phylogénétique.  

3-4   Alignement  multiple des séquences 

L’alignement multiple des séquences est une tâche cruciale en biologie 

moléculaire. Il permet d’analyser des séquences d’ADN ou de protéines et déterminer les 

régions homologues entre les séquences. L’alignement multiple est utilisé dans la 

construction des arbres phylogénétiques  (Benlahrache, 2007).  

Les séquences de l’ADNr 16S des 30 espèces type du genre Nocardiopsis ont été 

récupérées de la banque de données Ribosomal  Database  Project (RDP). 

L’alignement des séquences est effectué à l’aide du logiciel ClustelX 2.0.12. 

3-5   Construction des arbres phylogénétiques 

Plusieurs méthodes sont disponibles pour la construction d’arbres 

phylogénétiques : 

 

3.5.1. La méthode UPGMA ( Unweighted Pair Group Method With Arithmetic 

Mean) 

C’est une méthode simple utilisée pour construire des arbres phylogénétiques 

lorsque les séquences ne sont pas trop divergentes. Cette méthode repose sur la théorie 

de l’horloge moléculaire qui suppose que tous les individus issus de parents communs 

subissent le même taux de mutation au cours de leur évolution (substitutions, délétions 

et insertions).  

  

3.5.2.   La méthode du "Neighbor-Joining" (NJ) 

Développée par Saitou et Nei (1987), est la méthode la plus couramment utilisée 

en microbiologie. C’est une méthode de distance basée sur le nombre moyen de 

substitutions nucléotidiques entre des séquences prise deux à deux.  

http://www.ncbi.nih.gov/blast/blast.cgi
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Contrairement à la méthode UPGMA, la méthode NJ autorise des taux de 

mutations différents donc des longueurs de branches inégales car elle ne suppose pas 

l’existence d’une horloge moléculaire. 

La méthode NJ  tente de corriger UPGMA puisqu’elle suppose que les 

caractères des taxons évoluent indépendamment les uns des autres.  

Différentes corrections ont été proposées pour tenter de corriger cette 

méthode comme : 

 La correction de Kimura (Kimura, 1980)   

C’est un modéle de correction à deux paramètres, repose sur l’hypothèse que les 

transitions se produisent à des taux plus élevés que les transversions : le poids des 

transversions est double par rapport à celui des transitions. Le modèle de Kimura fut 

rapidement adopté à la communauté scientifique. 

 

3-5-3    La  méthode  du  maximum  de  parcimonie   

  La méthode de parcimonie est la plus simple sur le plan théorique                   

(Fitch,  1971).  Elle permet de réduire au maximum le nombre de substitutions nécessaires 

pour obtenir la topologie final, c'est-à-dire l’arbre le plus parcimonieux qui présente le 

moins de mutations possibles. Cette méthode est valable pour  les séquences très proche 

(Belahreche, 2007) 

Contrairement aux deux méthodes précédentes, cette méthode permet d’obtenir 

différentes topologies d’arbres  phylogénétiques. Quel que soit la topologie la longueur des 

branches séparant deux organismes est proportionnelle à leur distance évolutive. 

Une autre différence avec les méthodes de distance est que l’on n’utilise pas la 

totalité des sites dans la séquence mais uniquement les sites dits informatifs (c.à.d. qui vont 

tendre à favoriser un ou plusieurs arbres par rapport aux autres) (Luchetta,  2005). 

  

 

Dans notre travail, les arbres phylogénétiques ont été construit avec le 

programme Mega version 5.05 (Tamura et al., 2011) suivant trois méthodes :                

la méthode des distances (Neighbor-Joining) (Saitou et Nei, 1987), la méthode du 

Minimum Evolution et la méthode du Maximum Likelihood, dans le but de confirmer la 

position taxonomique de la souche N18. 
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On utilisant comme modèle de correction, le modèle Kimura à deux  paramètres  

(Kimura, 1980) pour la méthode  Neighbor-Joining et Maximum likelihood. Les 

niveaux de confiance de la topologie des arbres phylogénétiques obtenus ont été  

estimés  par  la méthode  des  analyses de ré-échantillonnage des données avec 1000 

réplication. 
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1°/ Étude morphologique de la souche N18 

 1-1  Étude macromorphologique de la souche N18   

Les colonies de la souche N18  apparaissent après cinq jours d’incubation à 

30°C. Elles sont rondes bien délimitées surélevées à contour irrégulier, d’une taille de 

un à quatre millimètre de diamètre et de couleur beige opaque. Les colonies sont très 

incrustées dans la gélose, sèches, à surface lisse et présentent des sillons radiaires        

(figure 2 ). Leur morphologie est typique à celle des bactéries appartenant à la classe des 

Actinobacteria, et l’ordre des Actinomycétales. 

Le mycélium de substrat se développe lentement en surface et pénètre dans la 

gélose, puis donne naissance à un mycélium aérien. 

Après 15 jours d’incubation, les mycélia sont bien développés, d’une couleur 

beige avec une production d’une masse sporale de couleur blanche.  

Après 21 jours, le mycélium primaire et le mycélium aérien sont bien abondant 

toujours d’une couleur beige recouvert d’une poudre grise dû à la maturation de la 

masse sporale (tableau 2). 

Les colonies ne produisent aucun pigment diffusible. 

Tableau 2: Les caractères culturaux de la souche N18 sur le milieu ISP2 après 7, 15 et 21 

jours d’incubation. 

 
Mycélium primaire Mycélium secondaire Masse 

sporale 

Pigment 

diffusible Croissance Couleur Croissance Couleur 

7 jours Bonne Beige Bonne Beige Blanche Absence 

15 jours Bonne Beige Bonne Beige Blanche Absence 

21 jours Abondante Beige Abondante Beige Grise Absence 

1-2   Étude  micromorphologique de la souche N18 

Après coloration de Gram, l’examen microscopique à l’objectif d’immersion       

(G x100)  a révélé la présence des filaments à coloration de Gram positive. 

Le mycélium de substrat de la souche N18 apparait sous forme d’amas formé de 

filaments courts, très ramifié, très enchevêtré et fragmentés en éléments bacillaires.   

En outre, le mycélium aérien formé de longs filaments diffus, très fins, 

moyennement ramifiés, fragmentés en bâtonnet et colorés de couleur violette moins 

accentuée (figure 3). 
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Figure 2 : Photographies des cultures de la souche N18 sur le milieu ISP2 après 7 jours 

(a) 15 jours (b) et 21 jours (c) d’incubation à 30° 

 

Figure 3 : Examen en microscopie optique Gx100 de la souche N18 après coloration de 

Gram du mycélium primaire (a, b) et du mycélium secondaire (c,d) par la technique des 

lamelles (microscope modèle Optech muni d’une caméra Canon). 
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2°/    Étude phylogénétique de la souche actinomycètale 

La PCR a été réalisée en utilisant les amorces fd1 et rp2 qui servent à amplifier 

le gène codant pour l’ARNr 16S. L’amplification était positive et des fragments de 1600 

paire de bases ont été obtenus et séquencés.  

2-1  Correction et assemblage des chromatogrammes 

Les chromatogrammes bruts (Figure 4) ont été  analysés  par le logiciel chromas 

Pro 1.5. 

Figure 4 : Capture d’écran d’un chromatogramme brut de l’amorce 800f. 

 

Après vérification de la concordance des  données de séquençage des trois 

couples d’amorces sens/anti-sens (Figure 5), nous avons pu établir  une  séquence  

consensus d’ADNr 16S d’une taille de 1490  bases sous le format FASTA représentée 

dans la page suivante. 

Figure 5 : Capture d’écran de la vérification de la concordance du contig. 
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>souche N18 

TAGAGTTTGATCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAG

CGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTG

CCCCTGACTCTGGGATAAGCGGTGGAAACGCCGTCTAATACCGGATACGACCTTCCGCC

TCATGGTGGAGGGTGGAAAGTTTTTTCGGTCAGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTG

TTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATTACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG

CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTGCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG

CGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTG

TAAACCTCTTTTACCACCAACGCAGGCTCCGGGTTCTCTCGGGGTTGACGGTAGGTGGG

GAATAAGGACGGCTACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCGAGCGTTGTC

CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCGTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGACCG

GGGCTTAACTCCGGTTCTGCAGTGGATACGGGCATGCTAGAGGTAGGTAGGGGAGACTG

GAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGC

GGGTCTCTGGGCCTTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGACGAGCGAACAGGATTAG

ATACCCTGGTAGTCCATGCGAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACTTTCCACGGTTTC

CGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC

TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAA

CGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATCACCCGTGGTCCTGTAGAGATACAGGGTCAT

TTAGTTGGGGGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG

GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGA

CTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCAT

GCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCGTGCGATA

CCGTAAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTC

GACCCCATGAAGGTGGAGTCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAACGCCGCGGTGAATACGT

TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCTCGTCCTGAAAGTCGGCACCACCCGAAACTTG

CGGCCTTACCCTTCGGGGAGGGAGTGAGTGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTC

GTAACAAGGTAGCCGTA 

2-2   Comparaison avec  les banques de séquences  

La comparaison de la séquence de l’ADNr 16S de la souche N18 avec celles 

disponibles au niveau de la banque de données NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Benson 

et al., 2013) en utilisant le programme BLAST  (Benson et al., 2013) nous a permis de 

déterminer  la position taxonomique exacte de la souche N18.  

Les résultats du BLAST confirment l’appartenance de notre bactérie au phylum 

Actinobacteria, au genre Nocardiopsis, de la famille Nocardiopsaceae. 

Les  similitudes  des  séquences  des  ADNr 16S de la souche N18 avec les 

espèces du genre Nocardiopsis  sont mentionnées dans le tableau 3. 
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Tableau 3 : Les pourcentages  de similarité entre la séquence de l’ADNr 16S de la 

souche N18 et les séquences des 30 espèces type du genre Nocardiopsis. 

    

 

 

 

Il  en  ressort  que  la  souche  N18  partage  un  pourcentage  d’identité  égale  à  

99%  seulement avec l’espèce Nocardiopsis alba. 

2.3  L’arbre phylogénétique  

 L’analyse informatique des séquences d’ADNr 16S des 30 espèces type du 

genre Nocardiopsis est obtenues à partir de la banque de données Ribosamal Database 

Nom des espèces % de similitude N° d’accession 

Nocardiopsis  alba 99% NR_026340.1 

Nocardiopsis  dassonvillei 98% NR_074635.1 

Nocardiopsis  aegyptia 98% NR_025589.1 

Nocardiopsis  exhalans 98% NR_112745.1 

Nocardiopsis  ganjiahuensis 98% NR_042849.1 

Nocardiopsis  lucentensis 98% NR_026342.1 

Nocardiopsis  metallicus 98% NR_025517.1 

Nocardiopsis  prasina 98% NR_044906.1 

Nocardiopsis  synnemataformans 98% NR_029343.1 

Nocardiopsis  valliformis 98% NR_042848.1 

Nocardiopsis  alkaliphila 97% NR_042798.1 

Nocardiopsis  halotolerans 97% NR_025422.1 

Nocardiopsis  kunsanensis 97% NR_112747.1 

Nocardiopsis  listeri 97% NR_026341.1 

Nocardiopsis  umidischolae 97% NR_025653.1 

Nocardiopsis  tropica 97% NR_024957.1 

Nocardiopsis  composta 96% NR_112748.1 

Nocardiopsis  litoralis 96% NR_116374.1 

Nocardiopsis  quinghaiensis 96% NR_044303.1 

Nocardiopsis  salina 96% NR_025768.1 

Nocardiopsis  trehalosi 96% NR_024958.1 

Nocardiopsis  xinjiangensis 96% NR_025095.1 

Nocardiopsis  potens 95% NR_116914.1 

Nocardiopsis  rosea 95% NR_043030.1 

Nocardiopsis  arabia 95% NR_044080.1 

Nocardiopsis  baichengensis 95% NR_043033.1 

Nocardiopsis  gilva 95% NR_043029.1 

Nocardiopsis  halophila 95% NR_025519.1 

Nocardiopsis  chromatogenes 94% NR_043032.1 

Nocardiopsis  rhodophaea 93% NR_043031.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846748?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198552?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846750?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878378?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206314?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265679035?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198551?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878283?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251550?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251551?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560314?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343205848?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846178?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857370?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857507?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560854?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202646?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343205698?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202649?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202645?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878380?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202648?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=N686RTH4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202647?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=N686RTH4015
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Project (figure 6) et de celle de la souche N18,  nous a permis de construire trois arbres 

phylogénétiques non enracinés par trois méthodes : Neighbor-Joining (NJ) (Saitou et 

Nei,1987) , la méthode du Minimum Evolution, la méthode du Maximum Likelihood à 

l’aide du logiciel Mega (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 5   

(Tamura et  al.,  2011).  

Figure 6 : Capture d’écran du fichier bloc note regroupant la séquence 

consensus d’ADNr 16S de la souche N18 et les séquences des 30 espèces type du genre 

Nocardiopsis. 

 

Les arbres phylogénétiques représentés sur les figures 7, 8, 9 présentent la même 

topologie. Ils nous ont permis d’évaluer la position taxonomique de la souche N18 

parmi toutes les espèces type du genre Nocardiopsis. Sur les trois arbres la souche N18 

semble être apparentée à l’espèce Nocardiopsis alba car elle occupe la même ligne 

phylogénétique que cette espèce avec des valeurs de bootstrap élevés, 99% pour la 

première et la deuxième représentation et  94%  pour la troisième. 
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Figure 7 : Arbre selon la méthode des distances (Neighbor-joining) construit  d’après 

l’analyse de séquences du gène qui code pour l’ADNr 16S en utilisant le logiciel Mega  

( Molecular Evolutionary Genetics Analysis)  version 5 ( Tamura et al., 2011) montrant 

la position phylogénétique de la souche N18 parmi les 30 espèces type  représentatives 

du genre Nocardiopsis. 

 

Souche  N18 
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Figure 8 : Arbre selon la méthode du Minimum Evolution construit d’après l’analyse 

de séquences du gène qui code pour l’ADNr 16S en utilisant le logiciel Mega  ( 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis)  version 5 ( Tamura et al., 2011) montrant 

la position phylogénétique de la souche N18 parmi les 30 espèces type représentatives 

du genre Nocardiopsis. 

 

Souche  N18 
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Figure 9 : Arbre selon la méthode du Maximum  Likelihood construit  d’après l’analyse 

de séquences du gène qui code pour l’ADNr 16S en utilisant le logiciel Mega                 

( Molecular Evolutionary Genetics Analysis)  version 5 ( Tamura et al., 2011) montrant 

la position phylogénétique de la souche N18 parmi les 30 espèces type  représentatives 

du genre Nocardiopsis. 

Souche N18 
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La comparaison des résultats de l’étude morphologique de la souche N18 sont en 

parfaite corrélation avec les caractères morphologiques de l’espèce  Nocardiopsis alba 

mentionnés dans le Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology volume cinq (2012) 

comme c’est mentionné dans le tableau suivant.  

 

 

 Tableau 4 : la comparaison des caractères morphologiques de la souche N18 et 

l’espèce Nocardiopsis alba. 

Caractére 

morphologique 

Nocardiopsis alba Souche N18 

Coloration de Gram Gram positive Gram positive 

Mobilité Non mobile Non mobile 

Structure cellulaire  Filamenteuse Filamenteuse 

Mycélium de substrat 

 

Bien développé 

Long fragmenté en éléments 

bacillaires 

Dense 

 Bien développé 

Long fragmenté en éléments 

bacillaires 

Dense 

Mycélium aérien 

Bien developpé 

Long 

Moyennement ramifié 

Bien developpé 

Long 

Moyennement ramifié 

Les spores En chaines recti-flexibles 

surface lisse 

Allongée  

Non déterminée 

Pigment diffusible Absence Absence 
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Les actinomycètes forment un groupe de bactéries à coloration de Gram  

positive très diversifié et difficile à étudié. 

L’organisation des actinomycètes est analogue à celle des champignons auxquels 

elles étaient longtemps confondues. Mais leur structure cellulaire, leur composition et 

leur physiologie sont typiquement procaryotiques. 

Les propriétés particulières des actinomycètes exigent l’utilisation des 

techniques de bactériologie et de mycologie pour leurs identifications morphologique.  

L’objectif principal de notre travail a été d’apprendre à décrire les cultures 

actinomycétales, les étudier microscopiquement et surtout les identifier en utilisant 

l’outil bioinformatique. 

L’étude morphologique de la souche actinomycétale sur le milieu de culture 

solide ISP2 montre que la souche N18 présente un aspect filamenteux, il s’agit de 

mycélium végétatif et mycélium aérien. Ainsi l’examen microscopique donne une 

information sur la forme filamenteuse de la bactérie qui est à coloration de Gram 

positive. Ces critères morphologiques fournissent une indication sur l’appartenance de 

notre souche au groupe des bactéries filamenteuses actinomycétales. 

Sur le plan phylogénétique, l’analyse bioinformatique des séquences du gène 

codant pour l’ARNr 16S est devenue un outil important dans l’identification bactérienne 

puisqu’elle fournit des informations sur l’emplacement phylogénétique des espèces. 

Cette étude nous a permis d’assigner la souche N18 au genre Nocardiopsis et 

plus exactement à l’espèce Nocardiopsis alba. 

            Les résultats morphologiques et phylogénétiques confirment l’appartenance de 

la souche N18 au phylum d’Actinobacteria, au genre Nocardiopsis et à l’espèce 

Nocardiopsis alba.  

En perspectives, il serait nécessaire de continuer notre étude en utilisant d’autres 

techniques d’identification bactérienne comme : les techniques de chimiotaxonomie qui 

repose sur l’analyse chimique des constituants cellulaires (structure et composition de la 

paroi, des membranes plasmiques, du peptidoglycane).  

Afin de renforcer nos résultats, il est nécessaire d’établir la technique 

d’hybridation ADN-ADN,  parce que les notions apportées par les séquences de l’ADNr 

16S seules ne sont pas suffisante pour différencier des souches bactériennes 

génétiquement trop proches. Cette technique est jusqu’à présent considérée comme la  

 



                                                                                                     Conclusion et perspectives 

28 
 

 

seule technique discriminante entre les espèces très proche. Elle permet de mettre en 

évidence  les relations de parenté entre des taxons étroitement liés, tels que les espèces.  

Malgré les qualités et les avantages de la technique d’hybridation ADN-ADN, elle reste 

une technique  lourde, complexe et onéreuse. 
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Annexe 1 

 

Préparation du milieu ISP2   

Extrait de levure  4 g 

Extrait de malt  10 g 

D-Glucose   4 g 

Agar    4 g 

Eau distillée qsp  1000 ml 

Sous agitation modéré, les ingrédients du milieu ISP2 (sauf l’agar) sont ajoutés 

un à un dans de l’eau distillée. Le pH du milieu est ajusté à la valeur 7,3 à l’aide d’une 

solution de NaOH 1N et une solution d’HCl 1N. Le milieu de culture est stérilisé par 

autoclavage à 120°C pendant 20 min. 

 

 

Préparation du lactophénol 

Phénol aqueux  22 ml 

Glycérine   40 g 

Acide lactique   20 g 

Eau bidistillée   9 ml 

Les produits doivent être dissous dans l’ordre indiqué sous agitation modérée. 

Le produit est conservé à l’obscurité dans un flacon en verre. 

Pour la préparation de la solution de phénol aqueux, 3g de phénol en cristaux sont mis 

dans de l’eau distillée (qsp 100 ml) sous agitation modéré. 
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Annexe 2 

 

Les séquences des amorces d’amplification utilisées pour l’étude phylogénique 

   Amorces Séquences 

PCR d’amplification du 

gène ADNr16s 

fd1 

rp2 

5’  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  3’ 

5’  ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’ 

 

 

BDV1 

536f 

536r 

5’ CAGCAGCCGCGGTAATAC 3’ 

5’ GTATTACCGCGGCTGCTG  3’ 

800f 

800r 

5’ ATTAGATACCCTGGTAG  3’ 

5’ CTACCAGGGTATCTAAT  3’ 

1050f 

1050r 

5’ TGTCGTCAGCTCGTG  3’ 

5’ CACGAGCTGACGACA 3’ 
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