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Introduction

Le sol est une matrice écologique vivante évolutive dans le temps et dans I’espace. Dans
cet écosystéme vit une communauté microbienne inépuisable. Ces microorganismes produisent
plusieurs composés naturels biologiquement actif (Ganesh et al., 2010). Les actinobactéries
autrefois appelés actinomyceétes, sont parmi les microbes qui présentent un intérét

biotechnologique tres important dans divers domaines.

Jusqu’a la fin des années 1940, les actinobactéries n'étaient pas considérés comme des
microorganismes trés intéressants du point de vue pratique. Cependant, aprés avoir découvert
la streptomycine en 1943, I’intérét pour ces organismes grandi spectaculairement dans le

domaine pharmaceutique, médicale, vétérinaire, agricole et écologique (Boukahili et al., 2020).

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif dont le GC% est compris entre 60-
70% (Pelmont, 2005). La majorité de ces bactéries forment des filaments minces et ramifiés.
Elles ont une croissance lente par rapport aux autres bactéries, avec un temps de génération

moyen d’environ 2 a 3 heures (Beckers, 1982).

Ces bactéries sont réputées pour la production des substances a visé thérapeutique
employées en médecine humaine et en industrie pharmaceutique comme les antibiotiques
(Patel et al.,, 2014). D’autres molécules bioactives sont egalement sécrétées par les

actinobactéries, comme les vitamines, les immunosuppresseurs, les enzymes et bien d’autres.

Dans le domaine des enzymes, les actinobactéries sont riches et considérés comme étant
d’excellents producteurs de ces molécules tres importantes. Les applications sont multiples et
variées. Elles ont trouvées une attention dans la décomposition des macromolécules végétales,
dans I’industrie des textiles (décoloration de jeans), dans la décontamination (attaque des
substances phénoliques), dans 1’industrie alimentaire (boulangerie) (Sanglier et al., 1993). Ces
bio-molécules se classent dans plusieurs catégories telles que : les protéases, les lipases, les

cellulases, les amylases, les pectinases, les chitinases, les kératinases et les xylanases.

Les actinobactéries sont généralement trouvés dans plusieurs écosystemes. Ce sont

principalement les sols agricoles, forestier, de prairie etc., qui sont les plus explorés. Dans notre
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recherche bibliographique, nous nous sommes intéressés aux travaux qui concernent des

écosystemes mal explorés qui sont les sols arides et semi-arides.

Notre manuscrit s’articule sur 3 chapitres principaux. Le premier concerne le sol des
zones arides et semi-arides. Dans ce chapitre, des généralités et la composition microbienne de
ce sol sont décrits. Le deuxieme chapitre est dédié aux principales données sur les
actinomycetes. En fin, le troisieme chapitre sera consacré & une recherche bibliographique, sur
les principales enzymes secrétées par les actinobactéries des sols arides et semi-arides. Il est
certain que notre recherche bibliographique restera une synthése pas totalement complete et
exhaustive. Des omissions peuvent étre trouvees dans notre manuscrit, mais ceci laisse le

chemin ouvert a d’autres synthéses dans ce domaine.



Chapitre 1I:

| e sol des zones

arides



Le sol des zones arides

1. Généralité sur le sol

Le sol est un milieu vivant avec diverses fonctions environnementales. Il représente
également un bioréacteur, qui maintient le développement et la diversité des étres vivants. La
présence de microorganismes a éeté évaluée plus importante que celle des écosystémes
aquatiques.

Le sol est un milieu poreux, contenant une phase liquide et une phase gazeuse
susceptible de se déplacer et donc de donner le lieu & des flux de matiere (Samuel, 2012). Il est
variable dans 1’espace, dont la composition et les caractéristiques présentent un double
variabilité, a la fois spatiale et temporelle. La variabilité spatiale du sol se manifeste dans les
trois dimensions de I’espace. Elle se traduit verticalement par la présence de couches plus ou
moins ¢épaisses, appelées «horizonsy», et latéralement par I’existence de sols différents
(Bousnina et Ghedeir, 2020).

Dans les écosystemes terrestres, la végétation joue un réle fondamental dans la
formation des sols. Son action s’exerce sur les particules de roche en les faisant éclater. Cette
action permet un enrichissant du sol par des matiéres organiques provenant de ses parties
aériennes et souterraines. Les nutriments recyclés par les microbes sont apportent également
une autre source. Chaque type de climat et de sol posséde une communauté microbienne

spécifiguement adaptée (Prescott et al., 2003).

2. Microflore du sol

Le sol constitue I’un des milieux les plus diversifié sur la terre. Il est cependant, 1’un des
plus mal connus du point du vue biodiversité. Plusieurs milliers d’espéces d’animales et de
microorganismes vivent dans les sols. Les microorganismes comme les actinomycetes, les
bactéries, les champignons et les algues unicellulaires, peuvent représenter jusqu'a 90% en
masse des organismes vivants rencontrés dans le sol. lls sont impliqués dans la plupart des
fonctions clés du systeme tellurique (Henri et al., 1969).

2.1. Champignons

Les champignons du sol peuvent étre des champignons supérieurs (basidiomycetes et
ascomycetes), des levures ou des champignons inférieurs classés comme moisissures
(Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Mucor, etc.). lls sont hétérotrophes et leur
nombre varient de 10° & 10° cellules/g de sol (Maier et al., 2000). Leur importance dans la

fertilité des sols est averé et trés importante. Ils ne constituent pas les microorganismes les plus
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abondants du sol. Ils représentent les deux tiers de la biomasse microbienne (Bourguignon et
Bourguignon, 2015).

2.2. Bacteéries

Les bactéries sont des organismes procaryotes unicellulaire, tres variés et tres nombreux.
Ils sont trés diverses dans leur taille qui varie entre 1 et 2 um et dans leur formes (Xavier et
Laurence, 1997; Jaune, 2011),

Les bactéries vivent dans tout type de sol. Elles sont capables de transformer toutes les
substances du sol et de les faire entrer dans le monde vivant a cause de leur extraordinaire
variabilité biochimique. (Bourguignon et Bourguignon, 2015).

2.3. Algues

Les algues microscopiques sont un groupe hétérogene d’organismes, selon leurs tailles,
leurs habitats et leurs modes de reproduction. Ils sont généralement abondants dans le sol, mais
restent localisées a sa surface ou dans des larges fissures a cause de leur aptitude a vivre par
photosynthése, en utilisant la lumiére de soleil comme source d’énergie. (Henri, 1969; Xavier
et Laurence, 1997).

Trois groupes taxonomiques eucaryotiques les représentes: les algues verts
(chlorophycées), les algues jaunes-vertes (xanthophyceées) et les diatomées (bacillario-phycées)
(Gobat et al., 2010). Pendant les périodes ou le sol est humide, leur activité est limitée. Malgré
leur faible nombre, elles jouent un rble important comme source de matiére organique et comme
fixatrices d’azote en symbiose avec les algues bleues (Bourguignon et Bourguignon, 2015).
Les algues bleu vert ou bien cyanobactéries, sont des bactéries photosynthétiques, qui utilisent
I'énergie solaire comme les plantes pour synthétiser leurs molécules organiques. Leur
photosynthése, comme celle des plantes, produit de I'oxygéne moléculaire (molécule d'oxygene
02), contrairement aux autres bactéries photosynthétiques (bactéries vertes et rhodobactéries)
qui utilisent du soufre a la place de 1’eau (Blais, 2002).

Ce groupe microbien physiologiquement et écologiquement diversifié a survécu et s'est
adapté a une série de changements géochimiques qui ont marqué I'évolution de la biosphere
terrestre (Boutray, 2017).

2.4. Protozoaires

La distribution des protozoaires est large dans la nature. Ce sont les premiéres formes
d'animaux les moins évoluées. Ils sont des organismes tres diversifiés dans leur morphologie,
leurs dimensions, leur structure et leurs fonctions. Les protozoaires sont considérés comme des
formes dérivées de certaines especes d’algues unicellulaires qui auraient perdu leur capaciteé de

photosynthése. Elles sont caractérisées par leur forme unicellulaire et la mobilité de la plupart

4
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d’entre eux (Dommergues et Mangenot, 1970). Ils sont largement répandus dans la nature, la
plupart des formes sont aquatiques, d'autres vivent dans le sol. D'autres peuvent se développer
sur un autre organisme vivant. Ce sont donc des parasites qui peuvent étre utiles (symbiose),
nuisibles ou indifférents a leur hote (Henri, 1969).

2.5. Actinomyceétes

Les actinomycétes sont généralement des bactéries filamenteuses, ramifiées, formant
des colonies circulaires constituées d'hyphes, qui rayonnent par croissance centrifuge tout
autour du centre de développement. Ils sont localisés intermédiairement entre les champignons
et les bactéries. Avec leur capacité a sécréter des antibiotiques, ils sont susceptibles de subir de
nombreuses réactions biochimiques et synthétiser de nombreuses molécules bioactives
(Bourguignon et Bourguignon, 2015).

Les actinobactéries préferent un pH prés de la neutralité de 6 a 7,5 (Soltner, 2005), et
sont largement distribués dans la nature. On les retrouve dans le sol, I’air, les eaux douces, les
eaux de mer, les composts, les débris végétaux, le pollen, les plantes melliferes, les lichens et
plusieurs autres substrats (Henri, 1969; Goodfellow and Williams, 1983).

Une synthese réalisée tout récemment, montre que les sols arides présentent une plus
grande abondance d'actinobactéries et une plus faible abondance de protéobactéries, de
cyanobactéries et de planctomycétes, par rapport aux microbiomes des sols non arides (Javiera
et al., 2020).

3. Aridité et zones arides

L’aridité est un phénomeéne qui définit un climat sec et chaud. Ou comme étant un climat
caractérisé par la faiblesse des précipitations annuelles (Berkal, 2006). Elle se traduit par le
manque d’eau dans les sols et de ’humidité dans I’air. L’aridité est composé de plusieurs
facteurs qui renfermant une influence trés importantes sur les communautés microbiennes des
sols désertiques (Wang, 2015).

La convention des Nations Unies sur la lutte contre la désertification, définit les zones
arides comme des «zones, a I’exclusion des zones arctiques et subarctiques, dans lesquelles le
rapport entre les précipitations annuelles et 1’évapotranspiration possible [I’indice d’aridité] se
situe dans une fourchette allant de 0,05 a 0,65x». Les zones arides et semi-arides remplis presque
30% des terres de la planéte (Gratzfeld, 2004).

Les zones arides et semi-arides se différencient par la présence des sels solubles,
carbonate et gypse. En générale ces sels constituent les traits caractéristiques des zones arides
(Tir, 2007).
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Les sols des zones arides sont caractérisés par une évolution lente, une matiere
organique fortement évoluée, une structure faiblement définie et en générale présence des
croutes calcaires, gypseuses et une humidité faible qui limitent leurs réactions chimiques et
physiques (Tir, 2007).

4. L’indice d’aridité

L’indice d’aridité (IA) est un indicateur quantitatif du degré de sécheresse de climat
dans un endroit donné. Il est utilisé pour mesurer la qualité du climat et montré le déficit annuel
entre la quantité des précipitations recue (P) par rapport a la demande évaporatoire de
I’atmosphere (ETP). Ce qui signifie que, plus ’indice est faible plus laridité est élevée
(Mokhtari et al., 2013).
Il est défini comme suit :
IA=P /ETP
ou:
P : précipitation annuelle moyenne en mm ;
ETP: évapotranspiration potentielle annuelle moyenne en mm.
Cet indice permet de précisée trois types de zones arides : arides, semi-arides et hyperarides
(Rome, 1992).

5. Caractéristiques des différentes zones arides

5. 1. Lazone aride

La zone aride est caractérisée par le pastoralisme et I'absence d'agriculture, sauf ou il'y
a irrigation. La végétation indigene dans cette zone est rare. Il y a présence d’un couvert de
graminées annuelles et durables. On rencontre aussi d'autres plantes herbacées ainsi que de
buissons et de petits arbres. Les précipitations sont variables, avec des quantités annuelles qui
varient de 100 & 300 millimétres. Cette zone a un indice d’aridité de 0,03-0,20.

5.2. La zone semi-aride

Les zones semi-arides ont un indice d’aridité qui varie entre 0,20-0,50. Elles peuvent supporter
une agriculture pluviale avec des niveaux de production plus ou moins réguliers. La végétation indigéne
est représentée par plusieurs espéces comme : les graminées et plantes graminiformes, herbes non
graminéennes et de petits buissons, arbrisseaux et arbres. La précipitation annuelle de cette zone varie
de 300-600 & 700-800 millimétres, avec des pluies d'été de 200-250 qui atteignent 450-500 millimétres

avec des pluies d'hiver.
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5.3. La zone hyper-aride

Cette zone est pauvre en végétation, sauf quelques buissons dispersés. Elle a un indice
daridité de 0,03. Elle est caractérisé par un pastoralisme nomade véritable est fréquemment
pratique. Les précipitations sont faibles, avec des quantités qui dépassent rarement les 100
millimétres. Les pluies sont peu fréquentes et irrégulieres, parfois inexistantes pendant
longtemps, quelque fois durant des années.

5.4. La zone subhumide

Ce sont des régions ou le climat est intermédiaire entre le semi-aride et I’humide. Les
précipitations permettent une croissance dense d’herbes hautes ou courtes, mais pas de forét.

Les zones subhumides qui comprennent les régions arides et semi-arides avec un indice
d’aridit¢ de 0.50-0.75 (Rome, 1992). Elles produisent des prairies, des savanes couvrant
environ 47 % de la surface terrestre de la planéte. La biodiversité dans les zones subhumides
est bien adaptée aux conditions difficiles caractérisées par des précipitations irréguliéres et dans

de nombreux cas, a des températures élevées.

6. Spécificités des zones arides

Le domaine aride est resté pendant une longue période historique a 1’abri des effets de
la croissance économique, principalement a cause de I’isolement et de la rareté de I’eau. Les
pressions anthropiques ne se sont développées que récemment. Depuis, le milieu du 20°™siécle,
la démographie, 1I’urbanisation, la pollution, les problémes de I’cau, se font ressentir.

Les zones arides, semi-arides et subhumides non irriguées sont, en général, peu riches
en espéces, mais abritent de nombreuses espéces indigenes, animales, végétales et
microbiennes, Ayant élaboré des stratégies particuliéres pour s’adapter aux conditions
environnementales extrémes. Bien que la diversité soit fréquemment faible, le degré
d’endémisme des zones arides peut étre tres elevé. Au cours des cent dernieres années écoulées,
la zone aride nord-africaine a vu disparaitre un certain nombre d’espéces animales importantes
comme |’autruche, I’oryx, la gazelle leptocére ou d’autres devenir excessivement rares comme
le guépard I’addax ou la gazelle dama (Mederbal, 2002). La situation concernant les

microorganismes reste cependant mal connue.
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7. Causes et conséquences de aridité

L'aridité est causée par la présence d'un air sec descendant. On la trouve surtout dans des places
ou les conditions anticycloniques sont permanentes, comme dans des lieux situées sous les anticyclones
des zones subtropicales. L'effet des anticyclones subtropicaux sur les précipitations augment avec la
présence de surfaces froides. Les conditions arides se rencontrent également du c6té sous le vent des
grandes chaines de montagne qui déstructurent les cyclones lorsqu'ils passent par-dessus elle, engendre
des effets "d'ombre" ou la pluie ne tombe pas. Aussi, la présence de surfaces de terres fortement
chauffées empéche également les précipitations (Rome, 1992).

Les conséquences de 1’aridité les plus remarquables sont : I’appauvrissement généralisé
des sols, les prolifération des especes nuisibles au detriment des espéces utiles, la baisse de la
fertilité, la stérilisation des sols, la dynamique dunaire importante par 1’envahissement des
infrastructures socio-économiques et tempéte de sables fréquentes, conduisant ainsi a une exode

rural de la population (Mostephaoui et al., 2013).

8. Les avantages et les menaces des sols arides

8.1. Avantage des terres arides

Les terres arides sont essentielles a la sécurité alimentaire et nutritionnelle de 1’ensemble
de la planéte, en effet pres de 44% des systemes de production agricole du monde sont situés
sur des terres arides.

Elles soutiennent également d’importants écosystémes, allant des parcours et des
paturages a des zones semi-désertiques et abritent 1.1 milliard d’hectares de forét.

Ces terres malgré la rareté relative de 1’eau qui les caractérise, abritent une biodiversité
unique d’animaux, de végétaux et de microorganismes.

Elles sont également importantes pour la régulation du climat selon I’évaluation des
écosystémes pour le millénaire, I’ensemble des réserves de carbone organique et inorganique
contenues dans le sol des terres arides, représentent respectivement 27% et 97% des réserves
mondiales (Kanayo, 2018).

8.2. Les menaces pesant sur les milieux arides
Kanayo, 2018, présente les principales menaces pesant sur les milieux arides et semi-arides,

ce sont les suivants :

e Les pratiques non durables d’utilisation des sols, qui conduisent a I’appauvrissement de
la diversité biologique, a 1’érosion, a la pollution et a la modification de la composition
et de la fertilité des sols, telles que: conversion totale d’écosystémes naturels en zones

cultivées, a 1’aide de procédés d’irrigation intensive et d’intrants chimiques.
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e Le surpaturage: accroissement du nombre des troupeaux ou des effectifs des troupeaux,
ou de la durée de présence du troupeau dans une parcelle en relation avec
I’accroissement démographique de la population humaine et les conséquences de la
sédentarisation.

e Le déboisement li¢ aux activités de défrichement et d’extension de perimétres agricoles
ou a l’accés a une source de combustible; L’exploitation miniére de métaux, de
combustibles et d’caux souterraines non planifiée et non respectueuse de
I’environnement.

e L’introduction d’espéces exotiques envahissantes, animales et végétales, qui constitue
une menace majeure pour les équilibres naturels.

e Sur I’exploitation directe des especes sauvages, qui menace certains taxons, comme les
mammiféres et d’autres organismes.

e Une menace spécifique aux milieux désertiques est constituée par les impacts des

véhicules hors routes sur la biodiversité.

9. Facteurs influencant I'activité des microorganismes du sol
9.1. Facteurs physiques
9.1.1. Texture du sol
La texture du sol c'est la répartition granulométrique des particules élémentaires du sol
d’une maniére qualitative (matériaux, sol grossier et rugueux ou fin et moelleux) et quantitative
(proportion des divers tailles des particules) (Gobat et al., 2003; Girard et al., 2005). 1l existe
deux catégories qui sont :

e Un sol a texture fine ou légéres les particules sont petites (<2 um).
e Un sol a texture grossiere ou lourde, les particules sont suffisamment grandes (entre 2
et 50um) (Bousnina et Ghedeir, 2020).

On peut classer les matériaux du sol selon la nature organique ou bien la nature minérale,
et aussi selon le type d’altération (Gobat et al., 2003). Chaque matériau est désigné par sa classe
texturale déterminé sur la base des rapports de masse de trois fractions : sable, limon et argile
(Girard et al., 2005).
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Figure 01. Triangle des textures minérales (Gobat et al, 2010).

9.1.2. Structure du sol

La structure désigne un état du sol qui varie avec le temps selon la texture mais aussi
selon le taux d’humidité, 1’état des colloides et la présence de matiére organique,... (Gobat et
al., 1998). La définition de la structure du sol, d'une part est principalement basée sur
I'arrangement naturel des éléments constitutifs de la phase solide du sol, et d'autre part la
direction de description du réseau d'agrégats généré par la structuration du sol. Dans tous les
cas, I’analyse a été principalement basé sur des criteéres géométriques dont 1’évolution a été faite

par des méthodes non destructives (Musy et al., 1991).

9.2. Facteurs climatiques

Le climat des régions aride ou des régions semi-aride est caractérisé par la faiblesse des
précipitations, des températures extrémement élevées et des vents qui contribuent a augmenter
la tres forte évaporation (Berkal, 2006). Parmi ces facteurs les plus importants sont :

9.2.1. Température

Les régions arides ont des températures elevées pendant la journée qui varie entre 50 °C
et parfois ca atteint jusqu’a 65 °C, et faibles pendant la nuit. La température du sol est un facteur
écologique trés important affectant la multiplication et la 1’activité des microorganismes dans
ces régions (Bousnina et Ghedeir, 2020). Par exemple dans la couche superficielles du sol
contenant des plantes, la température est trés éléves ce qui entraine une perte du sol en raison
de I'importance de I’évaporation et de la transpiration. Alors que les problémes de basses

températures sont généralement moins fréquents dans la zone aride, la croissance des végéetaux
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peut étre limitée les plantes produisent pendant de longues périodes. Dans la température 0°C,
les plantes peuvent mourir.

9.2.2. Humidité

Les sols secs ne présentent qu’une faible activité microbienne, mais lorsque 1'humidité
augmente l'activité des micro-organismes augmentes progressivement jusqu' a un maximum
puis diminue (Morel, 1989). Selon Soltner, 2005, I’excés d’eau entraine une aération déficiente
et détermine la sélection des germes. La rareté chronique d’eau entraine également a la
sélection, mais la microflore inhibée est nettement différente de celle de précédente. L humidité
de I’air est importante pour 1’équilibre hydrique du sol. Lorsque le sol a une teneur en humidité
est plus élevé que I’air, I’eau a tendance a s’évaporer dans ’air. Sinon, I’eau se condensera dans
le sol. L’humidité est généralement plus faible dans les zones arides.

9.2.3. Le vent

Le vent peut étre nuisible pour certain cultures irriguées en pays secs. Le principal
dommage causeé par le vent est le fait d’emporter des particules de terre (Dabin, 1970).

9.2.4. Influence des saisons

La succession des saisons exerce un effet trés important sur la microflore des sols.
L'humidité et la température sont deux facteurs essentiels dont la combinaison oriente I'intensité
saisonniére de l'activité microbienne (Morel, 1989). Les variations saisonnieres de la
microflore sont probablement dues en grande partie a des changements en qualité et quantité
dans les apports nutritifs que constituent les feuilles et les branches mortes. Ainsi que les
besoins en eau et la longueur de la période séche sont des éléments essentiels de I’adaptation

de la culture (Dabin, 1970).

9.3. Facteurs chimiques

9.3.1. LepH

Le pH est défini comme le logarithme décimal de la concentration d’une solution en ion
H+. 1l permet d’approfondir les modalités d’interaction entre les ions et les surfaces absorbantes
du sol (Bousnina et Ghedeir, 2020).

Généralement, le degré d'acidité du sol est un facteur qui limite la croissance et la
multiplication des germes. Par exemple certains genres bactériens tels que les actinomycetes
sont trés sensibles aux variations du pH, ils se trouvent et sont favorises dans des milieux
proches de la neutralité, contrairement aux champignons qui préférent un pH bas (sol acides)
(Boullard et al., 1962).
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9.3.2. Salinite du sol

L'évolution de la microflore du sol est influencée par le taux de salinité. Les sels peuvent
étre transportés par capillarité d’une nappe d’eau chargée en sels a la surface du sol, ou ils
s’accumulent en raison de 1’évaporation. L'augmentation des taux de sels, fait diminuer le
nombre de micro-organisme (Maameri, 2007). L’effet des sols peut entrainer une dégradation
des sols et de la végétation lorsque la salinité de sol augmente. Les sels les plus couramment
utilisé sont des combinaisons de cations sodium, calcium, magnésium et potassium avec des
anions chlorure, sulfate et carbonate.
. Les sels qui inhibent I'activité biologique entrainent des niveaux élevés de composés solubles
dans I'eau hautement mobiles. (Boullard et al., 1962).

9.3.3. Azote du sol

Contrairement a la plupart des autres éléments présents dans le sol, I'azote ne provient
jamais de l'altération des roches sur lesquelles se sont élaborés les sols au cours du temps. De
plus, il est rarement absent du sol, mais il est généralement présent sous forme de matiére
organique brute ne peut étre utilisée directement. L’azote est souvent le nutriment limitant dans
le sol. C’est I’élément le plus important prélevé par les plantes dans le sol pour faire la
croissance. Ces derniers peuvent utiliser 1’azote sous la forme de cations ammonium (NH4+)
ou d’anion nitrate (NO3-). Lorsqu’on ajoute 1’azote dans le sol, ce dernier est destiné pour les
microbes et non pour la plante. Il s’agit toujours de petites quantités (10-20 U/ha) (Mirsal,
2004).

9.3.4. Capacité d’échange cationique (CEC)

CEC est la capacité du fixer de fagon réversible les cations échangeables (Li*, Na*, K¥,
Mg?*, Caz" AI3™), a un pH donné. Elle est exprimée en centimoles hydrogéne par kilogramme
(100cmol /kg). Ce parametre est utilisé comme mesure de la fertilité, de capacité de rétention
des éléments nutritifs, et de capacité a protéger les eaux souterraines de la contamination par
les cations. Ces dernier sont liés aux feuillets d’argile par des forces de nature €lectrostatique
pour assurent la liaison entre eux et possedent la propriété d’étre échangeables. L’intensité de
ces liaisons dépend de la valence de ces cations, qui est probablement le facteur déterminant
dans la capacité d’échange ou de remplacer facilement les cations plus faibles pour des cations
plus élevé (Calvet, 2003).

Par ordre de capacité de remplacement croissante, les ions se classent comme suit :
Li*<Na'<H'<NH4'<K*<Mg?'<Ca?*<AlI**"

D’apres cette série, le lithium est le plus facile a remplacer alors que I’aluminium est le plus
difficile (Calvet, 2003).
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L’essentiel sur les actinobactéries

1. Historique

Les actinobactéries ont été isolés pour la premiere fois par Cohn en 1875 a partir des
échantillons humains (Willliams et al., 1984). C’est en 1943 que Waksman a pu isoler un genre
d’actinobactéries a partir du sol, des matiéres organiques en décomposition, des eaux, de
presque tous les habitats ou la vie est possible (Theilleux, 1993). Ce méme auteur divise en
quatre catégories, I’histoire des actinobactéries. La premicre, est celle de la découverte de leur
role dans la pathologie et va de 1874 aux années 1890. La seconde période de 1900 a 1919 se
rapporte a la mise en évidence et a I’étude des actinobactéries du sol, avec les travaux de
Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis. Ensuite la période de 1919 a 1940 au cours de
laquelle, une meilleure connaissance des germes a été acquise grace aux recherches de
Waksman, de Lieske de Krassilinkov. La derniére époque allant de 1940 a ce jour est celle des
antibiotiques produits par les actinobactéries. C’est en 1940, aprés la découverte de
I’actynomycine que ces bactéries sont devenues 1’objet de nombreuses recherches. Ainsi, ces

bactéries sont devenues les premiers fournisseurs des métabolites (Donadio et al., 2002).

2. Définition des actinomycetes

Les actinomycetes, également reconnus sous le nom des Actinobacteria (Perry et al.,
2004), sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies circulaires et a une
morphologie complexe (Colombié, 2005). Etymologiquement, le mot Actinomycetes a été
dérivé des mots grecs « Aktis » qui veut dire rayon et «Mykes» qui veut dire champignon
« Champignon a rayon» ou champignons rayonnants (Lamari, 2006).

Ces microorganismes ont été considéres comme un groupe intermédiaire entre bactérie
et champignon. Actuellement, ils sont reconnus comme des organismes procaryotes. Pourtant,
ces microorganismes présentent des similitudes a la fois avec les bactéries et avec les
champignons (Andriambololona, 2010) et de I’allure mycosique des maladies qu’ils
provoquent (Gazenko et al., 1981). Elles sont constituées d’hyphes c¢’est-a-dire des filaments
qui irradient par croissance centrifuge tout autour du germes qui leur a donné naissance
(Gottelieb, 1973)

Les actinomyceétes étaient classés dans 1’ordre d’Actinomycétales (Mariat et Sebald,
1990) et ont un pourcentage de guanine-cytosine (G+C%) supérieur a 55%, généralement
compris entre 60 et 75% (Ensign, 1978). Ils comprennent des formes peu évoluées comme le
genre Mycobacterium, ou trés évoluées comme le genre Strptomyces qui forme un véritable

mycélium non fragmenté et sporulant.
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3. Taxonomie des actinobactéries
3.1. Systématique des actinomycetes

Les actinomycétes sont classées dans le domaine Bacteriaet le phylum Actinobacteria
selon Bergey’s manual., 2012. Le phylum Actinobacteria est subdivisé en 06 classes, 23
ordres, 53 familles et 222 genres (Tab.01) (Ruan, 2013).

Tableau 01. Classes, ordres et familles du phylum Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012).

Classe Ordre Famille

Actinobacteria | Actinomycetales Actinomucetaceae
Actinopolysporales Actinopulysporaceae
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae
Catenulisporales Catenulisporaceae, Actinospicaceae
Corynebacteriales Corynebacteriaceae,Dietziaceae,

Mycobacteriaceae, Nocardiaceae,
SegniliparaceaeTsukamerullaceae

Frankiales Frankiaceae, Acidothermaceae,
cryptosporandiaceae, Geodermatophilaceae,

Nokamurellaceae

Glycomycetales Glycomycetaceae

Jiangellales Jiangellaceae

Kineosporales Kineosporaceae

Micrococcales Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,

Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae, Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Micobacteriaceae, promicomonosporaceae,

Rarobacteriaceae, Ruaniaceae
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Micromonosporales

Micromonosporaceae

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae

Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Streptomycetales

Streptomycetaceae

Streptosporangiales

Streptosporangiaceae, Nacardiopcaceae,

Thermomonosporaceae

Acidimicrobiia | Acidimicrobiales

Actinomicrobiaceae

Nitriliruptoria Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae

Euzebyales

Euzebyacea

Rubrobacteria Rubrobacterales

Rubrobacteraceae

Thermophilales

Thermophilaceae

Thermophyilia | Solirubrabacterales

Solirubrobacteraces
Conexibacteraceae

Patulibacteraceae
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Rubrobacterales
Acidimicrobiales

Solirubrobacterales Corynebacterineae | | streptomycineae Propionibacterineae
Coriobacterales Pseudonocardineae Catenulisporineae Micrococcineae

Suborder:

Bifidobacterales Frankineae Micromonosporineae Kineosporiineae
Actinomycetales Streptosporangineae Glycomycineae Actinomycineae

Figure 02. Arbre phylogénétique basé sur le génome basé sur 97 séquences génomiques du

phylum Actinobacteria (Essaid, 2016).
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4. Critéres d’identification et de classification des actinobactéries
4.1. Critéres morphologiques des actinobactéries

Les actinobactéries présentent la plus grande différenciation morphologique parmi les
bactéries a Gram-positif. Cependant, la structure cellulaire des actinobactéries est typique des
procaryotes et totalement différente de celle des champignons. Toute la structure d'une cellule
hyphe correspond a l'organisation bactérienne : le cytoplasme contient des régions d'ADN
génomique, des ribosomes et diverses inclusions, vrai semblablement des substances de réserve
telles que des polyphosphates, des lipides ou des polysaccharides. Les actinobactéries
classiques ont un mycelium radial bien développé. Selon la différence de morphologie et de
fonction, le mycélium peut étre divisé en mycélium de substrat et en mycélium aérien (Figure
01). Certaines actinobactéries peuvent former des structures complexes, telles que les spores,
les chaines de spores, les sporanges et les sporangiospores (Qinyuan et al., 2016). Les modes
de croissance et de fracture du mycélium de substrat, la position des spores, leur nombre, leur
mobilité, les structures de surface des spores, leur disposition sur les hyphes et leurs formes, la
forme des sporanges et le fait que les sporangiospores aient ou non des flagelles, sont autant de

caractéristiques morphologiques importantes de la classification des actinobactéries (Bousnina
et Ghedeir, 2020).
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Figure 03. Colonie d'actinobactérie poussant sur gélose (morphologie commune des
actinomycetes, coupe transversale d'une colonie d'actinobactéries montrant le mycélium du

substrat et le mycélium aérien avec des chaines de conidiospores) (Qinyuan et al., 2016).
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Figure 04. Actinobactéries isolées sur la plaque de gélose a la caséine d’amidon (a, ¢ Vue de
plaque des isolats d’actinomycétes. b, d Morphologies des colonies individuelles) (Anandan,
2016).

4.1.1. Criteres culturelles ou macromorphologiques (Bouras et al., 2008)
Les caracteéristiques culturales des actinobactéries sont déterminées sur différents milieux
de culture. Il s’agit alors de noter :
» Laprésence ou I’absence de mycélium aérien (MA).
» La couleur du mycélium aérien (MA) et du mycélium du substrat (MS).
» La production et la couleur des pigments diffusibles.
» La production ou non de pigments mélanoides.
On utilise les cartes de couleurs pour déterminer la couleur de mycélium et des pigments.
4.1.1.1. Mycélium aérien
Les mycéliums aériens ou secondaires sont plus épais et moins ramifiés, généralement
pigmenté en (gris, vert, rouge...). En revanche, le mycélium du substrat ou primaire qui est
hydrophobe (Pine, 1970).
Le mycélium de substrat est aérobie facultatif. Par contre, le mycélium aérien est aérobie
stricte. La production de ce dernier est influencée par plusieurs facteurs, notamment : la
composition du milieu de croissance, la température d’incubation et la présence de composés

stimulant spécifiquement le mycélium aerien (Kitouni, 2007).
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Les mycéliums aériens ont montré une différenciation suffisante pour que, dans des
conditions fixes, plusieurs isolats puissent étre divisés en plusieurs groupes avec des
caractéristiques morphologiques similaires. (Anandan et al., 2016).Ceci est connu comme I'un
des criteres les plus importants pour la classification du genre Streptomyces en tant qu’espéce
et comprend la structure (coton, veloutée ou poudreuse), la formation d'anneaux ou zones
concentriques et de pigmentation. (Figure 5 a).

4.1.1.2. Mycélium de substrat

Connu sous le nom de mycélium végétatif des actinobactéries ou primaire. Ce dernier
varie en taille, forme et épaisseur. Sa couleur va du blanc ou pratiquement incolore au jaune,
marron, rouge, rose, orange, vert, bleu, violet ou noir (Anandan et al., 2016). Certains hyphes
peuvent produire des pigments soluble dans 1’eau pouvant étre filtré dans le milieu de culture
et rendre ce dernier avec la couleur correspondante, on plus fournissent des références

importantes pour déterminer des nouvelles especes ou hydrosolubles (liposolubles) forment la

colonie avec la couleur correspondante (Figure 5 b) (Qinyuan et al., 2016).

Figure 05. Croissance d’un isolat d’actinobactérie sur le milieu gélosé a I’amidon et la

caséine. a. mycelium aérien b. mycélium de substrat. (Anandan et al., 2016).

4.1.2. Criteres micro-morphologiques

Le caractéristique micro-morphologique des actinobacteries est réalisé par I’observation
des colonies poussant sur les milieux gélosé et par des microscopes optiques ou électroniques.
Les importances critéres micro-morphologiques présenté par (Bouras, 2008; Boudjella, 2007)

sont :
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e La fragmentation ou non du mycélium de substrat(MS).

e La formation des spores exogenes sur le mycélium aérien(MA) et/ou le mycélium du
substrat; leur forme; leur taille et agencement (isolées ou en chaines); la présence ou
non de sporophores, la surface des spores (lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue).

e Laprésence ou non de sporanges sur le mycélium aérien ou sur le mycélium du substrat
; la forme et la taille des sporanges ; le nombre de spores par sporange ainsi que la
longueur des sporangiophores.

e La presence des spores mobiles (Planomonospora, Planobispora, Spirillospora,
Actinoplanes) ou non mobiles (Streptomyces, Streptosporangium, Micromonospora, et
autres genres.)

e La formation d’endospores (Thermoactinomyces) ou de structures spéciales comme les

synnemata (Actinosynnema), les sclérotes,...
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Figure 06. Schémas des différents types de chaines de spores produits par les

actinomyceétes (Essaid et al., 2016).
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Monoverticillate,
no spirals

Open loops, Open Closed Monoverticillate,
primitive spirals, spirals spirals with spirals

Biverticillate, Biverticillate,
no spirals with spirals

Figure 07. Type de structure porteuse de spores chez les streptomyces (Goodfellow et al.,
2012; Bergey’s Manuel, 2012; Anandan et al., 2016).

4.2. Criteres chimiques (chimio taxonomiques)
La chimio taxonomie est un systéme de classification et d’identification basée sur des
propriétés chimiques utilisé pour grouper, délimiter et différencier les microorganismes en

groupes et genres. Les principaux criteres chimiotaxonomiques adoptés dans la classification
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des actinobactéries réecrit par Larpent and Sanglier., 1989; Lechevalier et al., 1977; Staneck
and Roberts, 1974. Qui sont :

Composition du peptidoglycane.

Composition en sucres cellulaires.

Composition phospholipidique des membranes.

Production d’antibiotiques.

Tests biochimiques: Réduction du nitrate ; Hydrolyse de I’urée ; Hydrolyse de 1’acide

hypo-purique ; Synthése de mélanine (Streptomyces).

La chimio taxonomie des actinobactéries implique la distribution de produits chimiques

specifiques dans I'enveloppe cellulaire des actinobactéries telles que les acides aminés, le

sucre(les glucides), les lipides polaires, les ménaquinones, lI'acide mycolique, les acides gras et

la composition de base de I'ADN, en utilisant des techniques chimiques, comme I'extraction, le

fractionnement, la purification, et I’isolement des composés cibles. (Yongxia And Yi, 2016).

Tableau 02. Marqueurs chimiotaxonomiques appliques a I’approche polyphasique des
actinobactéries (Yongxia And Yi, 2016).

Catégories Site en cellule Composition
Chimiotaxonomique Cellule Sucres
Paroi cellulaire Acide aminé

Membrane plasmique

Lipides polaires

Membrane plasmique

Ménaquinones

Membrane plasmique

Les acides gras

Membrane plasmique

Les acides mycolique

4.2.1. Les acides aminés

Les actinobactéries présente plusieurs genres en fonction de différents types de paroi

(ils existent huit groupes chimiques) et leur constituants pariétaux majeurs des acides amines

comme : L-DAP+Glycine (type 1) chez les Nocardioides, Streptomycetes; Lysine + Ornithine
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(type V) chez Actinomyces ; acide Aspartique et de galactose (Type V1) chez Actinomyces,
Arcanobacterium. (Logman, 2009; Backer et al., 1965; Yamaguchi, 1965; Lechevalier and
Lechevalier, 1970).

Dans les pluparts des genres des actinomycétes, L.’acide diaminopimélique (DAP) qui
se présente au niveau des parois sous deux formes isomériques : la forme LL et la forme DL ou
méso. (Backer et al., 1965).ils existe aussi le glycine qui est important taxonomiques chez
certain genres (Holt et al., 1994).

4.2.2. Les glucides(les sucres)

Les actinomycetes peuvent étre divisés en cing groupes selon la distribution discontinue
des principaux sucres. Dans le premier groupe A les parois cellulaires des genres et des especes
contiennent de 1’arabinose et galactose comme Nocardia et Saccharopolyspora, le deuxiéme
groupe B les parois des genres Actinomodura et Streptosporangium contiennent du madurose
(3-O-méthyl-D-galactose), le troisieme groupe C des Streptomyces et des genres apparentés ne
synthétisent aucun glucide, les parois cellulaires du quatriéme groupe D porté 1’arabinose et des
xyloses comme chez Actinoplanes et Micromonospora et le dernier groupe E les parois
cellulaires contiennent du galactose et du rhamnose.

En plus, la présence de 3-O-méthyl-rhamnose chez Catellatospora et de tyvelose chez
Agromyces est importante pour la classification de certains taxons d’actinomycétes (Essaid et
al., 2016).

4.2.3. Les lipides

Chez certains actinomyceétes, les acides aminés et les sucres ne suffit pas pour les
reconnaitre. Pour cette raison, il est essentiel d’utilise d’autre critéres chimique, indispensable
a I’identification des genres, notamment la composition en lipides cellulaires.

Selon Lechevalier et al., 1977, Il existe trois groupes majeurs des lipides
taxonomiquement, les quelles: les lipides polaires, les ménaquinones et les acides mycoliques.
La chose la plus important chez les actinomycetes est phospholipides car elle est fonctionné
pour divise ces actinomycetes en 5 types de phospholipides : P1aP5, ainsi que leur analyse
permet de distinguer les genres qui porté entre eux la méme morphologie et aussi la méme type
pariétale. Par exemple, le type de photospholipidesl trouve chez Actinomadura, phospholipides
2dansStreptomyces, Pseudonocardia...
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4.2.4. Les acides gras

Chez les actinomyceétes, ils y a une variation des acides gras mais les plus connue se
représente sur 2 formes : soit un groupe de molécule de 12 a 20 atomes de Carbones, soit un
groupe de acide mycolique contient environ 20 a 90 atomes de Carbones. La présence de ce
dernier définit comme une caractéristique pour les genres tels que Nocardia, Mycrobacterium
(Larpent and Larpent, 1985).

4.3. Criteres physiologiques et taxonomie numérique

Pour déterminer les différents genres et espéces des actinomycétes ne se basent pas sur
les criteres morphologiques et chimio taxonomiques seul, mais aussi sur des critéres
physiologiques. Ce type de criteres consistent en des tests de degradation de différents
composés organique tel que : glucidiques, lipidiques et protidiques, polymeres complexes,
stéroides. ..

La croissance des actinomycetes est influencée par ces parametres physiologiques en
particulier: I’oxygéne, la tolérance au pH, la température, salinité (NaCl), la résistance aux
certains agents chimiques comme les antibiotiques et divers autres agents (Athalye et al., 1985).

4.3.1. Oxygene
Selon le type répertoire, les actinomycetes sont divisés en 2 formes différentes

> Les formes fermentatives, anaérobie stricte ou anaérobie facultative comme

Actinomyces.

Ce genre ayant des caractéristiques particuliéres qui sont : saprophytes, obligé des cavités
naturelles de ’homme et des animaux supérieurs, ne jamais retrouvés dans le sol.

> Les formes oxydatives, aérobie comme Streptomyces.
Ce genre est considéré le sol comme le réservoir principale pour disséminées, en particulier
dans I’air (Aouar, 2012).

4.3.2. Température

La température optimale de croissances des actinomycétes mésophiles entre 25 et 30°C.
Il existe des autres especes thermophiles comme Thermoactinomyces, caractérise par une
température optimale entre 50 et 60°C (Rangaswami et al., 2004).

4.3.3. Le pH

La majorité des actinobactéries sont des bactéries neutrophiles leur pH entre 5 et 9. Dans
le Streptomyces, il ya une forte croissance dans les sols acides a cause de pH compris entre 3,5

et 6,5 et caractérisé acidophile (Aouar, 2012).
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4.3.4. Tolérance pour NacCl

Les actinomyceétes sont divisés en 2 groupes selon leurs exigences en Na Cl

> Les halophiles ayant une concentration varie partir de 1-6 % (Poids/VVolume)
Pour les halophiles faibles, jusque 15-30 % pour les bactéries halophiles extrémes.

> Les halotolérants ayant une concentration modérée en sels mais non obligatoires pour

leurs croissances. Les Iégerement tolérants entre 6 a 8 % de Na CI (Poids/VVolume); les
modérément tolérants entre 18 a 20 % de Na CI ; et les extrémement tolérants se
développe de 0 % jusqu'a saturation Na CI (Djaballah, 2010).

Bien que ces crinieres physiologiques aient longtemps été appliqués paralléelement aux
descriptions morphologiques, leur efficacité réelle n’apparait que lorsqu’ils sont utilisés dans
le cadre d’une taxonomie numérique (Athalye et al., 1985), ce qui contribué a facilité les
difficultés inhérentes a 1’interprétations des principaux résultats obtenus. Cette méthode de
classification développée a la fin des années 1950, permet de définir la relation entre organismes
en utilisant les coefficients de Jaccard (Coefficient utilisée pour mesurer la similarité entre
diverse échantillons finis). La somme d’échantillon est définie comme la taille de I’intersection
divisée par la taille de I’union des ensembles d’échantillons (Paul, 1912). Par conséquent, selon
I’indice de (Sneath, 1989).

4.4. Critéres moléculaires

Les analyses moléculaires sont trés importantes pour retracer les parentés phylogénétiques
des souches, soit par regrouper ou par séparer pour obtenir a la fin la détermination des
nouvelles especes (Lamari, 2006).

Selon Balagurunathan et al., 2010, Les principales techniques d’analyse moléculaires

utilisées sont :
4.4.1. Le séquencage de ’ADN ribosomique 16S

Le séquengage de I’ADN ribosomique 16S et la réaction de polymérisation en
chaine(PCR), sont des techniques fidéles et rapides pour I’identification et classification
phylogénique des actinomycetes. La technique de ARNr 16S utilisé pour identifie les

actinomycetes de fagcon moléculaire.

Chez la majorité des bactéries, en trouve un géne chromosomique de taille environ
1500paire de base, caractérisé par des régions fortement conservé des séquences courtes

spécifiques pour des genres et des especes (Weisburg et al., 1991; Cook and Meyers, 2003).
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4.4.2. Hybridation ADN-ADN

La méthode de I’hybridation de ADN-ADN permet de considéré le degré de parenté
entre deux microorganismes, et détermine la relation entre les taxons associe étroitement

comme les espéces.

La réalisation n’a été passible qu’apres la découverte du phénomeéne de renaturation de
I’ADN par Marmur et Doty, 1962. Les méthodes d’hybridation AND-ADN sont basé par le
mélanges de deux ADN dénature qui provenant par deux bactéries différents. Il existe deux

formes de duplex hétérologue, lorsque en étude la fonction des similitudes des séquences:

> Siles ADN des deux bactéries ayant une similarité importants, il se produit d’abord un
appariement étroit dans le segment qui porte les bases complémentaire, puis le duplexe
se compléte proche en proche.

> Si les ADN des deux bactéries caractérise par des séquences tres variables et différents,
il peut se produire un appariement au niveau de quelque bases complémentaire dans la
zone limites, mais le reste des fragments ne a ‘associe pas ou seulement par quelque
liaison hydrogéne épares. Les souches appartenant aux mémes especes auront
généralement 70% d’homologie ADN-ADN et plus.

La technique de hybridation ADN-ADN présente plusieurs avantages, tel que on a la
capacité de appligue dans tous les espaces cultivables; les résultats ne sont pas ou peu affectés
par les mutations ou par la présence de plasmides; qui est porte sur I’ensemble du génome

(plasmides exceptes) (Kitouni, 2007).
4.4.3. Détermination du pourcentage de G+C

En 1950, Chargaff et al., ont prouvé que la teneur en bases puriques et pyrimidiques de
I’ADN peut varie, mais elle est relativement constante pour les individus qui est trouvé dans la
méme especes. La valeur de GC% est dispersée entre 60 et 70% chez les bactéries.
Actuellement, il est reconnu que les bactéries qui ont un pourcentage de GC differe de plus de
5% ne peuvent pas appartenir aux mémes espéeces, et les bactéries qui différent de plus de 10%
en pourcentage de GC ne peuvent appartenir a un méme genre. Cependant il faut attention car

les différents groupes taxonomiques peuvent avoir le méme %G+C (Gasmi, 2019).
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Tableau 03. GC % de quelques genres d’actinomycétes (Colombié, 2005).

Genre G+C%
Mycobacterium 64-70
Actinomyces 63-73
Nocardia 67-69.4
Streptomyces 69-76
Micromonospora 71.4-72
Actinoplanes 70.6-76

5. Méthodes d’isolement des actinomycétes

Les méthodes sélectives d’isolement de ces microorganismes sont trés importantes afin
d’étudier leur écologie et la sélection des souches d’importance industrielle (tableau 04). Elles
impliquent 1’utilisation des milieux de culture sélectifs, surtout ceux additionnés
d’antibiotiques. Les prétraitements sont indispensables en vue de favoriser 1’isolement de
certaines souches actinomycétales et d’empécher la croissance des microorganismes
indésirables (Haykawa, 2008).
Tableau 04. Quelques méthodes d’isolement d’actinomycétes a partir du sol (Haykawa, 2008)

Prétraitement Milieu de culture Genres isolés
physigue : Hv agar avec ou sans acide | Streptomyces et autre genres
chauffage (120°C/1h). nalidixique et

trimethroprime.
Plusieurs actinomyceétes rares
Hv agar avec acide | (Spirilliplanes).

nalidixique.
Chimigue : Hv  agar et acide | Streptomyces et autres genres.
SDS 0.05% et extrait de | nalidixique

levure 5%.
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Physigue et chimigue : Hv agar avec kanamycine, | Actinomadura viridis
Chauffage (110°C/1h) et | josamycine, lysozyme et

phenol (1%). acide nalidixique.

Enrichissement : Hv agar avec acide | Actinoplanes

Réhydratation nalidixique et | Actinosynnema
(30°C/90min, trimethropine. Actinokineospora
1500%g/20min). Kinosporia

Incubation en présence Streptomyces et autres genres
d’humidité et séchage.

Tableau 05. Effet de prétraitements pour la récupération des actinomycetes (EI-Nakeeb et
lechevalier, 1962).

Prétraitement Pourcentage des | Actinomycetes milliers/g
actinomycetes de la | dusol
population microbienne
totale

Carbonate de calcium 81 9.750

Propionate de sodium 58 90

Phénol 35 21

Centrifugation 45 13

(1500xg/20min)

La caséine, I’amidon, la chitine et I’acide humique constituent des substrats électifs pour
isoler les actinomycétes rares (Cho et al., 1994). Le milieu Amidon-Caséine est utilisé par de
nombreux auteurs pour 1’isolement de Streptomyces a partir des sols arides (Hagedorn, 1976).
Le milieu Amidon-Caséine est considéré comme un milieu de choix permettant un bon
développement du mycélium aérien, comme étant le milieu le plus approprié pour la sélection

et la croissance des actinomyceétes (Williams et Davies, 1965) (Le tableau 06).
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Tableau 06. Influence de trois milieux d’isolement sur le nombre d’actinomycetes a partir d’un
sol aride (Cai et al., 2009).

Milieu Amidon- | Milieu  amidon | Glycérol
Caséine ammonium aspargine agar
Nombre des | 1,38.10° 2,2.106 2,18.108
actinomycetes
meésophiles
Nombre des | 1,2.10° 5,81.10% 7,84.10
actinomycetes
cryophiles

6. Ecologie des actinobactéries

Les actinomycétes sont des germes ubiquitaires, rencontrés sur tous les substrats
naturels (Williams et al., 1984). lls constituent une part importante de la microflore tellurique :
10 a 20% ou parfois plus (Dommergues et Mengenot, 1970).

Ils ont une large distribution dans la nature et sont généralement saprophytes, mais
quelques formes sont pathogénes pour I’homme, les plantes ou les animaux. Elles sont
retrouvées dans tous les écosystemes (sol, eaux douces et salines et air).

L’habitat le plus important des actinomycétes est le sol dont le genre Streptomyces est
le plus abondant et le plus isolé. La majorité des actinomycétes vivent dans des conditions
d’humidité peu élevées ou 1’activité de I’eau est treés basse (Belyagoubi, 2014).

IIs sont présents dans des sols polaires gelés en permanence tout comme dans les sols
désertiques chauds et secs, dans le pétrole brut, les sols hautement contaminés avec les métaux
lourds et les lacs extrémement alcalins et les lacs salés et méme dans les sédiments océaniques
situés a plus de 4000m de profondeur (Cross, 1981).

Tableau 07. Répartition des actinomycetes dans la nature (Goodfellow and Williams, 1983)

Genres Habitats
Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere
Frankia Nodule de racines
Microbispora Sol
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Micromonospora Sol, eau

Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiere

Sacchromonospora Matiére en décomposition

Streptomyces Sol, eau, litiere

Streptosprangium Sol

Thermomonospora Matiere  en décomposition et
fermentation

Le sol est la source d’une diversité étonnante des microorganismes. Il présente une
grande densité de population Actinomycetales. Numeériquement, ils sont moins prédominants

que les autres bactéries mais bien plus que les champignons (Harvey, 1999).

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et divers autres
substrats. Ils représentent 80 a 95% des actinomycétes (Lacey, 1973). Aprés Streptomyces, les
genres les plus fréquents sont Nocardia et Micromonospora (Dommergues et Mangenot,
1970). Les autres genres ne constituent qu’une fraction minime st sont parfois peu fréquents ou

méme assez rares.

Dans les sols sahariens, les actinomycetes constituent entre 15 et 60% de la totalité des
microorganismes et peuvent méme dépasser les 85% dans les horizons profonds des sols des
palmeraies (Badji, 2006). Cependant, ces sols sahariens sont caractérisés par une trés grande
diversité générique par des genres peu fréquents, voir méme assez rares dans le monde,
comme : Actinomadura, Nocardiopsis, Streptosporangium, Spirillospora, Planomonospora,
Oeskovia, Saccharomonospra, Thermoctinomyces, Thermomonospora, etc. (Sabaou et al.,
1998).

Les actinomycétes ont été également mentionnés dans les milieux marins. L’opinion
selon laquelle des actinomyceétes coloniseraient les milieux marins est tres controversée. Selon
les uns, les souches d’actinomycetes isolées de tels milieux seraient que des formes terricoles
adaptées a la salinité de I’eau de mer ; selon d’autres, il existerait bien une flore d’actinomyceétes
propre aux seédiments caractérisée par sa Baro-tolérance, son halophile et une température
optimale faible (Weyland, 1981)
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L’air constitue pour les actinomycétes, non pas par habitats, mais un moyen de transport
(Gazeko et al., 1998). Les spores de certains actinomycetes se développent dans des matériaux
détériorés provoquant lorsqu’elles sont inhalées, des maladies respiratoires. Les spores
d’actinomycétes thermophiles sont produites en grande quantité et sont facilement mises en
suspension dans 1’air, lors de manipulations de matériaux détériorés et leur dissémination se

fait facilement grace au mouvement de I’air (Mazodier, 1974).

7. Cycle de développement des actinobactéries

Le cycle de développement des actinomycetes est tres similaire a des champignons.
Toute comme les eucaryotes multicellulaires, les actinomycetes possédent un cycle de vie qui
est le résultat de trois processus physiologique majeurs : la croissance végétative, la
différenciation et la sénescence cellulaire puis la mort (Danielnko et al., 2005).

Ce cycle commence lorsqu’une spore se dépose dans un milieu riche en nutriments. Cela
stimule la spore a sortir de son état dormant et subir une germination pour former des tubes
germinatifs. Les tubes germinatifs se développent et les cellules ne subissent pas une session
binaire. Par I’extension et la ramification, les tubes germinatifs donnent naissance a un réseau
de filaments qui se développent dans et a travers la surface d’une plaque de gélose. Ce réseau
est appelé mycélium de substrat (FIrdh et Buttner, 2009).

Au fur et a mesure que la colonie commence a se différencier. La différenciation aboutit a la
formation d’un nouveau type de cellule, les hyphes aériens multi géniques en spirale est
terminée, le mycélium se différencie.

Les hyphes aériennes subissent une division cellulaire synchrone donnant naissance a
compartiments mongoloides, chacun d’entre eux se développera en une spore résistante
(Hasani et al., 2014). La plupart des actinomycétes sont immobiles. Cependant, certains
produisent des spores flagellées appelées zoospores.

Les spores d’actinomycetes présentent une grande variété d’arrangements
(Belyagoubi, 2014)

e Des spores isolées (Micromponospora)

e Deux a deux longitudinalement (Microbispora)

e En courtes chainettes (Actinomadura)

e En longues chainettes (Streptomyces) : les chainettes de spores peuvent étre ramifiées
ou non, flexibles ou en spirales. Elles peuvent étre rayonnantes autour d’hyphes

sporophores.
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8. Métabolisme des actinobactéries

Généralement les actinobactéries sont des organismes heétérotrophes, qui ont des
exigences réduites et tirent leur énergie a partir d’une source trés variée de substrats azotés et
carbonés. En conséquence, ils sont tres largement distribués dans la nature. De nombreuses

especes sont fortement protéolytiques et agro lytiques (Hsu et Lockwood, 1975).

Les actinomycetes sont fréquemment bactériolytiques grace a des enzymes
hydrolytiques capables de fragmenter les peptides de la paroi, leurs propriétés antimicrobiennes
sont aussi bien connues et un bon nombre d’antibiotique sont produits lors de leur croissance.
L’équipement enzymatique des actinomycetes est trés diversifiés, il est a 1’origine du role
écologique majeur de ces organismes. Leurs variétés et leur importance quantitative, dépendent
de nombreux facteurs comme le pH, la matiére organique, les saisons, traitement agricole, etc.
les actinomycetes sont aussi important en milieu hydrique, dans les eaux douces, les rivieres et

les fleuves.

9. Importance des actinomycetes dans les différents domaines

Les actinobactéries sont bien reconnues pour leur production de métabolites primaires
et secondaires qui ont des applications importantes dans divers domaines
(Figure 08)

it
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Figure 08. Application biotechnologiques des actinomycetes (Anandan et al., 2016).
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9.1. Importance dans le domaine de la biotechnologique

Les actinobactéries sont également importants dans la biotechnologie et surtout dans la
biotechnologie végétale car les souches ayant une activité antagoniste contre les agents
pathogenes des plantes sont utiles dans la lutte biologique.

L’importance d’un grand nombre d’enzymes d’actinomycétes et leur potentiel pour
remplacer les catalyseurs chimiques sont discutés. L’étape la plus important vers la révolution
de la ‘technologie vert ‘est la commercialisation réussie de ces enzymes. La réduction du coft
de production des enzymes est démontrée par la production d'endo-glucanases a partir de
Streptomycessp,sur des substrats a faible colt. Ces initiatives de production a faible codt
peuvent étre étendues a d'autres enzymes et métabolites. De nouvelles propriétés telles que la
stabilité thermique et ionique et un meilleur rendement rendent ces systémes infaillibles et
régénérateurs. L’activité des enzymes des actinomycétes ne se limite pas a la conversion du
substrat, mais s’étend au controle biologique des agents pathogenes des plantes dépendant du
quorum-sensing, par  D’effet les enzymes dégradant 1’acyl-homosérine-lactone des
actinomycetes endophytes.  Streptomyces lunalinharesii  produite des substances
antimicrobiennes contre les bactéries sulfato-réductrices communément responsables de la
corrosion dans l'industrie pétroliere, avec une capacité a remplacer les biocides existants. Il
existe aussi une technique efficace dans I’industrie alimentaire, c’est I’ajout d’antioxydants
naturels. (Nawani et al., 2013).

Des enzymes telles que I'amylase, la lipase, le xylanase, le pectinase, la protéase, le
chitinase et le cellulase produites a partir des actinomycetes jouent un rdéle important dans
l'industrie alimentaire, la fermentation, I’industrie du textile et du papier (voir le chapitre
suivant).

9.2. Importance en domaine médicale et vétérinaire

Les actinobactéries sont les meilleurs microbes créatifs par rapport aux autres micro-

organismes produisant des composés bioactifs. Ces composeés biologiquement actifs sont utilisé
comme agents thérapeutiques et pour la protection des cultures (Saranya et al., 2022).
En effet, ils sont capables de synthétiser de nombreux produits naturels y compris les
alcaloides, les polycétides, les stérols et autres (Tab. 08). Ces produits naturels ont des
potentialités de lutter contre certaines maladies majeures comme le cancer, le HIV,
I’infections microbienne et protozoaires et I’inflammation sévéres et autres (Syed et al.,
2017).

Ces microorganismes produisent aussi des antioxydants cytotoxiques afin d’aidé

I’organisme a lutté contre le stress oxydant (déséquilibre radicalaire et absence les capacités de
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défense antioxydant) qui peut favoriser la survenue de pathologies (cancer, maladies
cardiovasculaire...) (Amandine, 2016), il existe aussi des agents anti tumoraux,
immunosuppresseurs pour inhiber ou prévenir I’activité du systéme immunitaire par exemple
prévenir le rejet de greffe d’organes ou traiter les maladies auto-immunes ou maladies
susceptibles d’étre d’origine auto-immune, des inhibiteurs d’enzymes et des pigments
(Dharmaraj, 2010). Les composeés bioactifs ont une large application dans le demain industrie
d’animaux, car non seulement utilisé¢ pour tuer les maladies des animaux et des plantes, mais

aussi pour augmenter les rendements zootechniques dans 1’alimentation.

Tableau 08. Importance médicale de certains antibiotiques produits par le genre Streptomyces
et leur maladie ciblée (Bouchlaghem et Aggoun, 2020).

Organisme ou maladie ciblée | Antibiotiques Organisme producteur
Typhoide Chloramphénicol Streptomycesvenezuelae
Tuberculose et Lepre Rifampicine Amycolatopsis

Streptomycesmediteranei

Staphylococcus aureus Vancomycine Amycolatopsis

Méthicilline résistant(SARM) Streptomycesorientalis

Cancer Daunomycine Stremptomycescoeruleorubidus
Pathogénes résistants a la Acide clavularique Streptomycesclavuligerus
pénicilline

9.3. Importance dans le domaine agronomique

Les actinomycétes ayant un r6le important dans le recyclage de la matiere organique
grace a leur capacité de dégrader des substances complexes et incapables d’étres décomposé
par les autres bactéries non mycéliennes et les champignons. En plus ils protegent les racines
des plantes contre les invasions des champignons. Elles sont capable aussi de dégrader ou de
recycler les toxines produites par des champignons toxinogénes et par la suit on été réduit le
teneur dans les produits fine aux en agro-alimentaire (Lamari, 2006).
Les membranes de nombreux genres d'actinobactéries peuvent étre utilisés pour la
bioconversion de déchets agricoles et urbains pour utilisés comme des produits chimiques de
grande valeur (Anandan et al., 2016). Ainsi que Les antibiotiques des actinobactéries utilisés
aussi dans le traitement de certaines maladies des plantes, tel que La blasticidine est active sur

Piriculariaoryzae, un pathogene du riz (Tomita et al., 1990).
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Actinobactéries provenant des sols arides et semi-arides comme
source d’enzymes

1. Définition des enzymes

Les enzymes sont des biocatalyseurs qui assurent le déroulement de toute réaction
métabolique des organismes vivants en synthétisant ou en modifiant des molécules organiques
essentielles des cellules vivantes. L'utilisation de ces molécules facilite notre vie dans plusieurs
domaines : médecine, industrie agroalimentaire, industrie cosmétiques, industrie
pharmaceutique (Boukahili et al., 2020). La plupart des enzymes sont des protéine et d'autre
sont des acides ribonucléiques (TAO et al., 2020).

2. Classification
Les enzymes sont classées par la commission des enzymes (EC) (TAO et al., 2020)

(tableau 09).

Tableau 09. Différentes classes d’enzymes (Garet, 2014).

Classes Réaction catalysées et leurs roles
EC 1 Oxydoréductases Catalysent les réactions d’oxydo-réduction.
EC 2 Transférases Transférent un groupement fonctionnel (exemple groupe

méthyle ou phosphate).

EC 3 Hydrolases Catalysent I’hydrolyse de diverses liaisons.

EC 4 Lyases Brisent diverses liaisons par d’autres procédés que

I’hydrolyse et I’oxydation.

EC 5 Isomérases Catalysent les réactions d’isomérisation dans une simple
molécule.
EC 6 Ligases Joignent deux molécules par des liaisons covalentes.

3. Enzymes synthétisées par les actinomycetes des sols arides et semi-arides.

Les actinomycetes sont connus d’étre d'excellents producteurs d'enzymes a utilisation
industrielle. Les enzymes produit par les actinomycétes isolés a partir des écosystemes arides
et semi-arides sont multiples et variées tel que: les cellulases, les protéases, les kératinases, les

amylases, les xylanases, les lipases, les chitinases et les pectinases (Park et al., 2002).
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3.1. Cellulases

Les cellulases sont des enzymes industrielles synthétisées par certains genres des
actinobactéries comme : Streptomyces, Thermobifida et Micromonospora (Praksh et al.,
2013).

3.1.1. Mécanismes d’action des cellulases

D’aprés les travaux de Saini et al., 2015, Il existe plusieurs types de cellulase on cite:

e Les exoglucanases : sont des enzymes agissent sur les extrémités réductrices ou non

réductrices des chaines de la cellulose qui libérée des unités de la cellulose.

e les endoglucanases : hydrolysent la liaison glycosidique au hasard a I’intérieur des

chaines de cellulose et libérant des unites de différents longueurs.

e cellobiohydrolase : hydrolysent et coupent les liaisons B-1,4-glycosidiques aux

extrémités non réductrices et libérent des unités de cellobiose (cellulose cristalline).

e [-glucosidase: hydrolyse les unités de cellobiose en glucose monomere.”

L’action des cellulases sur une solution de cellulose aboutit a la libération de sucres
réducteurs. Ces deniers donnent lieu en réduisant certains réactifs chimiques a des produits
chromogenes (Fig. 09). L’intensité de la couleur formée, qui est fonction de la quantité des
sucres libéré, est traduite par des mesures spectrophoto-métriques en activité enzymatique
(Ghose et Sahai, 1979). Deux méthodes sont couramment utilisées; la méthode a I’acide
dinitrosalisylique (Sumner, 1921; Miller, 1959 ; Baily et al., 1992) et la méthode au réactif de
Folin-Cieucalteu (Somogyi, 1951).
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Figure 09. Schéma d’hydrolyse la cellulase. (Saini et al., 2015).
3.1.2. Application des cellulases

Les applications des cellulases sont multiples et variés. Les plus connues sont
regroupées dans le tableau 10.
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Tableaul0O. Applications des cellulases dans divers industries (Ramesh et al., 2011).

Industries

Applications

Agriculture

Lutte contre les agents pathogenes et les maladies des

plantes; génération de protoplastes végétaux et fongiques; amélioration
de la germination des graines et amélioration du systeme

racinaire; amélioration de la croissance et de la floraison des

plantes; amélioration de la qualité du sol; réduction de la dépendance

aux engrais minéraux.

Bioconversion

Conversion de matériaux cellulosiques en éthanol, autres solvants,
acides organiques et protéines unicellulaires, et lipides; production
d'aliments pour animaux riches en énergie; amélioration de la qualité
nutritionnelle des aliments pour animaux; amélioration des
performances des ruminants; amélioration de la digestion et de

I'absorption des aliments; préservation d'un fourrage de qualité.

Détergents

détergents a base de cellulase; action nettoyante supérieure sans
endommager les fibres; amélioration de la luminosité des couleurs et de
I'élimination de la saleté; éliminer les protubérances rugueuses des

tissus en coton; anti-ré déposition des particules d'encre.

Fermentation

Maltage et brassage améliorés; amélioration du pressurage et de
I'extraction de la couleur des raisins; amélioration de I'aréme des
vins; amélioration de la fermentation primaire et de la qualité de la
biére; amélioration de la viscosité et de la filtrabilité du

mo0t; amélioration de la clarification des mo(ts dans la production de

vin; amélioration du taux de filtration et de la stabilité du vin.

Aliments

Libération des antioxydants des marcs de fruits et de

Iégumes; amélioration des rendements dans I'extraction de I'amidon et
des protéines; amélioration de la macération, du pressage et de
I'extraction de la couleur des fruits et Iégumes; clarification des jus de
fruits; amélioration de la texture et de la qualité des produits de
boulangerie; purées de fruits a viscosité ameliorée; amélioration de la
texture, de la saveur, de I'ardbme et des propriétes volatiles des fruits et

Iégumes; amertume contr6lée des agrumes.
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Pates et papiers | Co-additif dans le blanchiment de la pate; réduction en pate
biomécanique; drainage amélioré; désencrage enzymatique; besoins
énergétiques réduits; réduction des besoins en chlore; amélioration de
la brillance des fibres, des propriétés de résistance et de I'exemption et
de la propreté de la pate; amélioration du drainage dans les

papeteries; production de carton biodégradable, d'essuie-tout et de

papier hygiénique.

Textile Bio stone de jeans; bio polissage de fibres textiles; amélioration de la
qualité des tissus; propriété d'absorption améliorée des

fibres; assouplissement de vétements; stabilité améliorée des tissus
cellulosiques; élimination de I'excés de colorant des tissus; restauration

de la luminosité des couleurs.

Autres Extraction améliorée des caroténoides; amélioration de I'oxydation et
de la stabilité de la couleur des caroténoides; amélioration de
I'extraction de I'huile d'olive; malaxage amélioré de la pate

d'olives; amélioration de la qualité de I'huile d'olive; réduction du
risque de déchets de biomasse; production de molécules

hybrides; production de cellulosomes de créateurs.

Dans les travaux de Boughachiche et al., 2005, des échantillons de sol saharien de
Boussadda ont été testés et analysés pour leurs biodiversités en actinobactéries capables de
synthétiser des cellulases. L’activité cellulosique des isolats a été évaluée par la méthode des
cylindres d’agar sur un milieu contenant le Carboxyle Méthyle Cellulose (CMC) comme seule
source de carbone. Cette methode consiste a ensemencer les souches a tester sur la surface du
milieu CMC, contenant des cylindres de gélose de 6 mm de diameétres. Les boites de Pétri sont
ensuite incuber pendant 5 jours & 28°C. La révélation de I’activité des cellulases a été réalisée
a I’aide d’une solution de rouge Congo a 0.1% (p/v) pendant 20 min, suivi de lavage avec une
solution de Na Cl a 1M pendant 15 min (Ninranjane et al., 2007).Des halos oranges claires
autour des cylindres sur un fond rouge correspondent aux zones d’hydrolyse de la CMC. Dans
ces mémes travaux, les chercheurs ont réalises des pré-cultures sur milieu liquide contenant 2
ml de CMC. Les erlenmeyers de 100 ml de volume, sont mises en fermentation dans un bain

marie agité pendant 5 jours a 28°C. Afin de mettre en évidence ’activité cellulasique, sur le
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surnageant des cultures sont récupérés par centrifugation a (8000 g pendant 10 min a 4°C),

selon la technique préconisée par Grigorevski de Lima et al., 2005.

Dans les travaux de Laishram et al., 2019, des échantillons de sol ont été prélevés a
une profondeur de 5 a 10 cm de la rhizospheére de Panax bipinnetifidus de la région de Domang.
Ces environnements arides font partie de la région de I'Himalaya oriental. Plusieurs milieux ont
¢té utilisés dans cette étude afin d’isoler des actinobactéries. Il s’agit de la Gélose a I'amidon
et a la caséine (SCA) et la Caseéine Amidon Peptone Extrait de levure Gélose a I'extrait de malt
(CSPY-ME).Tous les isolats ont été testés pour leurs aptitudes a produire des enzymes
extracellulaires. Permis ces isolats25 (soit 96 %) de 1’ensemble des actinobactéries récoltées,
ont montré une capacité de production de la cellulase. Les autres actinomycetes ont montrés
d’autres activités enzymatiques. La présence de cette enzyme a été mise en évidence par la
technique de Kasana et al., 2008. Cette technique consiste a inoculer dans un milieu gélosée
basale, contenant 0,5 % de carboxyle méthyle cellulose (CMC) avec les isolats
d’actinobactéries. Les boites ont été incubées a 28°C pendant 7 jours. Apres incubation, les
plagues ont ensuite été inondées d'iode de Gram et observées apres 5 minutes. L'iode de Gram
forme un complexe noir bleuatre avec la cellulose mais pas avec la cellulose hydrolysée,
produisant ainsi une zone claire distincte autour des isolats producteurs de cellulase. Des
plaques sans CMC (sans substrat) ont été utilisées comme témoins dans toutes les expériences.
La formation d'une zone claire indique un résultat positif pour la production de cellulase par les

isolats qui ont été enregistrés.

Dans les travaux relativement récents de Reffas, 2017, 16 souches des actinomycetes
ont été collectées et isolées a partir des échantillons prélevés dans un sol aride au japon. Le
milieu utilisé dans cette étude est le CMS (cellulose medium Salt) composé en (g/l) : peptone
10g; CMC (cellulose microcristalline) 10g; Ko:HPO4 2g ; Agar 10g ; MgSO4 0.3g ; (NH4)2SO04
29 ; Gélatine 2g et pH 7. Les cultures sont incubées & une température de 30°C pendant 48
heures. Les boites de pétri ont été inondé avec une solution de rouge Congo a une concentration
de 1% puis lavées avec une solution de 1M de Na Cl. Les zones d'hydrolyses, indiquent des
tests positifs. Les résultats ont montré qu'il y avait 5 souches d'actinomycétes qui hydrolysent
la cellulose. Par ailleurs, 1’étude du suivi de la cinétique enzymatique et I'optimisation des

différents paramétres impliqués dans la production de la cellulase. Les 5 souches sélectionnées
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sont de grandes productrices de la cellulase qui pourrait étre exploitée dans le domaine

industriel.

D’apres les travaux de Al-Tai et al., 1989, La souche AT7 a été isolée a l'origine d'un
échantillon de sol aride prélevé a Abou-Graib (pres de Bagdad). Ensuite, la gélose minerale-
salée & basse et haute viscosité et 1% d'agar ont été inoculés en surface en deux exemplaires par
une boucle de suspension de spores de la souche AT7 cultivée sur une gélose nutritive. Les
milieux des plaques ont été ajustés a différents pH (entre 4 et 10) avant I'autoclavement et ont
été inoculés pendant 3 jours a différentes températures (28°, 37° et 48°C) et pour détecter
I’activité du cellulase ont été utilisé une solution de bromure de acétyltriméthylammonium 1%.
En outre, la croissance et les caractéristiques morphologiques d'AT7 sur le milieu susmentionné
ont été étudiées en utilisant diverses concentrations de CMC, a faible viscosité (1 ;2 ; 3 ; 4 et
5%) et différentes températures d'incubation (28°, 37°, 48° et 55°C) pendant 3-6 jours. Les
résultats ont été indiqués que, la souche AT7 décrite comme une souche Streptomyces sp. AT7
et se caractérise par la formation d'hyphes végétatifs non fragmenté. Cette souche était capable
se developper et produire la cellulase a ph acide et alcalin et a diverses températures de
croissance (28°C-48°C).

Dans les travaux de Yassien et al., 2014, La souche de Streptomyces qui produit la
cellulase, a été isolée d'un échantillon de sol aride en Arabie Saoudite et identifiée
comme Streptomyces longispororuber par séquencage de I'ADNr 16S. Cette souche a été
ensemencé en stries sur le milieu gélose amidon-nitrate agar. Une suspension sporale a servi a
ensemencer un milieu liquide a base de carboxyméthyl-cellulase (CMC) et incubé a 30°C
pendant 96 h. Apres incubation, la culture a été centrifugé a 12 000 x g pendant 20 minutes. Et
par la suite a été purifié par la précipitation au sulfate d'ammonium, diéthylaminoéthyl cellulose
et chromatographie sur gel Sephadex G-75. Les résultats obtenus indiquent, que l'activité
enzymatique est positive et est maximale a pH 6-6,5 et & température de 50°C, tandis que la
stabilité maximale a été obtenue a pH 6.

D’apres les travaux de Jaradat et al., 2008, vingt échantillons de sol ont été collectés
dans 20 régions de la Jordanie. Un enrichissement des Streptomycéte sa été décrit par (Saadoun
et al., 2008). Les colonies sélectionnées ont été purifiées et testés pour leurs capacités a

produire de la cellulase sur un milieu de gélose. Chaque isolat a été mis en suspension dans un
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flacon stérile contenant 3 ml d'eau distillée, pour créer une suspension de spores de 10’
spores/ml. Une goutte de 0.1 ml de chaque suspension sporale, a été cultivée au centre d'une
plaque d'agar-cellulose (CA) et incubés pendant 4 jours & 28°C, ensuite inondées avec 0,1% de
rouge Congo pendant 15-20 min. Un lavage avec 1ml de NaCl a été réalisé. Un melange
réactionnel composé de 0,2 ml de solution d'enzyme brute et 1,8 ml de 0,5% de
carboxymethylcellulose (CMC) dans un tampon phosphate de sodium 50 mm (pH 7,0) a été
incubé a 37 °C dans un bain-marie a agitation pendant 30 minutes. La réaction a été arrétée par
I’ajout de 3 ml de réactif DNS. La production de cellulase a été évaluée en mesurant la quantité
de glucose libérée en pmol/ml/min en utilisant la meéethode de dosage de I'acide
dinitrosalicylique. L'activité enzymatique la plus élevée a été observée apres 3 jours
d'incubation a pH 7 et a 60 °C dans un milieu complété par 0,5 % de glucose, 0,2 % d'amidon
et 0,2 % et de 0,2 % de NH4CL et diminuées & 45 °C et a un pH acide.

Dans les travaux de Macedo et al., 2013, Un isolement des actinobactéries dégradant la
cellulose a été réalisé dans des sols arides au brésil. D’aprés Cette étude, une souche
prometteuse a été sélectionnée et identifiée comme Streptomyces sp. SLBA-08. Cette souche a
été testée pour la production de la cellulase en milieu minéral en utilisant différentes sources de
carbone (bagasse de sisal, bagasse de canne a sucre et paille), ainsi que du sulfate d'ammonium
a différentes concentrations comme source d'azote. Les résultats obtenus indiquent que
Streptomyces sp. SLBA-08 était capable de produire de la CMCase (Carboxylmethyl cellulase)

en utilisant des résidus lignocellulosiques avec une activité optimale a pH6 et 50°C.

3.2. Protéases

Il existe plusieurs genres d'actinomycetes qui produisent les protéases. Ce sont
généralement les Streptomyces, les Nocardia et les Nocardiapsis (Mukhtar et al., 2017).
Plusieurs facteurs peuvent affecter la sécrétion de protéase par les bactéries. Il s’agit
principalement de la température, du pH et de la concentration de chlorure de sodium...
(Vonthini et al., 2008).

Les protéases des Nocardiopsis spp, sont utilisés pour I'épilation des cuirs et des peaux
dans l'industrie du cuir (Preaksh et al., 2013). Les protéases des Streptomyces spp. sont
employeées dans les déchets agroindustrielles par exemple : les plumes et les ongles et dans les
déchets végétaux (Mukhtar et al., 2017).
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Les protéases sont utilisées également dans la synthése et/ou I'nydrolyse de liaisons
peptidiques, d'esters et d'amides des acides carboxyliques. Ce sont des outils efficaces pour la
résolution de paires d'énantioméres, ainsi que des aides nutritionnelles comme aides digestives

et thérapeutiques pour le traitement de la thrombose et du cancer (Murray, 2011).

A partir des sols arides, plusieurs souches d’actinobactéries ont été isolées. Les premier
travaux dans ce domaine sont ceux de Moreira et al., 2002, ou les Nocardiopsis sp ont été
isolées a partir d'un échantillon de sol arides collectés dans le nord-est du Brésil. Le micro-
organisme a été maintenu a 28°C sur des plaques de gélose contenant le milieu ISP-2 (extrait
de malt 1,0 % (p/v), extrait de levure 0,4 % (p/v), agar 2,0 % (p/v). L'inoculum a été realisé
dans des flacons erlenmeyer (250 ml) contenant 50 ml du milieu de fermentation.

Plusieurs techniques d’extractions de 1’enzyme protéase sont disponibles mais la plus
simple et la plus utilisée est celle décrites par (Ginther, 1979). Qui consiste a clarifier par
centrifugation (12 000g, pendant 5 min), un milieu de culture préalablement ensemencé par des
bactéries productrices. L’Azocaséine a 1,0 % (p/v) est utilisée comme substrat, dans du Tris-
HCIO, 1 M. a pH 7.6. Une unité d'activité est définie comme la quantité d'enzyme qui produit

une augmentation de la densité optique de 1,0 en 1 h a 440 nm.

Les expériences de Sampath et al., 1997, ont montrés la capacité de
StreptomycesspG157 a produire des protéases extracellulaires. Ces investigations montrent que
cette souche produit des protéases possédant des caractéristiques tres intéressantes. Ce sont des
protéases qui sont stables a 40°C et a 50°C ou apres 30 min a 80°C. Ces enzymes peuvent
mémes étre utilisées en présence des détergents. Elles sont donc thermostables en milieu tres
alcalin et stable en présence de tous les tensioactifs utilisés avec les détergents. Ces enzymes,
trés efficaces contre plusieurs taches, ont trouvées des applications valorisantes dans I’industrie
des lessives. D'autres substances, peuvent étre également hydrolysées par ces enzymes. Ce sont

principalement les hémoglobines, les sérums bovins, I’ovalbumine, I’albumine et I'azocaseine.

Dans les travaux recents de Laishram et al., 2019. Des échantillons de sol ont été
prélevés a une profondeur de 5 a 10 cm dans la région aride de Domang, Les milieux suivants
ont été utilisés dans cette étude. 11 s’agit de la gélose a I'amidon et a la caséine (SCA), le milieu
(CSPY-ME) et Streptomyces Agar (SA).Une technique simple de la mise en évidence de la

production des protéases par les actinobactéries a été décrite dans les travaux de Jeyadharsan,
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2013. Elle consiste a utiliser un milieu gélose au lait écrémé contenant 2,8 % de poudre de lait
écrémé. Les isolats d'actinomycétes sont inoculés au centre de la plaque et incubés a 28°C
pendant 7 jours. Aprés incubation, les plaques ont été observées pour le développement d'un

halo clair autour des colonies.

Dans les travaux de Naif et al., 2019, un Actinobacteria baptisé Streptomyces sp. Al-
Dhabi-49 a été isolé a partir des échantillons de sol de I'environnement Saoudien pour la
production simultanée de lipase et de protéase en fermentation submergée. La production de
protéase et de lipase s'est avérée maximale aprés 5 jours d'incubation (139,2+2,1U/ml,
253+4,4U/ml). Ces enzymes augmentent avec I'augmentation du pH jusqu'a 9,0 (147,2 + 3,6
U/ml) et diminue de maniére significative a des valeurs de pH plus élevées. Cette souche a été
cultivée en présence de glucose et l'activité enzymatique s'est avérée optimale dans la plage de
températures allant de (30 a 50°C). La production maximale a été atteinte a 35°C (168+
7,8U/ml). Parmi les sources de carbone évaluées, le maltose a significativement influencé la
production des protéases avec (218 + 12,8 U/ml). Diverses concentrations de peptone, ont
considérablement amélioré la production des protéases. Ainsi que la présence de Ca?* comme

source ionique considéré comme facteur essentielle de la production maximale des protéases.

Dans le but de produire des enzymes protéases alcalo-thermophile, des actinomycétes
ont été recherchés dans des sols arides dans les travaux de Gamal et al., 2017. Ainsi, 38
échantillons ont été prélevés dans 7 localités différentes du gouvernorat de Gizeh en Egypte.
Neuf milieux d’isolement sélectifs ont éte utilisés. Les résultats ont montré que I'isolement sur
gélose basale aux sels minéraux additionnée de protéines comme seule source de carbone donne
la meilleure récupération et élimine la contamination par d'autres microbes. De plus, l'utilisation
des mémes milieux pour la maintenance des isolats peut entrainer leur perte tandis que
I'utilisation de milieux enrichis avec une source de carbone appropriée a entrainé leur
récupération et leur conservation complétes. 12 protéases alcalino-thermophiles puissantes ont
été produites par ces isolats d’actinomycetes. De plus, I'isolat le plus puissant a été caractérisé

et I'optimisation de la production de protéases a également été étudiée.

Dans les travaux de Sangeeta et al., 2012, une souche OK-5 tolérante au sel, a été isolée
par culture d’enrichissement d’un sol aride du Gujarat en Inde. Le milieu de criblage des

actinomycétes producteurs de protéases contiennent en (p/v) 0.5%de gélatine, 0.5% de peptone,
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0.5% d’extrait de levure et 5% de Na Cl. Le pH du milieu a été ajusté a 9 avec 20% de NaCO3.
La croissance a été réalisée en aérobiose a 37°C dans des conditions de flacon agité a 120
tours/minute.Les résultats obtenus indiquent que la souche OK- 5 produitla protéase avec
grande activité avec une stabilité a un pH alcalin de 10 a 11. Cette enzyme s’aveére trés résistante

a la dénaturation chimique.

Les travaux de Cavalcanti et al., 2005, ont permis d’isoler Nocardiopsis sp, a partir
d'un échantillon de sol aride préleve dans le nord-est du Brésil. Cette souche a été maintenue a
28 °C sur des plagues de gélose ISP-2 contenant 1,0 % (p/v) d'extrait de malt, 0,4 % (p/v)
d'extrait de levure et 2,0 % (p/v) d'agar. Ensuite, ont été utilisées quatre milieux a base de farine
de soja pour la culture de cette souche. Les expériences visant a tracer les courbes de croissances
ont été réalisées dans des flacons erlenmeyer (50 ml de volume) contenant 20 ml de milieu de
culture et 10% (v/v) d'inoculum. Les erlenmeyer sont incubés pendant 56 heures a 28° C sous
agitation orbital a (200 tours par min). Ensuite, l'activité protéolytique a été déterminée dans
le surnageant exempts de cellule clarifiés par centrifugation (12 heures) pendant 5 min a 25°C.
L’azocaséine a 1,0 % (p/v) a été utilisé comme substrat. Les résultats ont montrés que la
meilleure production de protéase, qui se traduit par la coagulation du lait, a été obtenue par

Nocardiopsis sp dans le milieu M1, contenant du glucose.

Selon les travaux de Mohamedin, 1999, des échantillons de sols arides agricoles ont
été collectés dans la ville de Mansoura en (Egypte). Les sols ont été enrichis avec des morceaux
de plumes de poulet, puis incubés pendant 2 semaines a 50°C. Plusieurs isolats ont été obtenus.
Un criblage qualitative pour l'activité protéolytique des isolats ont été indiqué par la croissance
et I'apparition de zones claires sur le milieu de caséine-agar (10g de caséine, 5g de I’extrais de
levure et 20g d'agar) par litre d'eau du robinet. L'isolat (MG093) est le plus actif. 10° spores/ml
des spores de cette bactéries ont été cultivé dans le milieu liquide de sels basique qui contenant
en (g/l) : (KoHPO21,5 ; MgS04.7H20 0.025 ; CaCl2 0,025 ; FeSo4.7H20 0,0015 ; ZnS04.7H20
0,005 ; pH (7,8-8,0), additionné du duvet de plumes de poulet (stérilisé a I'autoclave a 120°C
pendant 20 min). Les flacons inoculés ont été incubés a 50°C sous une agitation rotative
(150rpm) pendant 72h. L'activité enzymatique a été mise en évidence sur le surnagent. Les
résultats indiquent une bonne activité protéasique de cette souche. L’identification de cette

actinobactérie permet de 1’assigner a Streptomyces thermonitricans.
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Dans les travaux de Rifaat et al., 2006, Streptomyces microflavus a été isolé et identifié
a partir d'échantillons de sol égyptien. L’inoculum cellulaire avec une taille de (107/ml) ont été
cultivées dans des flacons contenant 50 ml du milieu de croissance de cette actinobactérie décrit
dans les annexes et maintenues a 28 °C sous agitation constante de 150 rpm. Aprés une
incubation pondant 3 jours, I’enzyme brut a été récupérée a partir du surnageant. Une
purification des protéases a été réalisee par salage avec du sulfate d'ammonium. Une filtration
sur gel a été appliquées sur une colonne (1,6 X 60 cm) de Sephadex G-75 équilibrée avec un
tampon phosphate 0,05 m (pH 7,2) et éluées avec un litre du méme tampon a un débit de 35
ml/hr. Dans le cas du sulfate d'ammonium, différentes concentrations de 20, 40, 60 et 80 %
(p/v) ont été utilisées et pour chaque concentration 1’activité enzymatique a été mesurée. Les
résultats ont montrés que, Streptomyces microflavus produit une protéase dans un pH 7 et
température de 40°C).

3.3. Chitinases

Les chitinases sont des enzymes qui affectent la dégradation de la chitine et 1’utiliser
comme source d’énergie. La liaison B-1,4 entre les résidus de N-acétylglucosamine dans la
chaine de chitine, sont clivé (Gasmi et al., 2019 ) .
Cette enzyme a été obtenue par plusieurs actinomycétes comme Streptomyces et Microbispora
(Mukhtar et al., 2017). Elle posséde des caracteres uniques comme la thermo-stabilité et
I'activité dans un large gamme de pH (Preaksh et al., 2013).

3.3.1. Application des chitinases

Les chitinases ont diverses applications dans les industries biochimiques, alimentaires
et chimiques diverses. Surtout dans le domaine de la biotechnologie pour la gestion des déchets,
dans la conversion des déchets chitineux comme bio-fertilisants ou dans la production de
protéines unicellulaires (SCP). Ainsi que des applications dans lutte antiparasitaire dans
I’agriculture et les soins de santé humaine. Elles sont également utilisées pour convertir la
biomasse contenant de la chitine en composants utiles (dépolymérisés) pour le contrdle des
agents pathogenes fongiques et les insectes qui attaquent les plantes. Dans le domaine médical,
les chitinases sont importantes pour augmenter l'activité des médicaments antifongiques dans

le traitement des maladies fongiques (Rifat et al., 2013).
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Figure 10. Différentes applications industrielles des enzymes chitinolytiques (Singh et Gupta,
2015).

Dans une recherche menée par Gasmi et al., 2019, un échantillon de sol a été préleve
et analysé dans une région semi-aride de Laghouat (Algérie). Dans un gramme de 1’échantillon
a été mélange avec 0.1g de CaCo3 puis incubé pendant 7 jours a 28°C dans le milieu de Bennett.
La chitine colloidale a été utilisee comme seul source de carbone et d’azote. Les bactéries qui
présentent un halo clair, sont considérées comme étant positifs. Streptomyces coelicolorM145,
a été utilisée comme souche référence. Les colonies isolées positives ont été purifiées et
conservées a -80°C dans des stocks de glycérol et un pH 7.

L’analyse d’échantillon du sol a montré que ce sol semi-aride et alcalin (pH=8.11) est une
source d’actinobactéries produisant de la chitinase. Dans cet écosystéme, toutes les souches

isolées ont dégradé la chitine a pH7 et a température égale 30°C.

L’isolement des actinomycetes par plusieurs milieux et avec des composants précis, qui
résultent de la détection de plusieurs enzymes par des méthodes différents et spécifiques. Dans
les travaux de Laishram et al., 2019, des échantillons de sol ont été prélevés a une profondeur
de 5 a 10 cm de la rhizosphere de Panax bipinnetifidus de la région aride de Domang. Trois

milieux d’isolement ont été utilisés dans cette étude, le plus important est le milieu d’amidon a
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la caséine (SCA) (voir I’annexe). Aprés incubation, I'évaluation de 1’activité chitinase par les
isolats a été estimée. Parmi ces isolats, 14 soit un pourcentage de (54 %) des isolats, ont montré

une activité de chitinase.

Dans ces mémes travaux, La propriété chitinolytique des actinomycetes a été détectée
en adoptant la méthode de Nagpure et al., 2014, Les isolats ont été ensemences ponctuellement
par une boucle au centre du milieu de gélose saline basale. Pour détecter Il'activité de la
chitinase, les plaques ont été incubées a 28 °C pendant 7 jours, puis inondées avec une solution
aqueuse de 0,1 % (p/v) de rouge Congo pendant 40 min. La solution de rouge Congo a ensuite
été déversee et décolorée avec du Na Cl 1M pendant 20 min. Toute les zones claires formée
autour de la colonie, indiquent un résultat positif de la production de lachitinase.

D’apres les travaux de Brezezinska et al., 2013, des actinomycetes chitinolytiques ont
¢été isolés a partir de sol aride en Pologne, la détection de I’activité chitinolytique a été basée
sur des zones d’éclaircissement autour des colonies poussant sur milieu « Actinomycéte
Isolation » Agar (Difc o) avec chitine colloidale (2%). Les cultures ont été incubées pendant
7jours a 28°C. L’actinomycete avec forte activité enzymatique a été identifié comme étant
Streptomyces rimosus. L’identification a été basée sur des tests biochimiques standards et sur
I’analyse de la séquence du géne de I’ARNr 16S. L’enzyme a catalysé 1’hydrolyse du
disaccharide 4-MU-(GIcNAc) 3 le plus efficacement et a donc été classée comme une
endochitinase. La chitinase a été purifiée du milieu de culture par sulfate d’ammonium et
chromatographie d’affinité. La masse moléculaire de I’enzyme purifiée était de 63kDa. La plus
forte activité de cet enzyme q été obtenue a la température de 40-45°C. Le pH optimal était de
7.0, Pactivité de I’enzyme a été inhibée par les ions Hg2+ et Pb2+. La chitinase a inhibé la

croissance des fongiques phytopathogénes Fusarium solani et Alternaria alternata.

3.4. Les amylases

Les amylases sont des enzymes thermostables et sont divisées en 2 classes qui sont : les
endoamylases et les exoamylases. Ces enzymes hydrolysent les molécules d'amidon en
polymeres composeés d'unités de glucose.

La production d'a-amylase est essentielle pour la conversion des amidons en

oligosaccharides. L'amidon est un constituant important de lI'alimentation humaine et est un
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produit de stockage majeur de nombreuses cultures économiquement importantes telles que le
blé, le riz, le mais, le tapioca et la pomme de terre (De Souza et Magalhées, 2010).
3.4.1. Mode d’action des amylases

Rapporté par Kar et Ray, 2007, que les actinomyceétes tels que les Streptomyces
erumpens sécretent des amylases a I'extérieur des cellules pour effectuer une digestion
extracellulaire.

amidon

=~ = 3Ction de |'anylase

Figure 11. Mode d’action de 1’alpha-amylase (Meziani et Mahcene, 2017).
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Figure 12. Mécanismes d’action des enzymes amylolytiques (Pierre, 2000).
3.4.2. Application des amylases

Les amylases sont les principales enzymes utilisées dans l'industrie alimentaire comme
la boulangerie, le brassage et la distillation (Kar et Ray, 2007). Dans [I’industrie
pharmaceutique et dans la Production d'alcool de carburant, ces enzymes trouvent d’autres

applications.

Dans des travaux récents, deux souches Streptomyces erumpens et Thermobifida fusca
ont la capacité de produire des amylases extracellulaires (Mukhtar et al., 2017). Ces derniers
sont utilisés dans l'industrie alimentaire comme conservateur dans la fabrication de gateaux, de
jus et de sirops, dans 1’élimination de I'amidon et dans la décontamination de I'environnement

par les techniques de bioremédiation (Dehkordi et Javan, 2012).

Dans les travaux de Shivlata et Satyanarayana, 2017, trente souches d'actinobactéries
ont été isolées a partir de sol aride de New Delhi, en inde. Ces souches ont été criblees pour la
production d'amylase par la méthode de dosage halo-qualitatif. Les souches ont été cultivées
sur gélose a la peptone d'amidon en g.L%: amidon (10,0); peptone (5,0); Na 2 HPO 4 (3,0);
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NaH2 PO4 (1,0); Mg Cl 2 (0,15); pH 7,0). Apreés 3 jours d'incubation, les souches productrices
d'amylase ont été identifiées par inondation avec une solution d'iode de Lugol (contenant 3,0 %
Kl et 0,3 % I 2). Les souches d'actinobactéries formant des zones d'élimination de I'amidon sur
un fond bleu foncé ont été sélectionnées et criblées sur la base d'un dosage quantitatif de
I'amylase et les produits finaux formés par l'action enzymatique. Dans ces mémes travaux, la
formation des produits finaux a été analysée par la technique de chromatographie sur couche
mince (TLC). La souche DB-1 présente des caractéristiques morphologiques typiques du genre
Streptomyces. L’activité amylolytique a été dosée, elle est élevée avec un degre de (9,47 U ml
1), avec un optimale de croissance & 50 °C et a pH de 6,0, pouvant libérer une quantité

relativement élevée de sucres réducteurs.

les travaux mené par Dastager et al., 2009. La souche de Streptomyces
gulbargensis DAS 131 a été isolée a partir d'un échantillon de sol semi-aride, prélevé a
Gulbarga, Karnataka, Inde, en utilisant la méthodologie décrite par Goodfellow, 1989. Les
cultures meres ont été maintenues sur du milieu 1ISP-2, additionné de 1 % (p/v) d'amidon. Le
milieu de production d'enzymes était I'urée d'amidon. Le pré-inoculum a été préparé dans des
flacons Erlenmeyer, contenant 50 ml de milieu amidon-urée, préalablement stérilisé a 121°C
pendant 15 min et inoculé avec 2,0 ml de suspension de spores contenant 3-4.10 8 UFC
ml 1 sous agitation & 180 tr/min, pendant 24 h. Cing millilitres de pré-inoculum ont été ajoutés
a 50 ml de milieu amidon-urée et incubé a 28°C pendant 96 h. A la 12eme heure d'incubation,
des échantillons (de 5 ml) ont été prélevés dans chacun des trois flacons répliqués. Les cellules
ont été récoltées par centrifugation a 4000 rpm pendant 15 min, a 4°C. Les résultats indiquent
que la production d'amylase la plus élevée a été obtenue par la souche de S. gulbargensis DAS
131. Cette derniére a montré une activité maximale a pH 9,0 et 45°C et relativement stable

dans des conditions alcalines a (pH=11).

Dans une autre étude, une grande biodiversité microbienne des sols semi-arides
brésiliens a été mise en évidence. Elle a donnée différents profils enzymatiques a coté des
activités amylasiques (Edilla et al., 2012). La production d'enzymes amylolytiques a été
observée chez Streptomyces sp. SLBA-08, isolée du méme sol du brésil. Les souches ont été
cultivées sur gélose a I’extrait de malt-extrait de levure (Shirling et Gottlieb, 1966), pendant
10 jours, a 30°C. Les boites de Pétri ont eté inoculées ponctuellement. Les souches productrices
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d'amylase ont été identifiées, aprés croissance par addition d'une solution de lugol a 0,1 %, La

meilleure activité de 1’a-amylase a été observée a 50°C et pH 7,0.

Les actinobactéries isolées a partir des différents échantillons peuvent donner plusieurs
activités enzymatiques en méme temps. C’est le cas par exemple, des travaux de Laishram et
al., 2019. Ou les actinobactéries isolées ont montrées des activités de chitinases, de cellulase ;
des protéases et 77 % de ces isolats ont produit I'enzyme amylase.

La détection de la production d'amylase a été réalisée selon Rengasamy, 2018, en utilisant un
milieu de gélose a I'amidon contenant 0,2 % d'amidon soluble. Les isolats d'actinomycétes ont
été inoculés dans une plaque de gélose a I'amidon et incubés a 28°C pendant 7 jours. Apres
incubation, 3ml d'iode a 1 % ont été inondés dans chaque plaque. Le développement d'une zone
autour des colonies indique la production d'amylase. L'iode forme un complexe noir bleuté avec
I'amidon mais pas avec I'amidon hydrolysé, produisant ainsi une zone claire autour des isolats

producteurs d'amylase.

Des travaux récents de Al-Dhabi et al., 2020, montrent qu’un échantillon de sol aride
prélevé dans la région de Jazan en Arabie Saoudite est une source d’actinomycétes. Les isolats
obtenus présentent des aspects morphologiquement différents. Tous les actinomycetes isolés,
ont été criblés pour leurs aptitudes a produire de I'amylase. L'analyse de la sequence ADNr 16S
a montrer un rapprochement au genre Streptomyces sp, plus exactement a une espece nouvelles
dénommée Streptomyces Al-Dhabi-46. Cette souche présente une activité amylasique.
L'amylase a été purifiée suite a une série d’étapes réalisées a 4°C. Les étapes principale de la
purification sont la précipitation avec du sulfate d'ammonium, la dialyse et la chromatographie.
La production d'amylase était maximale avec une activité de (108 + 4,1 U/ml) a un pH basique

de 8,0 a une température de 40° C.

3.5. Lipases

Les lipases sont des enzymes ayant un pH neutre (8-8,5), possédes la capacité
d'hydrolyse les triglycérides en glycérols et en acides gras (Fickers et al., 2007).
Ils sont produites par plusieurs genres d'actinomycétes comme Streptomyces exfoliates et
Nocardiopsis alba (Mukhtar et al., 2017).
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3.5.1. Application des lipases

Les lipases sont couramment utilisées en boulangerie, en biscuiterie, en chocolaterie, en
fabriquées les fromages, et dans le traitement des sols contaminés par des hydrocarbures
(Fickers et al., 2007).

Les techniques de transformation genétiques des actinobactéries pour la production des
lipases ont été entreprises. Ces techniques permettent de donner des quantités importantes
d’enzymes. Ces approches ont été bien élucidées dans les travaux de Meilleur, 2009. Dans ces
travaux, le milieu R5 a été utilisé lors la transformation des protoplastes de Streptomyces
lividans et leur composition voir les annexes puis stérilisé 20 minutes a 121°C. Lorsque la
température a atteint 55°C, 15ml de L-proline 20% et 5ml de NaOH 1N (stérilisée par filtration).
Une fois les boites pétri coulées, ils ont été laissé sécher a la température de la piece jusqu'a ce
qu’ils perdent 15% de leurs poids (6-7 jours) car la croissance de S.lividans est défavorisée par
la présence d'’humidité. Dans ces mémes travaux, le milieu Bennett a été utilisé en vue de
favoriser la sporulation de S.lividans.

Dans ces travaux, les transformant obtenus chez S.lividans avec le vecteur plAFC109
et pIAFD95A ont été repiqués sur la gélose de Bennett contenant de la tributyrine. Les deux
transformant possédant la plus grande zone d'hydrolyse. Des extractions des plasmides ont été
réalisées. La réussite du clonage étant confirmée et I'expression extracellulaire de la lipase a été
verifiée. Le surnageant de cultures en M14 apres 24, 48 et 72h a été traité a l'acétone puis
analyseé par électrophorése sur gel de poly acrylamide en présence de SDS. On remarque que la
lipase est présent dans le surnageant des cultures et son expression semble la plus marquée

apreés 48 heures d'incubation avec le vecteur pLAFD95A.

Selon les travaux de Titiporn et al., 2020, Soixante-dix-sept échantillons de sol ont été
prélevés a la station environnementale de Sakaerat (SERS) en Thailande. Un gramme de chaque
sol a été ajouté a 50 ml de milieu d'enrichissement (0,5 g/L peptone ; 1,5 g/L KH2 PO4 1 g/L
Naz; HPO40,5¢g/L ; Mg SO45g/L; (NH 4) 250 4,0,5 g/L de Na Cl et 120 ml de Tween 80) et
incubé a température ambiante de (30°C) a une agitation de 150 tr/min pendant 2 jours. Les
cultures de pré-enrichissement ont été diluées avec 0,85% (p/v) de Na Cl, étalées sur des plagques
de gélose Tween 80 contenant la solution A et la Solution B (voir les annexes). Des
actinomycetes producteurs de lipase produisent des zones de précipitation sur la gélose Tween

80. Les isolats sont ensuite sélectionnés puis ensemencés par stries sur gélose ISP2 (extrait de
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levure 4 g/L, extrait de malt 10 g/L et dextrose 4 g/L). Les résultats ont indiqué que le meilleur
isolat pour la production de lipase tolérante a de hautes températures était la souche A3301.
Elle produit une enzyme avec une activité de 108 U/ml dans le milieu de production. L'enzyme
brute produite par cette souche a démontré des degres de thermo stabilité optimales a une

température allant jusqu’a 60 °C.

Dans les travaux de Praveen et al., 2017, cing souches de sol ont été prélevées en
Inde. Ces échantillons ont été étalés sur la gélose de peptone tween (PTA) additionnée
d'actidione (a 20 mg/L) et d'acide nalidixique (2100 mg/l) pour inhibe la croissance fongique
et bactérienne respectivement. Apres 7 jours d'incubation a 28 + 2 ° C, les colonies
d’actinobactéries obtenues ont été repiquées sur la gélose a I'extrait de malt et a I'extrait de
levure (ISP2). Les résultats obtenus montrent que les souches isolées possédent une activité
enzymatique lipasique. Parmi les cing souches, la souche Loyola lipase-1
nommé Streptomyces sp, a montré une activité lipasique extracellulaire inductible maximale
(523,33 U/ml) a pH 7,0 et température de 40°C.

Une étude a été réalisée par Al-Dhabi et al., 2019, qui a été collectés 100g d’échantillon
du sol aride de la région des sources chaudes d’Al-Aselah environnement Saoudien.
L’isolement des actinomycétes a été réalisé par la méthode standard d’isolement Al-Dhabi et
al., 2019. Pour le criblage de la lipase, la tributyrine (1.0%) a été incorporée au milieu minimal.
Les producteurs de lipase ont montré une zone claire sur les plaques contenant de tributyrine.
Aprés 5 jours la production d’enzyme a été maximale entre (30-50°C). La production de lipase

était trés élevée en présence de glucose du Mg?*.

3.6. Xylanases

Ce sont des enzymes qui entrainent 1'hydrolyse des liaisons (1—4)-f-D-xylosidiques
dans les xylanes pour libérer de la xylose. Ces enzymes interviennent dans la dégradation de
I'némicellulose, qui est le principal constituant des parois cellulaires chez les plantes (Ghribi,
2019).

3.6.1. Application des xylanases

La xylanase ont été utilisée dans I'industrie de la pate a papier, dans la blanchiment
biologique, dans la biotransformation des textiles et dans la fabrication des aliments pour

animaux (Mukhtar et al., 2017). Elles varient selon leurs modes d'action, les propriétés du
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substrat, leurs propriétés biochimiques, leurs structure 3D. Elles sont largement produites par
une grande variété de bacteéries et de champignons. Actuellement, la production a grande échelle
de xylanase est possible en appliquant des outils de génie génétique qui identifient rapidement
de nouveaux genes de xylanase et leurs variations génetiques, ce qui en fait des enzymes idéales
(Umaetal., 2016).

Les actinobactéries qui proviennent des sols arides, sont une source importante de ces
enzymes. Selon les travaux de Do Nascimenenti et al., 2003, 162souches d'actinomycetes
isolées a partir des sols arides Bresiliens ont été criblées pour leur activité xylanase. Ces souches
ont eté testées sur le milieu (extrait de malt-extrait de levure-agar) pendant 10 jours a 30°C. Les

résultats montrent qu’un grand nombre de ces isolats, présentent cette activité enzymatique.

Les techniques de prétraitements utilisées, comme 1’ajout du phénol, de 1’acide
humique ; la température d’incubation et I’emploi de milieu sélectif et les techniques du génie-
génétiques, favorisent une sélection d’une catégorie de bactéries capables de donner des
enzymes recherchés. Dans les travaux d’Ethier et Francois, 1992, des souches d'actinomycétes
thermophiles xylanolytiques ont été sélectionnées et montre une aptitude a produire des
xylanases thermostables et acido-résistantes. L'activité xylanolytique des souches a été
caractérisée a l'aide de dosages enzymatiques et de zymogrammes. On a ainsi démontré que la
souche la plus intéressante était la souche FC7 puisqu'elle conservait une tres bonne activité a
des températures élevées (70°C) et a un pH de 4. De plus, elle montrait une activité relativement
forte lorsqu'on lui fournissait une liqueur d'hémicellulose comme substrat. Dans ces mémes
travaux, une banque de genes de cette souche a donc été construite dans Escherichia coli afin
de cloner les genes de xylanases. Les clones positifs ont par la suite été transférés dans
Streptomyces lividans 10-164, qui est un mutant cellulase et xylanase négatif. Le vecteur
navette pFD666 a été utilisé afin de faciliter le clonage. Cette banque de génes nous a permis
d'obtenir cing clones positifs que I'on peut diviser en deux classes de génes de xylanases
différentes. Finalement, ces clones ont été caractérisés enzymatiquement afin d'établir leur

activité xylanolytique.

Les travaux mené par Xiuting et al., 2010, un Streptomyces rameus L2001 isolé a partir
d’échantillons de sol aride en chine (Tianshan, Xinjiang). Les souches ont été cultivées sur le

milieu de croissance qui cité ces compositions dans les annexes, et incubé pendant 3-4 jours a
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40°C. La production de xylanase a été mise en évidence dans des flacons contenant le méme
milieu. La xylanase extracellulaire a été purifiée 13,3 fois par précipitation avec 40-60% de (NH4)
2504, DEAE-52 et a I’aide d’une chromatographie d’échange d’ions. La xylanase purifiée a été

obtenues a des pH de 4.3 a 6.7. La température optimale stable de cette enzyme était de 70°C.

Selon les travaux de Suchita et al., 2006, des échantillons de sol contiennes quatre-
vingt-huit d’actinomyceétes ont été collectés dans différents sites a Delhi et ses environs et ont
été traites initialement avec de I'alcali en suspendant 1 g de chaque échantillon dans de I'eau
distillée stérile (pH 9.0). Le milieu d'isolement des actinomycetes est I’ AIA (voir les annexes).
L’incubation a été réalisée a 30°C pendant 96 heures. Les cultures d'actinomycetes ont été
purifiées par transfert répété de cultures et maintenues sur gélose nutritive. Ensuite les isolats
d'actinomycetes ont été testes pour leurs capacités a produire de la xylanase, en les cultivant sur
un milieu xylan-agar (agar nutritif ajouté avec 2,5 g/l de xylane) a 30°C pendant 48 heures. Les
plaques ont été colorées avec une solution de 0,5% (p/v) rouge Congo ensuite décolorées avec
du NaCl 1M. Des zones jaunes dans les isolats producteurs de xylane sont apparues. Les isolats
positifs ont été cultivé dans un milieu liquide modifié d'Horikoshi dépourvu de glucose
supplémenté par 2 % d'azote (w/v) du son de blé a (pH 9.0) a une température de 30°C pendant
144 heures sous agitation de (200 rpm). Les résultats ont montré sur 88 isolats, 69 isolats
produisaient I’enzyme xylanase. Dans ces 69 isolats, trois isolats (SN32, SN77, SN83) ont une
production de xylanase supérieure a 125 Ul/ml. Les études d’identification ont montrés que les
3 isolats, sont classés dans le genre Streptomyces. Les études phylogénétiques montrent que les
isolats SN32, SN77et SN83 sont assignés respectivement a Streptomyces cyaneus,

Streptomyces tendae et Streptomyces caelestis.

Les actinobacteries produisent des enzymes de la dégradation de la lignocellulose, parmi
ces enzymes il y a la xylanase. Selon les travaux de Putri et Setiawan, 2019. Au total, 57 isolats
d'actinomycetes ont été isolés a partir du sol semi-aride de 1I’Indonésie. Un gramme de chaque
échantillon a été dissous dans 10 ml d'eau distillée stérile. Les échantillons ont été incubés a
40°C pendant 20 minutes dans un bain-marie. Par la suite, la suspension de sol a été diluée avec
de I'eau stérile jusqu'a 10 fois et a été étalée sur des plaques de milieu Humic Acid Vitamin
Agar (HVA) complété par du cycloheximide (50 mg/l) et de I'acide nalidixique (20 mg/l). Les
plaques ont été incubées a 30°C pendant 7-14 jours. Les isolats d'actinomycétes qui ont bien

poussé sur le milieu HVA ont été sélectionnés sur la base de leur morphologie, afin d’été
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purifiés sur Yeast Starch. Les reésultats indiquent que la capacité des actinomycétes a dégrader
le xylane se traduit par une zone claire sur milieu CMC et milieu gélosé additionné de xylane.
Sur 57 isolats, cing ont produient de la xylanase et trois isolats produisaient a la fois de la
cellulase et de la xylanase. Apres l'identification des isolats performants, les actinomycétes
xylanolytiques appartiennent a 3 genres (Asanoa, Kribella et Streptomyces). Le résultat a
montré que ces niches écologiques sont capables d’offrir des actinomycétes capables de

produire des xylanases et des cellulases trés bio technologiquement intéressant.

Selon les travaux de kumar et al., 2012, des échantillons de sols arides dans une région
a New Delhi, en Inde, ont été analysés pour leur composition en actinobatéries. Les échantillons
ont été ensemencés par la technique conventionnelle sur le milieu d'isolement des
d'actinomycetes contenant (g/L) : (caséinate de sodium 2,0 ; | -aspargine 0,1 ; propionate de
sodium 4,0 ; K2 HPO4 0,5 ; MgS0O4 0,5 ; FeSO4 0,001 et gélose 15,0 ; pH 8,0) et incubé a 37°C
pendant 96 h. Les colonies d'actinomycetes développées ont été purifiées puis testées pour leurs
aptitudes a produire de la xylanase. La méthode sur plaque congo-red a été utilisée pour mettre
en ¢évidence I’activité enzymatique. Les résultats ont montrés que 13 isolats possedent la
capacité de produire de la xylanase. Parmi ces isolats, R-10 présente la plus grande zone
d'hydrolyse sur une plaque de gélose au xylane inondée de rouge congo. Lidentification
moléculaire basée sur la séquence du gene de I'ARNr 16S a montré que l'isolat R-10 était
apparenté au genre Streptomyces. L’actinobactérie a été baptisée Streptomyces sp. RCK-2010.
L'activité enzymatique était plus active a 60 °C et pH 6,0 et stable a 40 % aprés 4 h a

température optimale.

Dans les travaux de Rifaat et al., 2006, vingt souches de streptomycetes ont été isolées
a partir de sols arides égyptiens. Une recherche des isolats qui produisent de la xylanase sans
production de cellulase ont été testés, en utilisant un déchet agricole comme substrat a faible
cott. Les études d’identification des isolats actifs, ont montrés que, les deux souches sont
assignées a Streptomyces albus et Streptomyces chromofuscus. L’activité de la xylanase
maximale était de 13,25 ; 19,31 et 32,53 ; 43,01 sur la pulpe de paille de riz non traitée et la
pulpe traitée avec du TiO2 chez les deux espéces de Streptomyces respectivement. Cette activité
enzymatique a augmenté lorsque les deux isolats ont été cultivés sur extrait de levure et la

production optimale de xylanase a été enregistrée apres cing jours de fermentation. La xylanase
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produite avec Streptomyces chromofuscus a montré une activité plus élevée que celle de

Streptomyces albus.

Les travaux réecents de Rafai, 2019. Montrent que les sols arides de la région Sidi Okba
de la wilaya de Biskra, sont aussi une source importante d’actinobactéries possédant des
activités enzymatiques intéressantes. L’isolement a été¢ effectué¢ dans le milieu de Gausse (la
composition de ce milieu dans les annexes). Les résultats obtenus indiquent que les isolats sont

capable I'hydrolyser le xylene montrant que ces souches produisent la xylanase.

3.7. Kératinases

Ce sont des enzymes utilisées pour I'nydrolyse de la kératine pour le recyclage des
déchets kératique (Mukhtar et al., 2017). La kératinase est responsable du clivage des peptides,
ce qui la rend attrayante dans les industries pharmaceutiques et de la plume (Qingxin, 2021)

3.7.1. Mode d’action des kératinases

Les kératinases identifiées soient la sérine et les métallo-protéases sont capables de
rompre la liaison peptidique dans les chaines peptidiques. Elles reconnaissent les substrats
hydrophobes et affectent les liaisons disulfures. Cette liaison est cassée par les kératinases a
I’aide d’autres enzymes.

La dégradation de la kératine, implique le passage de lakératinase par deux étapes
successives. Elle débute par la libération du peptide de la kératine et leur dégradation. La
deuxiéme étape est la réaction de la réduction, qui peut étre catalysée par des disulfure
réductases ou des agents réducteurs (Sangali et Brandelli, 2000; Rahayu et al., 2012; Lange
etal., 2016).

Des techniques de cellules immobilisées ont été largement appliquées dans ce domaine,
afin de traiter certains déchets (Li et al., 2018; Song et al., 2018; Pinski et al., 2020; Zolfaghari
etal., 2021).

Selon des rapports récents, il apparait que la dégradation compléte de la kératine ou des
déchets kératiniques, nécessitent I’intervention de plusieurs enzymes (Qiu et al., 2020).

3.7.2. Application des kératinases

La kératine est une source précieuse de carbone, d'azote et de soufre qui peut étre
convertie en divers produits, il se trouve largement dans la nature (McKittrick et al.,

2012; Wang et al., 2016). Les kératinases ont de nombreuses applications industrielles et
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biotechnologiques en raison de leur capacité a dégrader les kératines (Qingxin, 2021). Ils sont

regroupés dans la figure 16.
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Figure 13. L application des kératinases dans différents domaines (Qingxin, 2021).

3.8. Pectinases

Les pectinases sont un groupe d’enzymes qui catalysent la dégradation des substances
pectiniques, soit par des réactions de dépolymeérisation (hydrolases et lyases), soit par une dés-
estérification (estérases) (Ram et Ashok, 2019). Certaines actinobactéries peuvent en produire
c’est le cas par exemple de Streptomyces lydicus (Mukhtar et al., 2017).

Il existe aussi d’autres pectinases appelées (polygalacturonase). Elles forment un groupe
de pectinase tres importants et trés employées dans l'industrie (Mukhtar et al., 2017).

3.8.1. Application de pectinases

Elles sont appliquées dans la clarification des vins, des jus des huiles et des composés

aromatiques (Preaksh et al., 2013).

Les travaux de Saoudi et al., 2006, sur I’isolement d’actinobactéries capables de
produire des enzymes pectinolytiques, ont été effectués au niveau de deux stations de

palmeraies de la wilaya de Biskra, ’'une étant une station privée a environ 10Km de Sour El
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Khizlane, et I’autre dans la station technique de développement agricole saharien « Oued Ben
El Noui».

Cing souches de Streptomyces ont été testées pour leurs activités pectinolytiques. La
souche Streptomyces coelicolor ATCC 10147 a été prise comme référence pour la comparaison
des activités pectinolytiques. Les souches sont repiquées sur milieu minérale de Hankin, en
ajoutant comme unique source de carbone, la pectine de citrus estérifiée a 72 %.

Aprés six jours de culture en milieu liquide, l'activité pectinolytique est recherchée
directement dans les filtrats de culture par chromatographie sur couche mince. La cuve de
migration contient le mélange de solvants: acide formique n-butanol-H20 (3: 2 : 1) V/V. Aprés
révélation par 1’acide sulfurique a 5% dans I'éthanol a 95% et un chauffage a 100°C. La mesure
du Real UA du digalacturonate insaturé, permet d'identifier les produits finaux de
dépolymérisation.

Les pectinases peuvent étre des polygalacturonases ou des lyases ou un mélange
d'estérase et de dépolymérases. Les résultats ont révélés que plusieurs de ces isolats ont des
activités pectinolytiques.

Ce sont les travaux de Ladjama et al., 2007, effectués sur les sols arides de Biskra qui
ont montrés qu’il existe un grand pourcentage d’actinomycetes qui possedent cette activité
pectinolytique. En effet dans ces investigations, 70% des especes étaient pectinolytiques et plus
de 80% font partie du genre Streptomyces.

Tableau 11. Enzymes produites par des actinomycetes provenant des systemes arides et leurs

caractéristiques et applications (Mukhtar et al., 2017; Preaksh et al., 2013).

Enzyme Production de souche | Stabilité au | Stabilité Spécificité du | Application
pH thermique | substrat industrielle
Cellulase Streptomyces recombin | 5,0-12,0 40-50°C Carboxymé
ant sp. thylcellulose Papier de pulpe
Thermobifida halotolér | 6.0-8.0 40-50°Cc | CMC
ants. textiles
Thermomonospora sp. 707100 >oc oM
Détergent
CMC
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Streptomyces ruber 55-7,0 35-40°C
Protéase Streptomyces pactum 7.5 40°C Caséine Pharmaceutique
Streptomyces détergent
thermoviolaceus 6,5 65°C kératine cuir
Kératinase | Actinomadura 10 70°C Kératine cuir
keratinilytica
Amylase Streptomyceserumpens | 9 45°C Amidon Détergent
Thermobifidafusca 6 60°C Amidon Papier de pulpe
Xylanase Streptomyces spp 9 50°C Xylane Papier de pulpe
Actinomadura sp 4 70°C Xylane
Lipase Streptomyces exfoliates | 6 37°C Triglycéride Papier de pulpe
Nocardiopsis alba 7 30°C triglycéride détergent
Chitinase Streptomyces 6 60°C Chitine Textiles
thermoviolaceus o )
7 55°C chitine cuir
Nocardiopsisprasina
Pectinase Streptomyces lydicus 6.5 45°C Acide Textile
polygalacturon | Boisson
ique
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Discussion générale

L’exploration des écosystémes nouveaux est une approche scientifique tres demandée
et nécessaire. Les directions des chercheurs s’orientent vers des niches et des endroits les moins
explorés. Les sols arides et semi-arides sont considérés comme étant des environnements
extrémes ou la vie est rude et que la microflore doit s’adapter afin de vivre dans ces conditions
difficiles. Les travaux récents montrent une biodiversité insoupconnée de microorganismes

dans ces biotopes.

Les actinobactéries sont universellement répandus dans presque tous les écosystemes,
avec toutefois une préférence pour les sols grace a leurs capacités d’adaptation aux différentes
conditions environnementales et leurs variabilités métaboliques. Malgré la lenteur de leur
croissance, ces microorganismes sont tres recherchés en biotechnologie. Les raisons principales
sont leurs aptitudes a produire de nombreuses biomolécules et substances qui ont un réle
essentiel dans la décomposition de la matiére organique et dans le recyclage des éléments dans
les sols (Lamari, 2006). Les sols forestiers, de prairies, agricoles et autres des zones non arides
ont été amplement explorés et les actinobactéries qui y regorgent ont été largement exploitées.
Pour ces raisons et dans I’espoir d’augmenter la probabilité de découvrir de nouveaux
actinomycétes, possédants des aptitudes métaboliques d’adaptation, pouvant étre innovantes,
les recherches ont pris les stratégies d’explorer les écosystémes extrémes tels les sols arides et

semi-arides.

Dans notre recherche bibliographique, plusieurs travaux ont montrés que les sols arides
et semi-arides sont une source trés appréciée d’actinobactéries. En outre, dans ces biotopes
rudes, les rapports indiquent que ce sont les genres rares (autre que les Streptomyces) qui sont
retrouvé, comme Nocardia, Nocardiapsis, Microbispora, Thermobifida, Asanoa et Kribella
(Mukhtar et al., 2017; Putri et Setiawan, 2019).

Ces recherches sont confirmées et s'accordent parfaitement avec ceux de (Putri et
Setiawan, 2019), qui disent que beaucoup d’échantillons de sols arides, sont peuplés
d’actinobactéries rares, comparativement aux mémes travaux qui ont été menés anciennement
sur des sols non arides.

Les rapports s’accordent a dire aussi que ces sols sont une source importante de
nouveaux genres et de nouvelles especes. Cependant, le genre Streptomyces reste le plus

répandu ou plusieurs espéces et souches nouvelles ont été découvertes.
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Ces actinomycétes ont montrés des activités enzymatiques différentes comme les
cellulases, les protéases, les kératinases, les amylases, les xylanases, les lipases, les chitinases
et les pectinases. Ces enzymes, sont actives a des températures qui varient entre 30-50°C et des
pH allant de 4 & 7. Ces caractéristiques sont tres recherchées en biotechnologie et permettent
d’utiliser ces molécules protéiques dans plusieurs secteurs comme I’industrie des lessives, en

agro-alimentaire, en médecine etc.,

Le milieu le plus couramment utilisé pour 1’isolement des actinobactéries a partir des
sols arides et semi-arides est le milieu ISP-2 (gélose d'extrait de malt et de levure milieu 2 de
projet international Streptomyces), L'extrait de malt est utilisé comme source de sucre, de
carbone, et d'énergie, tandis que I'extrait de levure est la source essentielle de vitamines de
complexe B hydrosoluble et d'acide glutamique libre. Selon (Dastager et al., 2009; Moreira
etal., 2002; Praveenetal., 2017), le milieu ISP-2 pouvez étre le plus favorable pour I'isolement
des actinomycéte de sol aride et semi-aride. D’autres milieux ont été utilisés pour isoler les
actinomycetes. Il s’agit selon les travaux regroupé dans ce mémoire du SCA; CSPY-ME; SA.
(Laishram et al., 2019). A notre avis, il serait intéressant de tester de nouveaux milieux

d'isolement, afin d’augmenter les chances de succeés dans ce type de recherche.

La majorité des chercheurs découvrent que les pluparts des actinomyceétes isolés de ces
écosystemes arides et semi-arides se développent a des températures comprises entre 35 et
70°C. De plus, il est a noter que la plupart des nouveaux genres et nouvelles espéces ont été
isolées dans différents pays tel que I’Inde, le Brésil, I’Egypte, 1’Algérie et I’ Arabie saoudite. Il
serait tres prometteur d’explorer d’autres régions du monde entier et méme de chercher dans

d’autres niche écologiques spécialement rudes comme les roches, les caves et bien d’autres.

La plus longue durée d'incubation dans ces travaux est d'environ 14 jours. Nous pensons
que cette durée est insuffisante. 1l serait plus judicieux de laisser les biotes en culture pendant
une durée d’environ 1 mois. Dans cette situation il faut prendre en considération le fait que les
boites se séchent durant cette longue période et trouver par conséquent, des moyens de garder

les boites humides.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de cette étude est de montrer que les sols arides et semi-arides, sont une
source d’une biodiversité importante d’actinomycetes. Ces derniers peuvent étre des genres des

especes ou des souches inédites.

Dans ces sols, plusieurs recherches concernant I’é¢tude de la biodiversité microbienne et
métabolique des actinobactérie sont été publiées. Ils témoignent d’une richesse inattendue de
ce genre de bactéries. Nous avons pu décrire plusieurs représentants de cette catégorie
bactérienne tres importante en biotechnologies. Dans cette revue bibliographique, nous avons
constaté que ces dernieres années, les publications scientifiques qui concernent les
actinobactéries des sols arides et semi-arides deviennent relativement abondantes
comparativement a un passé proche. Plusieurs travaux mettent en évidence la présence dans ces
écosystémes extrémes, d’actinobactéries thermophiles capable de vivre & des températures

élevées et quelques fois extrémement élevée.

Ces écosystemes mal exploré offrent des actinobactéries mal exploités. Ce sont des
produits pharmaceutiques divers et plus spécialement des enzymes, qui sont produit par ces
bactéries. Un large éventail d'enzymes appliqués dans les industries biotechnologiques et les
domaines biomédicaux ont été signalé a partir de divers genres d’actinomycétes (Nawani et al.,
2013). Les genres Streptomyces, Nocardiopsis, micromonospora sont dominant parmi les
actinomycetes isolés a partir de ces niches écologiques. Ils ont montrés des capacités uniques
a produire une variété d’enzymes hydrolytiques extracellulaires (Laishram et al., 2019;
Mukhtar et al., 2017).

Nous signalons cependant, que les genres d’actinobactéries rares (autres que les
Streptomyces), sont bien représentés et mérite d’étre mieux étudiés pour leurs potentiels
biotechnologiques.

Compte tenu de nos résultats, plusieurs perspectives peuvent étre proposées:

o |l serait toujours intéressant de continuer a valoriser les sols arides et semi-arides par
I’emploi de nouvelles techniques d’isolement et 1’utilisation des approches de screening
orientés et de diversifier les échantillons de sols.

e Des études métagénomiques sont plus que souhaitables, afin d’élargir I’étude de la

biodiversité en actinobactéries.
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Les compositions des milieux de culture

Le milieu CMC
e 79/L de NaNOs
e 1.2 ¢g/L de KH2PO4
e 3.0g/L de K2HPO,
e 6.00/L de MgSOs4
e 7HO
. 0.2g/L de CaCl;
e 0.05g/L de MnSO4
e 0.01g/L de Zn SO4
e 0.001g/L d’extrait de levure
e 1.0g/L de NH4CL>
. NaCl;

Le milieu de la Gélose a I'amidon et a la caséine (SCA)
e Amidon soluble 10,0g
e Caséine0,3g
e KNOs3 2,09
e NaCl20g
o K2HPO42,0g
e Mg SO*
e 7H,0 0,059
e (CaC030,029
e FeSO*
e 7H200,01g
e Gélose 20,0 g
e [’eau distillée 1 000,0ml
e pH7,0



Le milieu Caséine Amidon Peptone Extrait de levure Gélose a I'extrait de
malt (CSPY-ME)

e K2HPO405g

e Caséine 3,09

e Amidon soluble 10,09

e Peptone1,0g

e extraitdelevure 1,09

e extrait de malt 10,0 ¢

e Gélose 20,09

e I’eau distillée 1000,0 ml

e pH75

La gélose minérale-salée
e 0,4% de (NH4)2S04
e 0,6%deNaCl
e 0,1% de K2HPO4
e 0,01 % de MgSO4
e 0,01 % de CaCI2 (3)
e 0,5 % de carboxy-méthyl-cellulose (CMC)

Le milieu gélose amidon-nitrate agar
e 20 g d'amidon soluble
e 2,0gKNO3
e 1,0gK2HPO4
e 0,59 MgSO4
e 0,59 NaCl
e 3,09gCaC03
e 0,019gFeSO4
e 0,01gMnCI2
e 0,0192nS0O4
e 20 g dagar par litre



Le milieu de fermentation
e glucose 1,0% (p/v)
e farine de soja 4,0% (p/v)
e MgSO4 7H20 0,06% (p/v)
e NH4Cl 0,1% (p/v)
e KyHPO4 0,435% (p/v)
e 0,1 ml de solution minérale (100 mg de FeSO4, MnCl., 4H>0, ZnSQO4, CaCl, 7
H20, eau distillée 100 ml, avec un pH initial de 7,0).

Le milieu Streptomyces Agar (SA)
e Amidon soluble 10,0g
e Caséine0,3g
e KNO32,0g
e NaCl20g
e K2HPO42,09
e Mg SO*

e 7H>0 0,059

e (CaC030,02g

e Fe SOu.

e 7H,00,01g

e Gélose 20,0 g

e eau distillée 1 000,0ml
e pH7,0

Le milieu de croissance de Streptomyces microflavus (par litre d'eau distillée)

20g d'amidon

e 3,89 delevure

e 1,0 g de KHPO4
e 3,0gdeCaCOs

e 0,019 FeSOs..

e 7H20

e pH7



Le milieu de gélose saline basale ayant la composition suivante
e K2HPO40,7 g/L
e KH2P0O40,3g/L
e Mg S0O40,50g/L
e FeS040,019/L
e ZnS040,001 g/L
e Mn SO4 0,001 g/L
e (NH4) 25040,25 g/L
e Agar20,0g/L
e extrait de levure 1,0 %

e chitine colloidale 1,0 %.

Le milieu de I'urée d'amidon
e amidon 10,0 g/L
e urée2,0g/L
e K2HPO;0,5¢/L
e Mg SOs. g/L
e 7H,00,5g/L
e NaCl05g/L
e Fe SO g/L
e 7H00,1g/L
e pH7,0
Le milieu R5 de Streptomyces lividans
e 103 g de saccharose
e 0.25g de K2SO4
e 10.12 g de MgCI2
e 6H20
e 10 g de glucose
e 0.1 gde Casamino acides
e 5 gdextrait de levure

e 5,73 g d'acide N-[(hydroxymethyl)-methyl]-2-amino éthane sulfonique (TES)



209 d'agar

2ml d'une solution d'éléments traces (40mg ZnCl2, 200g FeCl3.6H20, 10 mg

CuCl2.2H20, 10mg MnCI2.4H20, 10mg Na2B407.10H20,
(NH4)6M07024.4H20, compléter a un litre d'eau distillée stérile)

Le milieu gélose Tween 80

Solution A

10 g/L de peptone
5g/L de NaCl

0,1 g/L de CaCl

H20

15 g/L de gélose

900 ml d'eau distillée.

Solution B

10 ml de Tween 80

90 ml d'eau distillée

Le milieu de croissance de Streptomyces rameus L2001

xylane de rafle de mais (100) g/L
extrait de levure 2 g/L

tryptone 3 g/L

KH2PO47.5 g/L

K2HPO4 1.5 g/L

MgSO4 60 g/L

7H20 0.5 g/L

Le milieu AIA

mélange de peptones 23,0 g /I
extrait de levure 5,0 g/l

amidon soluble 3,0 g /I

glucose 0,5 g/l

phosphate dipotassique 10,0 g/l

10mg



e phosphate monopotassique 1,0 g/l
e phosphate de magnésium 1,0 g/l
e chlorure de sodium 0,2 g/l

e sulfate de manganése 0,01 g/l

e hydrochlorure de sodium 0,06 g/l
e sulfate ferrique 0,01 g/l

e tween 800,59/l

e agar 15,09/

e pH90

Le milieu de Gausse
e KNO31g
e K2HPO40, 59
e MgSO4 0,59
e NaCl0,5g
e FeSO40,01g
e Amidon 20g
e Agar 30g
e Eau distillée 1000ml
e pH7,



Résumé

Dans ce mémoire, nous présentons des données théoriques sur les sols arides et semi-arides,
en mettant en exergue des généralités sur la microflore de cet écosysteme. Il s’agit ¢galement
de mettre I’accent sur les différentes zones des sols arides et les facteurs physico-chimiques qui
représentent ce systeme extréme. Une partie importante a été consacrée aux actinobactéries.
Nous avons dans cette partie donnée des informations nécessaire sur ces bactéries trés prisées
dans toutes les biotechnologies. Une étude de synthese regroupant la majorité des
actinobactéries presentes dans les sols arides et semi-arides a été également réalisée dans ce
mémoire. Il s’agit d’évaluer I’abondance et la diversité de ce type de bactéries dans ces
écosystemes mal explorés. Dans notre recherche, plusieurs travaux ont montrés que les sols
arides et semi-arides sont une source trés appréciée d’actinobactéries. En outre, dans ces
biotopes rudes, les rapports indiquent que ce sont les genres rares (autre que les Streptomyces)
qui sont retrouvé, comme Nocardia, Nocardiapsis, Microbispora, Thermobifida, Asanoa et
Kribella. Le milieu le plus couramment utilisé pour I’isolement des actinobactériesa partir des
sols arides et semi-arides est le milieu ISP-2. Nous avons également orienté notre recherche
bibliographique vers la biodiversité métabolique des actinobactéries de ces écosystemes arides
et plus précisément vers les enzymes, en tant que bio-molécules trés recherchées en
biotechnologies.Ces actinomycetes ont montrés des activités enzymatiques différentes comme
les cellulases, les protéases, les kératinases, les amylases, les xylanases, les lipases, les
chitinases et les pectinases. Ces enzymes, sont actives a des températures qui varient entre 30-
50°C etdes pH allantde 4 a 7.

Mots clés : Actinobactéries, sol, aride, sol semi-aride, enzymes.
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Abstract

In this dissertation, we present theoretical data on arid and semi-arid soils, highlighting
generalities about the microflora of this ecosystem. It is also a question of emphasizing the
different zones of arid soils and the physico-chemical factors that represent this extreme
system. An important part was devoted to actinobacteria. In this part we have given necessary
information on these bacteria, which are very popular in all biotechnologies. A synthesis
study bringing together the majority of actinobacteria present in arid and semi-arid soils was
also carried out in this dissertation. The aim is to assess the abundance and diversity of this
type of bacteria in these poorly explored ecosystems. In our research, several studies have
shown that arid and semi-arid soils are a highly valued source of actinobacteria. In addition, in
these harsh biotopes, reports indicate that rare genera (other than Streptomyces) are found,
such as Nocardia, Nocardiapsis, Microbispora, Thermobifida, Asanoa and Kribella. The most
common medium used for the isolation of actinobacteria from arid and semi-arid soils is ISP-
2.We also focused our bibliographic research on the metabolic biodiversity of actinobacteria
in these arid ecosystems and more specifically on enzymes, as bio-molecules highly sought
after in biotechnology. These actinomycetes showed different enzymatic activities such as
cellulases, proteases, keratinases, amylases, xylanases, lipases, chitinases and pectinases.
These enzymes are active at temperatures that vary between 30-50 ° C and pH ranging from 4
to 7.

Keywords: Actinobacteria, soil, arid, soil semi-arid, enzymes.
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Résumé

Dans ce mémoire, nous présentons des données théoriques sur les sols arides et semi-arides, en mettant
en exergue des généralités sur la microflore de cet écosystéme. Il s’agit également de mettre 1’accent sur
les différentes zones des sols arides et les facteurs physico-chimiques qui représentent ce systéme extréme.
Une partie importante a été consacrée aux actinobactéries. Nous avons dans cette partie donnée des
informations nécessaire sur ces bactéries tres prisées dans toutes les biotechnologies. Une étude de
synthese regroupant la majorité des actinobactéries présentes dans les sols arides et semi-arides a été
¢galement réalisée dans ce mémoire. Il s’agit d’évaluer 1’abondance et la diversité de ce type de bactéries
dans ces écosystemes mal explorés. Dans notre recherche, plusieurs travaux ont montrés que les sols
arides et semi-arides sont une source trés appréciée d’actinobactéries. En outre, dans ces biotopes rudes,
les rapports indiquent que ce sont les genres rares (autre que les Streptomyces) qui sont retrouvé, comme
Nocardia, Nocardiapsis, Microbispora, Thermobifida, Asanoa et Kribella. Le milieu le plus couramment
utilisé pour I’isolement des actinobactéries a partir des sols arides et semi-arides est le milieu ISP-2. Nous
avons également orienté notre recherche bibliographique vers la biodiversité métabolique des
actinobacteéries de ces écosystemes arides et plus précisément vers les enzymes, en tant que biomolécules
tres recherchées en biotechnologies. Ces actinomycétes ont montrés des activités enzymatiques
différentes comme les cellulases, les protéases, les kératinases, les amylases, les xylanases, les lipases, les
chitinases et les pectinases. Ces enzymes, sont actives a des températures qui varient entre 30-50°C et des
pHallantde 4a 7.

Mots-clés: Actinobactéries, sol, aride, sol semi-aride, enzymes.
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