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Résumé

La production de plusieurs metabolites secondaires biologiquement actifs par les
actinobactéries, nous a incité a effectuer la caractérisation d’une souche actinomycétale

et d’effectuer divers test de productivité d’ AIA par cette derniére.

L’étude morphologique de la souche Nocardiopsis aegyptia est effectuée sur différents
milieux de cultures : ISP2, ISP5, ISP5M, ISP7, GELM, GLU-ASP, Czapec-Dox-Agar et
DSMZ65 pendant différentes périodes d’incubation.

Ainsi a partir d’une culture mére, huit milieux de culture différents sont ensemencé par
la technique en trois quadrants pour 1’observation macroscopique et la technique des
lamelles pour I’observation microscopique. La souche actinomycétale utilisée est isolée
d’un écosysteme extréme qui est « sebkha ». La souche est capable de produire I’ATA
dans différents milieux et de différentes concentrations. La concentration maximale

d’AlA produite est égale a 117,37 ug/ml.

Suite a cette étude, il a été conclu que Nocardiopsis agyptica produit des concentrations
différentes d’Acide Indole Acétique et cela dépend principalement des caractéristiques

physico-chimiques des milieux de fermentation sur lesquels elle a été cultivée.

Mots clés : Nocardiopsis aegyptia, acide indole acétique (AlA), actinobactéries



Abstract

The production of various biologically-active secondary metabolites by actinobacteria
incited the characterization of an actinomycetal strain as well as the conduction of
several tests of IAA productivity by the aforementioned strait. The morphological
investigation of the Nocardiopsis aegyptia strain is carried out on different growth
mediums: ISP2, ISP5, ISP5M, ISP7, GELM, GLU-ASP, Czapec-Dox-Agar and
DSMZ65 during diversified incubation periods. As such, from a BACTERIAL
MOTHER CROP, eight different GROWTH MEDIUMS are inoculated by the three-
quadrant technique for macroscopic observation and the SLIDE technique for
microscopic observation. The actinomycetal strain is isolated from an extreme
ecosystem knows as “sebkha”. The strain is potentially able to produce AIA in different
growth mediums and at different concentrations. The maximum concentration of I1AA
produced is equal to 117.37 pg/ml. In a nutshell , it was concluded that Nocardiopsis
agyptica produces different concentrations of Indole Acetic Acid. The production is
primarily dependent on the physico-chemical characteristics of the fermentation

medium in which it was cultivated.

Key words: Nocardiopsis aegyptia, indole acetic acid (IAA), actinobactéries
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Introduction

Pendant prés de deux milliards d’années les microorganismes représentent
I’acteur Majeur de la vie sur terre. Si nous analysons cette réalité d’un point de vue
scientifique, nous pourrions dire qu’ils ont insufflé la vie a la surface de cette planéte
par la purification des eaux, la fertilisation des sols, I’action dans les cycles
biogéochimiques, les fermentations ainsi que plusieurs autres facultés. La force de cette
entité, réside dans la variation en termes de leur écosysteme, leur morphologie, leur
physiologie, leur mode de reproduction et leur écologie. Les microorganismes présent
dans tous les écosystemes et méme ceux qui représentes des conditions extrémes ; en

raison de leur mécanisme d’adaptation.

Parmi ces microorganismes en question, on y trouve ceux qui occupent la
majeure proportion de la microflore tellurique, qui sont les actinobactéries appartenant
au groupe des PGPR. L’importance de ces dernieres a été illustrée dans divers
domaines de la vie : industriel, pharmaceutique, ainsi que dans le domaine de
I’agriculture et I’agroalimentaire, notamment dans la biotechnologie en raison de leur

capacité de produire divers métabolites secondaires biologiquement actifs.

L’Acide Indole Acétique (AIA) est une phythormone qui influence la croissance
et le développement des plantes, il est synthétisé par plusieurs voies principalement par
celle du tryptophane (Trp) ; molécule précurseur majeure de cette auxine. Plusieurs
especes actinomycetales possédent la capacité de le produire tel que Nocardipsis

aegytia.

Ce mémoire renferme en un premier temps, des recherches bibliographiques sur
les actionbactéries précisant toutes leurs spécificités et leur utilité dans divers domaines

en prenant comme axe majoritaire la production de I’AIA.

En second lieux, nous avons effectué une étude morphologique sur différents milieux
afin de caractériser la souche étudiée. Par la suite, nous avons testé la production d’AIA
par Nocardipsis aegytia en variant plusieurs parametres physicochimique : pH,

concentration d’Na Cl, source de carbone, source d’azote et Trp.
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En fin, nous avons analysé et discuté tous les résultats obtenues, en se basant sur des

travaux de recherches précédentes afin d’obtenir des conclusions et des perspectives.
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Partie bibliographique chapitrel

1. Les actinobactéries

1.1. Historique

A travers I’histoire des microorganismes, ’actinomycose a d’abord été décrite
chez le bétail, puis chez I’homme. La premiere culture fut réalisée en 1878 en Israél. En
1888, Nocard, vétérinaire francais a decrit le farcin; une infection du bétail
qui ressemble a une tuberculose chronique. Par la suite, Eppinger a observé en 1890, le
premier cas de nocardiose a allure de pseudo-tuberculose associée a des abceés
cérébraux. Et ce n’est qu’en 1940, qu’Erickson a reconnue plusieurs espéces dont le
mécanisme est anaérobique, tel que Actinomyces israelii, A. bovis.... Ainsi, Waksman,
en 1959, a proposé une classification distinguant les Actinomyces anaérobies stricts ou
parfois facultatifs des Nocardia et des agents des mycétomes aérobies (Medical Actu,
2020).

D’aprés Waksman (1959), Ferdinand Cohn fut le premier a décrire un
actinomycete en 1875, suivie par Harz, en 1878, qui I’a nommé Actinomyces bovis un
organisme parasite trouvé dans une infection de la machoire d’un bovin (Hubert, 2022).
Les actinobactéries ont été isolés pour la premiére fois par Cohn en 1875 a partir de la
source humaine (Williams et al., 1984). C’est en 1943 que Waksman a pu isoler un
genre d’actinobactéries a partir du sol. Ce méme auteur, divise I’histoire des
actinobactéries en quatre grandes périodes. La premiére, comprise entre 1874 et 1890,
est celle de la découverte de leur role pathologique. La seconde période, allant de 1900
jusqu’a 1910, se rapporte a la mise en évidence et a 1’étude des actinobactéries du sol.
Ensuite, vient la troisieme période cernée entre 1919 et 1940 au cours de laquelle, une
meilleure connaissance des germes a été acquise grace aux recherches de Waksman, de
Lieske, de Krassilinkov. La quatrieme et derniére partie qui dura jusqu’a ce jour allant
de 1940, est celle des antibiotiques produits par les actinobactéries. De ce fait, on peut
noter les travaux du professeur Sabou Naser Eddine en Algérie (1980) et ses

collabateurs.
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1.2. Définition et caractéristiques des actinobactéries
Elles ont la capacité de produire une grande variété de métabolites secondaires

tel que : les antibiotiques, les enzymes, les auxines...

Les actinobactéries représentent un phylum bactérien, qui constitue une grande
partie du sol. La plupart d’entre eux, sont terrestres en plus d’une minorité marine. Ces
bactéries font parties des groupes a Gram positif, dont le coefficient de Chargaff est
supérieur a 55%, comprit généralement entre 60 et 75% (Ameur, 2014).

Bien que les actinobactéries soient des microorganismes procaryotes, leur
morphologie en forme d’hyphe ressemble fortement a celle des microorganismes
eucaryotes, comme les champignons filamenteux. Leur reproduction, se fait via des

spores ou des fragmentations d’hyphes (Bouaziz, 2018).

L’abondance de ’activité¢ de ces microorganismes est principalement orchestrée
par la disponibilité des nutriments, la nature et I'abondance de la matiére organique, la
salinité, la teneur en humidité relative et la température (Arar, 2019). De plus, la
majorité des actinobactéries, sont chimioorganotrophes aérobies, mésophiles et croissent
de facon optimale dans un pH comprit entre 5,0 et 9,0 avec une proximité optimale a la
neutralite. (Harir, 2018).

Ces bactéries peuvent étre autotrophes, hétérotrophes, phototrophes ou
chimiotrophes. Elles se caractérisent par une grande polyvalence métabolique. Cela,
leur permet d’user de multiples sources de carbone et d'azote et de survivre sous un

grand nombre de substrats (litizia et al., 2016).

La majorité des actinomycetes est saprophyte, mais quelques-uns peuvent étre
pathogénes ou symbiotes de plantes ou d’animaux (Williams et al.,,1983). Les
caracteres culturaux contribuent parfois a différencier les groupes d’actinomycétes entre

eux. Ces caracteres consistent en :

1.2.1. Caractéristiques macromorphologiques

- La production ou non d'un mycélium aérien (MA).

- La présence d’un mycélium du substrat (MS).



Partie bibliographique chapitrel

- Détermination de la couleur du mycélium aérien et du mycélium du substrat ainsi que

des pigments diffusibles dans le milieu de culture.

1.2.2. Caractéristiques micromorphologiques

- La fragmentation ou non du mycélium du substrat.

- La formation de spores sur le mycélium aérien et /ou sur le mycélium du substrat, leur

forme, leur taille et leur agencement : isolées, par deux ou en chaines.

- Mode de sporulation : spores portées par des sporophores ou mycélium aérien qui se

fragmente de maniére anarchique en spores.

- Présence de spores mobiles ou non mobiles (Arar, 2019).

1.3. Cycle de vie

Le cycle de vie des actinobactéries, est 1’un des plus développé et complexe,
comportant trois processus physiologiques majeurs respectivement, la germination, la
sporulation et sénescence ( Danilenko et al., 2005). De ce fait, ce cycle permet d’obtenir

deux types de mycélium a partir d’une spore.

Premierement, une germination a lieu. La présence du calcium est indispensable
pour I’accomplissement de cette phase (Harir, 2018). La croissance est d’abord apicale,
qui donne naissance a un mycélium ramifiée et non fragmenté appelé « mycélium du
substrat » (O’Gara et al., 2008). Le développement de cet hyphe dans la partie
superficielle, donne un « mycélium aérien ». Aprés quelques jours de croissance, les
mycéliums se différencient pour former des spores asexuées (Kim et al,.2004 ; Smaoui,
2010) qui peuvent étre classées en deux types : les endospores et les exospores selon
leur mode de reproduction ( Harir, 2018).Ces dernieres, permettent la survie de I’espéce
dans les conditions défavorable (Saffory, 2006). En effet, les endospores hautement
résistantes (Kitouni, 2007) ont des caractéristiques pour le genre Thermoactinomyces,
produites par des actinobacteries thermophiles (Harir, 2018). Tandis que les exospores
qui sont les plus fréquentes, les moins résistantes (Kitouni, 2007) représente des formes
tres variables. Elles sont formées par la fragmentation d’hyphe aérien qui donne

naissance a un hyphe végétative (Harir, 2018). Apres la sporulation le mycélium
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végétative s’autolyse et les produits de la lyse sont utilisés par le mycélium aérien
(Smaoui, 2010).

—
Chromosome

segregation and septation
Aerial
hypha

Formation of :
reproductive
aerial hyphae ol

Spore
dispersal

© Free spore

' Spore §
A X germination '
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\ I— growth J .
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production ‘ v
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Figure 1:le cycle de vie d’actinomycétes (Berka et al., 2016).

1.4. Taxonomie

Selon le bergey’s manual of systematic bacteriology (le volume cing, 2012) le
phylum Actinobacteria comprend cing classes, 19 ordres, 50 familles et 221 genres

(Oulmi, 2014). Ainsi, la classification est basée sur plusieurs critéres comme suit :

1.4. 1. Les criteres morphologiques

a. criteres macromorphologique : type et couleur du mycélium, la présence ou non
de spores, la pigmentation.

b. criteres micromorphologique : fragmentation des mycéliums, la mobilité des
spores et leur disposition sur les hyphes, leur nombre, la présence ou non de
sporanges et leur type (Ibrahimi, 2020).
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Figure 2: Différentes chaines de spores chez les actinobactérie . A) Micromonospora,
(B) Thermomonospora, (C) Saccharomonospora, (D) Thermoactinomyces, (E)
Microbispora, (F) Nocardia brevicatena, (G) : Catellatospora (Qunyuan li et al., 2016).

https://www.intechopen.com/media/chapter/49285/media/image5.jpa.

1.4.2. Les critéres chimiotaxonomique

Ces criteres sont basés sur la détermination de la composition cellulaire en acides
aminés pariétaux, en sucres (cellules entiéres) et en lipides membranaires et pariétaux
(Jones et Krieg, 1989). Les parois des actinobactéries sont principalement composées de
glucides, d’acide aminés pariétaux, de peptidoglycane, de sucres cellulaires, de
phospholipides membranaires et produisent massivement les d’antibiotique (lbrahimi,
2020).

Tableau 1: différents types de parois et leur constituants majoritaires chez les
actinobactéries (Ibrahimi, 2020).

Constituants pariétaux

i Genres représentatifs
majeurs

Type de paroi

Arachina, Pimelobacter,

I L-DAP+Glycine Nocardiodes, Streptomyces



https://www.intechopen.com/media/chapter/49285/media/image5.jpg
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I Méso-DAP +Glycine Actinoplanes, Actinomyces
Dermatophilus, Maduromycetes,
i Méso-DAP Frankia, Geodermgtophllus:
Thermonospora, Kitasatospira,
Spirillosporia, Thermoactinomyces
Méso-DAP . .
v +Arabinose galactose Micropolyspora, Nocardioformes
\ Lysine + Ornithine Actinomyces
Présence variable de Microbacterium, Oerskovia,
VI L’acide aspartique et de Promicromonospora, Actinomyces,
galactose Arcanobacterium
i i i i + .
VIl Amdg diaminobutyrique Agromyces, Calvibacter
Glycine
VIl Omithine Aureobacterium, Curtobacterium,
Cellulomonas

1.4.3. Les criteres physiologiques

Cette étude basée sur les tests de dégradation de différents composés
glucidiques, lipidiques et protéiques (lbrahimi, 2020). Des tests de résistance, tolérance
au pH, la température, la salinité.
1.4.4. Les critéres moléculaires

Le séquengage d’ADN ribosomal 16S et I’hybridation ADN-ADN, le

pourcentage G+C dans le cas de nouveaux genres (Logman, 2009).

a. Le séquencage d’ADN ribosomial 16S

Il s’agit d’un geéne chromosomique d’une taille d’environ 1500 paires de bases
présent chez toutes les bactéries qui s’appelle ADNr 16S, c’est 1’outil de
I’identification moléculaire (Boudjelal, 2012).

Le séquengage débute par 1’amplification du gene par la technique de PCR a
I’aide d’une ADN polymérase thermostable. Aprés la polymérisation nous recevons
plusieurs taxons qui doivent subir une étude comparative avec les autre taxons qui sont
présent dans les banques de donnés génomique. Si le taux de similarité des séquences
est inférieur ou égale a 97% les souches sont différentes, et similaire si le taux de

similarité est supérieur a 97% (Boudjelal, 2012).
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b. Hybridation ADN-ADN

Cette technique est basée sur les propriétés d’appariement des bases
complémentaires entre deux séquences nucléotidiques. Si le taux d’hybridation est

inférieur & 70% les especes sont différentes (Boudjelal, 2012).

C. le pourcentage GC%

Selon Chargaff et al., 1949, le taux de bases pyrimidiques de I’ADN peut
varier d’un genre a une autre, mais il est identique au sein de la méme espece. De ce
fait, lorsque deux bactéries représentent une variation de 10% dans le pourcentage G+C,
cela signifie que les deux bactéries font parties de deux genres différents (Boudjelal,
2012).

Le phylum Actinobacteria a un pourcentage de GC supérieure a 55%, cela lui permet de

se distinguer facilement des autres genres (Boudjelal, 2012).

B ORDER CLASS PHYLUM
Corynebactoerinles — -
Pseudonocardiales
Gaodermatophilus
Glycomycotales
Micromonosporales

Franklales

Stroptosy ngiales

Catenulisporales
Actinobacteria
Streptomycetales

Proy bacterialvs
Actinobactoria
Kineosporiales

Micrococcales |

Migracoccalos )
Aotinomycotalos

Bifidobactorinles

Micrococcales N —

Aoldimicrobialos Acidimicroblia
Solirubrobacterales Thermoteophilia

Hubrobactorales Rubrobnotena

|
Cotlobactelivles Coriobacteriio -

Figure 3 : ’arbre phylogénique d’actinobactérie (Wei-Chun K, et al., 2016).
https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0005272816305916-arl.ipg.

1.5. Ecologie des actinobactéries

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre
dans la plupart des niches écologiques (Boudjlel, 2012). La grande proportion est
d’origine tellurique et c’est a partir du sol que ces bactéries peuvent coloniser de

nombreux biotopes : air, composts, eaux... (Groth et al., 1999). lls sont présents dans
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les sols polaires gelés, les sols désertiques chauds et secs, le pétrole brut, les sols
hautement contaminés avec des métaux lourds, les lacs extrémement alcalins et les lacs
salés. Par contre, ils semblent étre absents des eaux minieres tres acides (pH < 1) et des

sources thermales trés chaudes d'origine volcanique (Groth et al., 1999).

La fonction écologique des actinomycétes au sein des écosystémes, est la
décomposition des substances organiques. Les actinomycetes, fort nombreux dans les
sols, se joignent aux autres Bactéries et aux champignons comme nettoyeurs de la nature
et formateurs d'humus (Rayen et al., 2012). lIs proliférent surtout quand I'action des
bactéries ordinaires touche a sa fin, on pourrait dire qu'ils terminent leur action (Eubert
et al., 2020).

Tout le monde connait I'odeur de la terre fraichement labourée. Cette odeur est due
surtout a une huile neutre de bas poids moléculaire « la Géosmine » produite par les

actinomycetes présents dans le sol.

En plus de leur influence importante sur la santé humaine, les actinobactéries ont
des roles écologiques clés. Avant de se concentrer sur la découverte d'antibiotiques, les
travaux du lauréat du prix Nobel Selman Waksman sur les bactéries du sol et leur
impact sur la productivité agricole, ont été parmi les premiers a impliquer les
actinobactéries comme des contributeurs importants au processus de décomposition de
la biomasse veégetale. Plus récemment, les actinobactéries se sont révélées étre des
symbiotes répandus d'eucaryotes, aidant les herbivores & accéder a la biomasse végeétale
en tant que mutualistes nutritionnels et produisant des produits naturels en tant que
mutualistes défensifs. Des études sur les actinobactéries en tant que mutualistes
défensifs, ont conduit & la découverte de nouveaux antibiotiques avec des applications
pharmaceutiques potentielles, renouvelant la reconnaissance de la valeur de la
compréhension de I'écologie des actinobactéries pour la découverte de médicaments et
écoutant en retour au voyage de Waksman a la découverte de la streptomycine.(Hubert,
2020).

Outre les interactions avec les micro-organismes, les actinobacteries filamenteuses
interagissent largement avec les organismes supérieurs, vivant souvent en symbiose

mutualiste avec leur hote. En particulier, les espéces de Streptomyces forment des
11
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associations étroites avec les plantes en tant qu’endosymbiotes, saprophytes et agents

pathogenes (Van der meiji i et al., 2017).

2. Le genre Nocardiopsis

2.1. Historique

Une nouvelle souche a été isolée a partir d’'un sédiment Marin en Egypte. Elle
représente un mycélium aérien beige a jaune claire, un mycélium du substrat brun et des
hyphes droites a flexueuses avec une variation dans les chaines des spores (Sabri et al.,
2004). Elle est aérobie a Gram positive (She et al., 2022). Les caracteres physiologiques
et chimio taxonomique de cette derniere correspondant a celles du genre Nocardiopsis,
pour établir cette hypothese les chercheures sont passé a 1’étude d’ADNr 16S le résultat
montre gque cette souche est phylogénétiquement apparentée au genre Nocardiopsis avec
une variation de 2% par rapport aux autres especes. Cette étude a conduit a la
découverte d’une nouvelle souche qui s’appelle Nocardiopsis aegyptia (Sabri et al.,
2004).

2.2. Ecologie

Parmi les actinobactéries, celles qui sont halophiles ou halotolérantes suscitent
I’intérét tant du point de vue taxonomique que biotechnologique (Smati et Kitouni,
2019). Les écosystemes extrémes comme les sebkhas représentent des niches
écologiques intéressantes pour 1’isolement des espéces bactériennes déja connues ou de

nouvelles especes.

Il existe plusieurs écosystemes extrémes en Algérie, on va prendre comme
exemple les sabkha. La recherche réalisée par Smatti, sur les actionobactéries dans les
deux sites : les sabkhas d’Ezzemoul et de Djendli, des régions caractérisées par leur
climat semi-aride qui provogue la salinisation des sols (Rengasamy, 2006). Parmis les

espéces isolées de cette recherche les Noracdiopsis.
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2.3. Classification

36 | Nocardiopsiz exhalans ES10.17(AY036000)

L Nocardiopsiz valliformis HBUM2002 87 (AY336503)
- Nocardtopzts metallicus KBS6T (47420769)
T Nocardiopsiz ganfiahuensis HBUM 200387 (AY336513)

77| L—— Nocardiopsts prosina DSM 438457 (X97884)

02977 (X97887)

Nocardiopsis alkaliphila DSM 34657 (AY230848)
Nocardiopsis alba DSM 43377° (X97883)

Nocardiopsis umdtscholae DSM 44362937 (AY036001)

Nocardiopsis listeri DS

oo Nocardiopsts tropica VKM Ac-14377 (AF105971)
Nocardiopsis lucentensis DSM 44048" (X97888)
Nocardiopsis negyptia DSM 444427 (AJ539401)

Nocardiopsis daszomvillei subsp. dassonvillei DSM431117 (X97886)
78 Eo:mdrap:u dassomvillei subsp. albirubida DSM404657 (X97882)
v Nocardiopsis synnemataformans IMMIB D-12157 (Y13593)
Nocardiopsis halotolerans DSM 444107 (AJ200448)
_q|—mlms sinuspersici HM6T (EU410476)
B Nocardiopsis quinghaiensis YIM 28447 (EF597511)

Nocardiopsis mikkonensis YU1183-227 (AB491226)

Nocardiopsis salina YIM 900107 (AY373031)

Nocardiopsis xinpiangensis YIM 900047 (AF251709)
Nocardiopsis litorahs JSM 0730977 (EU383726)

Nocariiopsis kunsanensis HA-97 (AF195412)

—@{———.Vm'nrdmp:x: composta KSO7 (AF360734)
Nocardiopsis porens IMMIB L-217 (FAI253114)

Nocardiopsts trehaiosi VKM Ac-942" (AF105972)

Nocardiopsis arabia S1867 (EF093149)

= ga ~ Nocardiopsis baichengensis YIM 901307 (AY619716)
2 i Nocardiopsis halophula DSAM 444947 (AJ421018)
Nocardiopsis chromatogenes YIM 901097 (AY619715)
“« Nocardiopsis gilva YIM 900877 (AY619712)
—;g@n rosea YIM 900947 (AY619713)
& Nocardiopsis rhodophaes YIM 900967 (AY619714)

Figure 4 : Dendrogramme montrant les relations phylogénétiques entre la majorité des
especes de Nocardiopsis, établi sur la base de 1’analyse des séquences de I’ADNr 168,
et construit a partir des distances d’évolution par la méthode du “neighbor-joining”. La
barre indique 0,005 substitution par position de nucléotide. (Boudjelal, 2012).

100

2.4. Mécanisme d’adaptation aux solutions salines

Pour s’adapter aux conditions salines, les bactéries halophiles ont développé
diverses stratégies pour maintenir leur structure et leurs fonctions cellulaires. Il s’agit
notamment, de I’accumulation d’osmolytes (Vargas et al., 2008). Dans ce cas, il y a la
synthese de substances osmorégulatrices. Ces derniéres, sont accumulées dans le
cytoplasme a une concentration supérieure a 1 moles/Kg d’eau. Elles n’interagissent pas
avec les métabolites cellulaires mais elles servent purement & une fonction osmotique en
permettant une rapide adaptation a différentes concentrations de NaCl. Une intervention

de la machinerie enzymatique a aussi été constaté (Boudjelal, 2012).
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Tableau 2 : Liste des espéces d’actinobactéries halophiles et halotolérantes de 1’Ordre des

Actinomyecetales et de la famille des Nocardiopsaceae. (Boudjelal, 2012).

Gamme (optimum)

Espéces Origine de NaCl (%) Référence
Haloactinospora alba Lac sal¢, Xinjiang (Chine) 15 Tang et al. (2008)
Nocardiopsis nikkonensis Compost (Japon). 0-10 Yamamura ef al.

(2010)
Nocardiopsis terrae Sols salés, Bassin de Qaidam 1-15(3-5) Chen et al. (2010a)
(Chine).
Nocardiopsis sinuspersici Sol sableux rhizosphérique (Golfe 0-15(2.5) Hamedi ez al. (2010)
persique).
Nocardiopsis potens Déchets ménagers 0-16(12) Yassin et al. (2009)
Nocardiopsis litoralis Mer "Anémone"(Chine) 1-15(5-7) Chen eral. (2009)
Nocardiopsis arabia Sable (Egypte) 0-18 Hozzein and
Goodfellow (2008)
Nocardiopsis quinghaiensis  Sols salés, bassin de Qaidam 0-10(3) Chen et al. (2008)
(Chine)
Nocardiopsis baichengensis  Sédiments salés du Xinjiang 0-18 (5-8) Li et al. (2006)
(Chine).
Nocardiopsis chromatogenes " b/ " 0-18 (5-8) Lieral. (2006)
Nocardiopsis gilva " 0-18 (5-8) Li et al. (2006)
Nocardiopsis rhodophaea ! ! " 0-18 (5-8) Lt et al. (2006)
Nocardiopsis rosea B 0-18 (5-8) Li et al (2006)
Nocardiopsis salina " " 3-20(10) Li er al (2004a)
Nocardiopsis aegyptia Sédiments marins (Egypte) 5-30 Sabry et al (2004)
Nocardiopsis xinfiangensis " " ¥ 10 Li et al. (2003a)
Nocardiopsis halotolerans Sols salés du Koweit 0-15(10) Al Zarban et af
(2002a)
Nocardiopsis kunsanensis Marais salant (Corée) 3-20(5-15) Chun et al. (2000)
Nocardiopsis halophila Sols salés (Irak) 3-20(5-15) Al Tai et Ruan
(1994)
Nocardiopsis lucentensis Sols salés (Espagne) 5-10(7) Yassin et al. (1993)

Streptomonospora alba

Sols du Xinjiang (Chine)

5-25(10-15)

Cui et al. (2001)

Streptomonospora salina 15 Li er al. (2003d)
Strep spora halophila  Sols hypersalés (Chine). 5-20(10) Carer al/(2008)
Streptomonospora

amylolytica " A Cat et al. (2009)

Streptomonospora flavabla

" "

3. Les intéréts des actinobactéries

Les actinobactéries ont une importance majeure dans la biotechnologie
gréce a leur capacité de produire un nombre important des antibiotiques et des
enzymes ainsi que d’autres métabolites secondaires bioactifs ayant des
applications dans divers domaines notamment industriel, alimentaire,
biotechnologique et pharmaceutique (Vijayakumar et al.,., 2007). Aussi ils ont des
roles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes, et ont une
grande importance économique et des roles importants dans les domaines

d’agronomie et de chimie.

14



Partie bibliographique chapitrel

3.1. L’importance dans le domaine agronomique

Les actinobactéries ont la capacité de dégrader et transformer la matiére
organique complexe non dégradables par les autres microorganismes dans le sol,
tel que les polymeres complexes, les polysaccharides, la chitine et les
lignocelluloses des plantes (Goodfellow et al., 1984), donc ils jouent un rdle
important dans la fertilité des sols grace a un potentiel enzymatique riche. Ils
peuvent aussi dégrader la biomasse et décomposer des déchets agricoles ou
urbains. Les actinobactéries sont également utilisés dans la lutte biologique contre
les agents phytopathogénes telluriques, grace a leurs pouvoirs antagonistes
(Sutthinan, 2009).

5.2. L’importance pharmaceutique

Les actinobactéries ont la capacité a produire plusieurs métabolites
secondaires tels que les antibiotiques qui constituent la part la plus importante des
applications industrielle. Selman Waksman a été le premier a démontrer
I'abondance des actinomyceétes sur le terrain. C'est dans ses laboratoires que furent
isolés les quatre premiers antibiotiques utiles : l'actinomycine (1940), un agent
antitumoral ; la streptomycine (1944), antibactérien notamment contre la
tuberculose ; la néomycine (1949), antibactérien et la candicidine (1953) un agent

antifongique.

Aprés les antibiotiques les plus importants produits synthétisé par les
actinobactéries sont les enzymes. Certaines sont utilisées a cet effet dans
I'industrie alimentaire tel que I’isomérase du glucose et dans celle des détergents
comme les protéases (Kitouni, 2007). Aussi les glycosidases jouent un rdle
important dans la dégradation des biomasses végetales (amylases, xylanases) et
animales (chitinases). D’autres enzymes peuvent avoir des applications
médicales : neuraminidases, estérases et oxydases des stérols et d’autres sont

utilisées en biologie moléculaire : endonucléases de restriction.

Les actinobactéries produisent des enzymes inhibiteurs des antibiotiques

pour se protéger de leur action toxique. lls secrétent également des antitumorale
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(actinomycine), des insecticides (mikkomycine), des pesticides (antimycine A),
des herbicides (phinotricine) (Kitouni, 2007). Plus de 60% des substances
médicamenteuses utilisées en chimiothérapie cancéreuse la plupart proviennent de
composés naturels et d’actinobactéries, tels que 1’actinomycine D (Demain et

Lancini, 2006).
4. L'acide indole acétique (AlA)

Les actinobactéries jouent un rOle important dans la protection de
I'environnement en améliorant la croissance des plantes grace a la fixation de l'azote, a
la biodégradation (Djebaili et al., 2020), et a la production des régulateurs de

croissance ; on va prendre a titre d’exemple les phytohormones.

D'une fagon générale, une hormone est une molécule synthétisée par un
organisme a des concentrations variées. Cette derniére, va avoir une action sur le
développement de cet organisme. On distingue quatre groupes de phytohormones :
(Gomez, 2003).

- Les auxines

- Les gibbérellines

- Les cytokinines,

- Les brassinostéroides

Les auxines sont les premiéres hormones de croissance a étre découvertes. Les
auxines sont une classe d'hormones végétales dérivées du tryptophane ou autre. Les
plantes produisent des auxines naturelles comme l'acide indole-3-acétique et l'acide
indole butyrique. Les auxines naturelles se trouvent dans les tiges et les racines en

croissance (Agri, 2020).

4.1. Définition et structure chimique de PAIA

L’AIA soit I'acide 1H-indole-3-acétique, est I'normone végétale naturelle la plus
courante de la classe des auxines (Zhao, 2010). C'est 1'un des auxines les plus

physiologiquement actives (Malhotra et Srivastava, 2008). C’est un composé organique
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de formule C 10 H 9 NO 2, la masse molairen175, 184 g/mol, fusion : 168,5 °C, c'est un
solide incolore soluble : trés soluble dans 1’éthanol, 1’éther, 1’acétone, le benzéne et

insoluble dans 1’ecau (Gomez, 2003).

L'AlA, est formé d'un noyau indole et d'une courte chaine latérale carbonée

portant le groupement carboxyle (Perrot, 2022).

e oH
| A

// N
H

Figure 5 : Structure de I’acide indole acétique (Herrbach, 2013).

4.2. Le role de PAIA

La production d'acide indole-3-acétique par les rhizobactéries plus précisément
les actinobactéries, joue un réle important dans les interactions bactériennes des plantes.
Diverses especes bactériennes possedent la capacité de produire la phytohormone
auxine (AIA) (Perrot, 2020).De ce fait, les effets de l'auxine dépendent des
concentrations de I'normone dans un organe donné. Les nombreux réles de l'auxine

sont :

- L'élongation cellulaire (sur cellules jeunes aux parois extensibles)

- La division cellulaire : L'auxine stimule les mitoses, mais cette action ne s'exerce pas
indistinctement sur tous les méristémes, En revanche, elle a une action trés marquée sur
la prolifération des cambiums (Fukaki et al., 2008).

- L'auxine contribue a la croissance des tiges et des rameaux, a partir des bourgeons

apicaux ou axillaires (concentration d'auxines) par contre I’élongation des entre nceuds

n'est pas le fait de I'auxine (Spaenpen et al., 2007).
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- Au niveau des feuilles, les pétioles et les gaines, leur élongation est stimulée par
l'auxine. Cependant, I'action de I'auxine sur I'élongation des racines est toute différente

de son action sur les tiges (Raven et al., 2007).

Les plantes qui synthétisent I’AIA peuvent prévenir les effets délétéres des stress
environnementaux ce qui donne des fruits sains, mures et sans aucune impuretés
(Dinesh, 2011).

4.3. Mode d’action de ’AIA

Plusieurs parametres physiologiques chez la plante sont influencés par I’AlA,
comme |’¢élongation et la division cellulaire, la dormance apicale, la différenciation des
tissus vasculaires et la production d’éthyléne. Egalement, on dénombre I’initiation et la
prolifération racinaire aboutissant ainsi & une meilleure disponibilité en eau et en
nutriments (Keyeo et al., 2011). Chez de nombreuses especes de Streptomyces, I’AIA
stimule aussi la formation du mycélium et améliore également la production des

antibiotiques (Matsukawa et al., 2007).

4.4. La biosynthese d’AIA

Comme il a déja été mentionne, I’AIA est une phytohormone qui a un role
majeur dans I’élongation racinaire, elle est synthétisée dans les apex des tiges, dans les
méristemes et les jeunes feuilles, ou bien par les microorganismes du sol bactéries,
champignon, algue (Kudoyarova et al., 2019). Cela est réalisé via cing voies (Leblond-
casstaing, 2011), quatre voies en présence de tryptophane qui est le précurseur
principale (Simon, 2021) et la cinquieme voie indépendantes du tryptophane (Choloe,
2006 ; Laura et al., 2009 ; Herrbach, 2013).

La premiére voie c’est ’utilisation de tryptophane-2-mono-oxygenase pour
transformer le tryptophane en indole-3-acétamide qui va se transformer en acide indole
acétique, ensuite on a la voie IAOX et glucosinate les enzymes de cette voie ne sont pas
encore connues elle conduit a la formation d’AIA et de glucosinate indolique,
troisiemement on a la voie TAM le substrat de cette voie est la tryptamine qui va se
convertit en AIA a I’aide des enzymes qui possedent des fonctions redondantes, en fin

on a la voie IPA I’intermédiaire de cette voie c’est 1’Indole-3-pyruvate qui va se
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transformer en AIA par une Tryptophane aminotransférase. Dans la voie indépendante

de tryptophane le précurseur c’est 1’indole- 3-glycérol phosphate au bien I’indole
(Leblond-casstaing, 2011).

80% des rhizobactéries sont capables de produire les phytohormones tel que les
actinomycetes le genre Agrobacterium ou certain pathovares (Kudoyarova et al., 2019)
par I’utilisation des matiéres qui sont présentes dans la rhizosphére.
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Figure 6 : Voies de biosynthése de I’acide 3-indole acétique (AIA) chez les plantes et les
microorganismes ainsi que les différents modes de conjugaison (leblond casstaing, 2011).
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Matériel et méthodes

Les objectifs de cette étude, sont :

- L’identification morphologique d’une souche actinomycete

- Tester la capacité de cette souche a produire 1’ Acide Indole Acétique.

Pour cela, plusieurs techniques ont ét¢ appliqué avec précision afin d’avoir des

résultats fiables et reproductibles. Ainsi, nous avons procédé d’une maniére méthodique.

1. Préparation des milieux de culture

Nous avons préparé huit milieux de culture : ISP2, ISP5, ISP5 modifié, ISP7,
DSMZ65, Glucose-Asparagine, Czapec Dox Agar, GELM dont les différentes
compositions son mentionnées en annexes 1. Tous ces milieux, ont été stérilisés pendant

20 minutes a 121 °C. Le pH de chaque milieu est individuellement ajusté.

2. préparation de matériel biologique

La souche bactérienne utilisé, était conservée a -18 °C, dans un milieu ISP5
contenant le glycérol (v/v) et 5% d’Na Cl. Pour confirmer sa viabilité et sa croissance,
nous I’avons ensemencé sur les milieux de culture ISP7 et DSMZ65 a partir du tube de
conservation par la technique d’épuisement, les cultures ont été incubées a 30 °C

pendant 5 jours.

3. Etude morphologique

Aprés 5 jours de revivification, la souche est mise en culture par deux
techniques d’ensemencement : en trois quadrants et la technique des lamelles sur les
milieux : ISP2, ISP5, ISP5M, ISP7, DSMZ65, GELM, Czapec Dox Agar, glucose-

asparagine. La lecture s’est faite aprés 7 et 21 jours d’incubation a 30 °C.
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2-1 Etude macroscopique

L’observation a été faite @ 1’ceil nu dans des conditions d’asepsie. Cette étude,

nous permet la détermination de certains caracteres morphologiques qui sont :
- le degré de croissance,
- la forme et la couleur de la colonie,
- la présence ou I’absence de mycélium du substrat,

- la présence ou non des spores et leurs pigmentations.

2-2Etude microscopique
La réalisation de la technique des cultures sur lamelles, consiste a :

- Insérer délicatement une lamelle stérilisée par 1’éthanol dans les milieux de

culture (une boite de chaque milieu) de facon a former un angle de 45° ;
- Une petite quantité de culture est déposée contre la lamelle en contact avec la gélose ;

- Aprés 7 et 21 jours d’incubation une lamelle est retirée délicatement du milieu
géloseé ;
- En fin, une coloration simple au le bleu de méthyléne et I’observation au microscope

optique a I’objectif x100 avec I’huile a émersion.

Cette technique nous a permis de définir les caractéristiques du mycelium aérien
et le mycélium du substrat, leur mode de développement, la forme et la présence ou non

des spores.

4. La productivité d’AlA par la souche Nocardiopsis

4.1. Préparation de I’inoculum

La masse sporale d’une culture de 7 jours sur le milieu ISP7 a 30 °C est raclée
a I’aide d’une anse a usage unique, la masse récupérée est resuspendue dans 40 ml de
I’eau physiologique stérile (annexe 1). Toute cette opération se passe en condition
d’asepsie totale. Apres une agitation vigoureuse, la densité optique de cette suspension

est mesurée a I’aide d’un spectrophotomeétre a 660 nm.
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4.2. Production de I’acide indole acétique

La capacité de production d’AIA par la souche est effectuée sur douze milieux
de fermentation liquides préparés (annexes 2). Ces milieux sont constitués de bouillon
du milieu GBA enrichie par I’extrait de levure, Na Noz la peptone, Trp, Mg So, et
additionnée de Na CI 5 % et 10 %, le pH est ajusté entre 7 et 9 (tableau 3). Six de ces
milieux sont additionnés par la mélasse de dattes, puis agités et stérilisés. Les milieux
sont inoculés avec 2 ml de la suspension bactérienne. Les cultures sont alors incubées

pendant 5 jours a 30 °C.

Tableau 3 : la répartition des pourcentages de Na Cl et de pH dans les douze milieux de
fermentation.

Milieux Na CI (%) pH
M1 5 7
M2 10 7
M3 10 7
M4 10 9
M5 5 7
M6 5 9
M7 5 9
M8 10 7
M9 5 9
M10 10 9
M11 10 9
M12 5 7
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5. La mise en évidence de la présence de I’'AlA

5.1. Récupération des filtrats

Apres 5 jours d’incubation, nous avons filtré les 12 cultures a travers la gaze et

du papier filtre Wattman n°01.

5.2. Dosage de PAIA

La mise en évidence de la production de I’AIA est réalisée par la méthode

colorimétrique décrite par Brick et al., 1991, en utilisant le réactif de Salkowski.

2ml de chaque filtrat récupéré sont ajoutés a 4ml de réactif de Salkowski. Les
tubes sont mis a I’obscurité pendant 30 min et 24h. La densité optique des 12 tubes est
mesurée au spectrophotometre a A=530 nm. Les quantités d’AIA produites sont
calculées a I’aide de la courbe étalon d’AIA de Monita et al., (2014)

1
0.8
0.6
0.4

0.2

Densité optique a 530 nm

0 20 40 60 80 100
Concentration de I’AlA en pg/ml

Figure 7 : Courbe étalon de I’AIA (Monita et al., 2014).
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Résultats et discussion

1. Revivification

Aprés 5 jours d’incubation nous avons observé une bonne croissance de

Nocardiopsis aegyptia sur les milieux : ISP7 et DSM65

Figure 8 : photographies qui représente la culture de Nocardiopsis aegyptia agée de 5
jours sur le milieu DSMZ65 et ISP7.

2. Etude morphologique

Cette étude permet de déterminer les caractéristiques macroscopique et
microscopique pour permettre la caractérisation de différentes especes des différents

genres.

2.1. Etude macroscopique

Plusieurs milieux de culture sont utilisés pour déterminer la bonne croissance de
la souche. Les différents degrés de croissance ont été observés sur différents milieux de
culture. La croissance est rapide sur les milieux ISP7 et DSMZ65, les colonies
apparaissent des le troisieme jour de I’ensemencement alors qu’elle est moyenne sur le
milieu Czapec-Dox-Agar, et faible sur le milieu Glu-Asp. Elle est nulle sur les milieux :
ISP5, ISP5 modifié et GELM (tableau 02).
Le milieu ISP7 aprés sept jours d’incubation donne de petites colonies, plates, de
couleur gris verdatre avec des bordures irréguliéres. Sur le milieu Glu-Asp, les colonies
sont petites, bombées, aves des bordures irréguliéres, de couleur blanche. Sur le milieu
DSMZ65; les colonies ont un aspect dentelaire, petites, avec des bordures irrégulieres de
couleur blanche. Sur le milieu Czapec Dox Agar les colonies sont petites avec des
bordures réguliéres, un aspect poudreux et une couleur blanche.

29



Résultats Et Discussion chapitre 3

Tableau 4 : Aspect macroscopique de la souche Nocardiopsis aegytia cultivée sur
differents milieux de culture aprés 7 et 21 jours.

- Production
- . Mycelium Mycélium | Masse des
Durée d’incubation Milieu Croissance du . .
substrat aérien sporale p_|gmf-3nts
diffusibles
ISP2 - - - - -
ISP5 - - - - -
ISP5M - - - - -
GELM - - - - -
Aprés 7 jours a 30 Glucos_e— + + + - i
°C asparagine
DSMZ65 + + + + -
ISP7 ++ - + + -
Czapec
Dox F,;\gar i " " * i
ISP2 + /- - + - -
ISP5 - - - - -
ISPS5M - - - - -
ISP7 ++ + + + -
Glucose- + + + +/- -
Aprés 21 joursa | asparagin
30°C e
DSMZ65 ++ ++ + ++ -
GELM - - - - -
Czapec ++ ++ + + -
Dox agar
ISP2 + /- - + - -

++ : Trés bonne croissance. + : bonne croissance. +/-: faible croissance. - : absence de
croissance.

Aprés 21 jours d’incubation (Figure 10) nous avons observé sur le Milieu
DSMZ65 des colonies rondes, plates, petites (2mm) d’une couleur blanchatre opaque et
poudreuses. Sur le milieu Czapec Dox Agar les colonies sont séches, plates avec des
bordures irréguliéres, qui ont une couleur blanchatre et de taille petite (Imm). Sur le
milieu Glucose-Asparagine les colonies sont punctiformes de couleur grise et
translucides. Sur le milieu ISP7 les colonies sont rondes, blanchatre et petite de taille
(Imm) avec un aspect crémeux, la production des pigments diffusible est absente dans
les quatre milieux de culture.

Une forte odeur de la Géosmine produite par la souche est sentie lorsque les boites de

Petri sont ouvertes.
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Figure 9 : la culture de la souche Nocardiopsis aegyptia aprés 7 jours d’incubation sur
différents milieux de culture.

Figure 10 : la culture de la souche Nocardiopsis aegytia apres 21 jours d’incubation sur
différents milieux de culture.
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2.2. Etude microscopique
L’observation de la souche Nocardiopsis aegyptia cultivée sur les milieux ISP7,
DSMZ65 et Glu-ASP, sous microscope optique aprés 7 jours d’incubation, a 1’aide de

I’objectif a immersion apres coloration au bleu de méthyléne révele ce qui suit :

- Sur le milieu ISP7 la présence d’un mycélium du substrat long, ramifié et enchevétré.

Le mycelium aérien est ramifie et fragmenté. La présence de spores rondes et isolées.

- Sur le milieu DSMZ65 le mycélium du substrat est ramifié et enchevétré par contre le

mycélium aérien est fin et peu ramifié. Les spores sont rondes.

- Sur le milieu glucose-asparagine le mycélium du substrat et le mycélium aérien sont

ramifiés et riches en spores rondes et isolées.

- Sur le milieu Czapec Dox Agar le mycélium du substrat est ramifié tandis le mycélium

aérien est ramifié et enchevétre. Les spores sont rondes et isolées.

Aprés 21 jours d’incubation nous avons obtenu les résultats suivants :
L’observation des fragments hyphales qui suit la fragmentation des mycéliums dans les
deux parties substrat et aérien. Les spores sont matures bien définies qui ont une forme
ronde. Elles sont organisées soit en longue chaines ou bien isolée. La masse sporale est

plus abondante que les mycéliums.

Selon (Saker, 2015) ces caracteres microscopique rappelle fortement celle du
genre Nocardiopsis avec un MA ramifié et fragmenté de maniére anarchique de couleur
blanc ou beige-jaune avec une formation de chaine de spores le MS se fragmente un peu

ce qui est cohérent avec les résultats obtenus.
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Tableau 5 : Description des caracteres microscopique de la souche Nocardiopsis
aegyptia cultivée sur différents milieux de culture aprés 7 et 21 jours d’incubation.

Duree Milieux de croissance Mycelium | Mycélium Snores
d’incubation culture de substrat aérien P
ISP2 - - - -
ISP5 - - - -
ISP5M - - - -
ISP7 + ramifi¢ | ramifieet rondes et
ADres enchevétrée isolées
P Glucose- pes Ramifié et Rondes et
7 jours ) + ramifié N N
330 °c Asparagine enche_v_e,tree isolées
DSMZ65 + ramifié Ram|f|§ eg rondes
enchevétré
GELM - - - -
Czapec + ramifié ramifié rondes
Dox Agar
ISP2 - - - -
ISP5 - - - -
ISP5M - - - -
Ramifie ramifié Ronde
Apres 21 ISP7 + enchevétre A o
; enchevétre isolée
jours
a30°C Glucose- . | Fragmenté Longue chaines
. + Fragmenté
asparagine de forme ronde
DSMZ65 + Fragmenté | Fragmenté Longue chaines
de forme ronde
GELM - - - -

++ : Tres bonne croissance.

+ : bonne croissance.

+/-: faible croissance. - : absence de croissance.

Figure 02 : observation sous microscope optique Gx100 de la souche Nocardiopsis
aegyptia aprés 7 jours d’incubation sur le milieu ISp7. (A) : Mycélium du substrat, (B) :
Mycélium aérien.
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Figure 03 : Observation sous microscope optique Gx100 de la souche Nocardiopsis
aegyptia apres 7 jours d’incubation cultivée sur le milieu DSMZ65. (A) : Mycélium du
substrat,(B) : Mycélium aérien.
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Figure 04 : Observation sous microscope optique Gx100 de la souche Nocardiopsis
aegyptia apres 7 jours d’incubation sur le milieu Glucose-Asparagine. (A) : Mycélium
du substrat,(B) : Mycélium aérien.

Figure 05 : observation sous microscope optique Gx100 de la souche Nocardiopsis
aegyptia apres 7 jours d’incubation sur le milieu CZAPEK-Dox Agar. (A) : Mycélium
du substrat,(B) : Mycélium aérien.
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Selon Oulmi (2014), les colonies de Nocardiopsis dans différents milieux de
culture sont compactées avec des bordures filamenteuses avec une absence totale des
pigments diffusibles, la couleur des mycéliums différe selon le milieu, le MS est blanc
avec la présence d’une poudre blanche sous forme d’un tapis de velours a partir de ca
nous pouvons dire que nos résultats sont compatibles avec ses résultats. Et dans le
premier article publié sur cette souche Sabri et al., (2004) disent que Nocardiopsis
aegyptia forme un mycélium aérien blanc sale, devenant légerement jaunatre gris dans

les cultures agés .

Figure 15 : Observation sous microscope optique Gx100 de la souche Nocardiopsis
aegyptia apres 21 jours d’incubation

3. la productivité de la souche

3.1 Aspect de la croissance de la souche dans les milieux de

fermentation

Apres 5 jours d’incubation la croissance dans les douze milieux de fermentation
a donné plusieurs aspects (tableau 6) ; il y a une croissance sur tous les milieux mais a
des degrés différents. Sous forme de dép6t au fond du tube. Elle est optimale sur le

milieu M1 et M4.
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Tableau 6 : Aspect de la croissance apres 5 jours d’incubation.

Milieux La croissance L'aspect
M1 +++ Trouble
M2 ++ Trouble
M3 +/- Trouble
M4 +++ Trouble
M5 ++ Trouble
M6 ++ Trouble
M7 +/- Trouble
M8 +/- Trouble
M9 - Trouble + virage de la couleur
du milieu
M10 ++ Trouble
M11 ++ Trouble
M12 ++ Trouble + virage de la couleur
du milieu

+++ : Tres bonne croissance, ++ : croissance moyenne, +/- : faible croissance, - : trés faible croissance.

3.2. Concentration d’Acide indole acétique

Le calcul des concentrations d’AIA produite par Nocardiopsis aegyptia en

pg/ml apres Sjours d’incubation est fait Selon 1’équation de la droite de régression

retirée du courbe étalon de Monita, et al., (2014).
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Figure 16: Histogramme des concentrations d’Acide Indole Acétique produites dans les
12 milieux en fonction de la densité optique a 30min et 24h.

Aprés le calcul de la concentration d’AIA  dans les douze milieux de

fermentation, la production varie entre 10,75 pg/ml et 117,37 pg/ml. Elle est maximale

dans le milieu 4 et minimale dans le milieu 9.
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Depuis plusieurs années, I’AIA a fait I’objet de différentes études afin
d’identifier son role, son mode d’action.... Pour cela, nous avons choisi de cerner les
caractéristiques et les conditions dans lesquelles les actinobacétéries produisent une
concentration considérables de cette phytohormone. Ainsi, nous avons cultivé les

bactéries dans 12 milieux différents pendant 5 jours d’incubation.

3.2.1. Effet du pH
Un pH adéquat est une nécessité pour la survie et le développent de toutes

espéces bactérienne. Ainsi, selon la littérature les actinobactéries se développent dans
un milieu a pH neutre (pH=7), mais certaines de ces bactéries font I’exception de
pouvoir se developper dans des milieux alcalins avec un pH allant jusqu’au 9. Certains
auteurs suggerent que la biosynthése d’AIA nécessite un milieu neutre, 1’augmentation
ou bien la diminution du pH affecte le systeme enzymatique de la bactérie ou la
solubilité de certains de ses composants. C’est la raison pour laquelle nous avons varié
la teneur du pH entre 7 et 9. D’aprés I’histogramme nous pouvons observer que la
productivité est optimale dans les milieux dont le pH est égale a 9 ce qui ne concorde
pas avec les travaux de recherche précédents. D’autre part, Harir, M (2018) démontre
qu’il existe certaines espéces qui sont alcalophiles et se développent a un intervalle de

pH de 8 a 11 et comme pour notre bactérie.
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Figure 17: Histogramme qui représente 1’effet du pH sur la concentration d’AIA.
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3.2.2. Effet du NacCl

Les actinomycetes halophiles poussent de facon optimale dans des milieux
contenant 5 a 25% de NaCl et méme dans des milieux saturés en Na Cl (Kokare et al.,
2004), les expériences faites par Boudjlel (2012) montrent qu’il y a plusieurs genres
d’actinobacteries qui peuvent tolérer jusqu’a 25% de NaCl parmi lesquelles le genre
Nocardiposis utilisé dans notre étude. Pour cela les résultats que nous avons obtenus
sont corrects, ces derniers illustrent une croissance et une production maximale de

I’ATA dans le milieu 4 avec un pourcentage d’NaCl égale a 10%.

Selon Ameur (2014) un optimum de croissance chez Nocardiopsis sp est obtenu
dans les milieux avec 3% d’NaCl, mais dans les milieux salins la souche a la capacité de
produire des osmolytes afin de réguler leur réponse au stress osmotique. Nous avons
comme résultat une bonne production dans les milieux a 5% d’ NaCl mais elle est
maximale dans le milieu M4 (NaCl 10%) donc nos résultats sont compatibles avec ceux

obtenu par cet auteur.
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Figure 18 : Histogramme qui représente 1’effet du pourcentage d’Na Cl sur la
concentration d’AIA.

3.2.3. Effet du Tryptophane

I1 y’a plusieurs voies pour synthétiser I’ Acide Indole Acétique parmi lesquelles
la voie de la biosynthése d’AIA a partir d’une molécule précurseur qui est le
tryptophane (trp). Le trp, est transformé en Indole-3-Propionic Acid (IPA) ensuite en
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Acide Indole Acétique (Christina, et al., 2011). Les résultats obtenus ont montré qu’il y
a une production d’ATA dans tous les milieux de fermentation additionnés du
tryptophane mais a différents degrés. Elle est maximale dans le milieu 4 avec une
quantité de trp égale a 5 mg/L et minimale dans le milieu 9 avec une quantité de trp
égale a 10 mg/L. Donc nos résultats sont compatibles avec les résultats obtenus par
Ibrahimi, (2020) qui dit lorsqu’il y a une petite quantité de trp la production est
maximale alors qu’elle est minimale en présence de grandes quantités de ce dernier. Au
contraire d’autres chercheurs préconisent que plus le taux de trp est élevé plus la

concentration d’AlA est considérable.
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Figure 19 : Histogramme qui représente 1’effet du tryptophane sur la concentration
d’AIA.

3.2.4. Effet de mélasse de dattes

Pour ce qui est de la mélasse de dattes utilisée comme source de carbone qui est
; un sirop d’une couleur foncé obtenu a partir de 1’extrait de dattes. Cette derniere, a été
ajoutée dans six des milieux de fermentation préparés. Une croissance est observee sur
les six milieux contenant la mélasse, la production est maximale dans le milieu 4. Ce qui
nous permet de conclure que Nocardiopsis aegyptia peut utiliser la mélasse comme une
source de carbone. Les resultats de Morakchi (2011), montrent que la plupart des
souches des actinomycetes de différents genres utilisent des glucides comme source de

carbone mais de manieres différentes selon les besoins nutritionnelle de chaque souche.
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Donc, I’environnement dans lequel les actinomycétes se développent peut déterminer

leurs besoins en sources de carbone.

D’autre part, la source de carbone peut réprimer la sécrétion de certains
métabolites secondaires lorsque elle dépasse une certaine concentration, cet effet est
appelé «effet glucose» ou bien la répression catabolique glucidique ou le glucose exerce

un effet négatif sur ’activité enzymatique de la bactérie (Harir, 2014).
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Figure 20: Histogramme qui représente ’effet du sous-produit sur la concentration
d’AlA.

3.2.5. Effet des sources d’azote

Dans les milieux de fermentation préalablement préparés, nous avons testé trois
sources d’azote différentes le NaNos, extrait de levure et la peptone. Les résultats
obtenues apres 5 jours d’incubation, montrent qu’une production maximale est observée
sur le milieu 4 dont la quantité d’extrait de levure et la peptone sont égales (10g/1L), et
dans le milieu 9 ou la production d’AIA était la plus faible. Ce milieu contient une
faible quantité d’extrait de levure donc on peut conclure que la production est meilleure
en présence d’extrait de levure. Ces résultats sont confirmés par Messoudi, (2020), qui
stipule que plusieurs genres d’actinobactéries parmi lesquels Nocardiopsis ont la

capacité d’utiliser 15 sources d’azote différentes.
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Conclusion

Les recherches dans le domaine de la microbiologie, ne cesseront jamais de
donner d’avantage de résultats menant a la découverte de nouvelles facultés qui
pourraient étre trés utiles dans I’industrie pharmaceutique, agro-alimentaire ou autre.
Ainsi, notre travail a pour but de caractériser une souche d’actinobactérie rhizosphérique

isolée a partir d’une sebkha.

Les résultats d’étude morphologique, montrent que notre souche représente une
culture qui différe d’un milieu a un autre. La caractéristique commune entre toutes les
cultures, est I’aspect poudreux du mycélium aérien qui signifie la production d’une
masse sporale abondante avec une couleur beige et un mycélium du substrat développé.
Ces caractéristiques morphologique et culturale des colonies de la souche actinomycéte

nous ont permis de la rapprocher au genre Nocardiopsis.

De plus, les résultats révelent également que la souche Nocardiopsis aegyptia
synthétise I’AIA suivants une voie tryptophane dépendante, car le Trp est considéré
comme précurseur majeur de la production d’AIA. Cette derniére, est détectée par une
réaction colorimétrique de Salkowski. Le dosage repose sur la mesure de la densité

optique a 530 nm et les quantités d'auxine produites varient entre 10,75 pg/ml et 117,37

pg/ml.

De ce fait, 1’étude refléte la capacité de Nordiopsis a produire 1’auxine Acide
Indole Acétique sous l’influence de plusieurs conditions physico-chimique. Les
principaux résultats, confirment que les conditions les plus favorables ou la production
est maximale sont une concentration de 10% d’NaCl, un pH alcalin égal a 9, un extrait
de levure comme meilleure source d’azote a une quantité égale a 10g/L, une mélasse de

dattes comme source de carbone et une concentration de tryptophane égale a 5mg/L.
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Annexes 01 : Composition de milieux de culture :
Composition de milieu ISP2

Extrait de levure 49

Extrait de malt 10g
Glucose vily

Ca Cos 29

Agar 209

Eau distillée Qsp 1000 ml
pH=7

Composition du milieu ISP5

Glycerol 10g

I-Asp 19
KzHPO4 1g
Solution saline 01 iml

Agar 20g

Eau distillée Qsp 1000ml
pH =7.2-7.4

Composition du milieu ISP5 modifié
Glycérol 10g

L-Asp 19
KZHPO4 1g
Solution saline iml
Glucose 109

Agar 20g

Eau distillée QSP 1000ml
pH=7,2-7,4

Composition du milieu ISP7

Glycérol 15¢

L-Asp 1g

K, HPO, 0, 59

Na Cl 0, 59

Fe SO, 7H,O 0, Olg
Agar 20g

Eau distillée Qsp1000ml
pH =7.2-7.4

Composition du milieu DSMZ65
Glucose 49
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Extrait de levure 49

Extrait de malt 10g

CaCos 29

Agar 129

Eau distillée Qsp1000ml
pH =

Composition du milieu glucose-Asparagine
Glucose 10g

L-Asp 0,59

K2 HPO, 0,59

Agar 159

Eau distillée Qsp 1000ml pH=6,8
Composition du milieu GELM

Extrait de levure 49

Extrait de malt 10g
Glucose 49

Agar 20g

Eau distillée 1000ml

pH =7.2

Composition du milieu Czapec- Dox Agar
Saccharose 30g

NaNos 39
KoHPO, 19

KCI 0,59

Mg SO, 7H,0 0, 5g

Fe SO4 7H,0 0,01g

Agar 159

Eau distillée 1000m

pH =7.3-7.5

Composition du milieu GBA

Agar 15¢
Amidon 20 g
Glycérol 20 g
Peptone 10 g
Extrait de viande 50
CaCo3 30

Eau distille 1000 ml
pH=7,0

N.B: Tous ces milieux sont stérilisés a une température 121 °C
minutes.

pendant 20
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Composition de la solution saline 01 :

Fe SO47H,0 0,19
Mn CI2 4H,0 0,19

Zn So4 7H,0 0,1g
Eau distillée 1000ml

La solution est stérilisée a 121 °C pendant 20 minutes
Composition du réactif salkowski :

Acide perchlorique (35 %) 25ml+25ml eau distillee
Fe Cl; 2,02g/25ml d’eau distillée

Annexes 02 : Composition des milieux de fermentation :

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
NaNO; Og 39 39 Og 39 39 39 Og Og
Extrait 10g 19 10g 10g 19 10g 10g 109 19
levure
Peptone 1g 109 1g 10g 10g 1g 10g 109 109
Trp 0,01g | 0,005g | 0,005g | 0,005g | 0,01g | 0,005g | 0,01g | 0,01g | 0,005g
MgSo, 19 19 1g Og Og Og 19 Og 19
Na Cl 5% 10% 10% 10% 5% 5% 5% 10% 5%
Mélasse 20g 20g Og 20g 20g 20g Og Og Og
de dattes

M10 | M11 M12

NaNQO; Og 39 Og
Extrait 1g 1g 19
levure

Peptone 19 1g 19
Trp 0,01g | 0,01g | 0,005g
MgSo, 1g Og Og
Na CI 10% 10% 5%
Mélasse | 20g Og Og
de dattes

N.B : I’ajustement des pH des milieux de cultures est effectu¢ a ’aide d’une solution
NaOH ou une solution d’HCL selon le cas.
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Annexes 3 : tableau des valeurs la densité optique

po M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12

ilieu

DO 0,750 | 0,348 | 0,117 | 0,939 | 0,322 | 0,577 | 0,127 | 0,197 | 0,085 | 0,457 | 0,520 | 0,496
30min

DO 0,893 | 0,332 | 0,124 | 0,666 | 0,369 | 0,593 | 0,166 | 0,202 | 0,103 | 0,428 | 0,128 | 0,234
24h
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Optimisation de la production de I’acide indole acétique par Nocardiopsis aegyptia

Résumé

la production de plusieurs métabolites secondaires biologiquement actifs par les actinobactéries, nous
a incités a effectuer la caractérisation d’une souche actinomycétale et d’effectuer divers test de
productivité d’AIA par cette derniére.

L’étude morphologique de la souche Nocardiopsis aegyptia est effectuée sur différents milieux de
cultures : ISP2, ISP5, ISP5M, ISP7, GELM, GLU-ASP, Czapec-Dox-Agar et DSMZ65 pendant
différentes périodes d’incubation.

Ainsi a partir d’une culture mere, huit milieux de culture différents sont ensemencé par la technique
en trois quadrants pour 1’observation macroscopique et la technique des lamelles pour 1’observation
microscopique. La souche actinomycétale utilisée est isolée d’un écosysteme extréme qui est «
sebkha ». La souche est capable de produire I’AIA dans différents milieux et de différentes
concentrations. La concentration maximale d’AIA produite est égale a 117,37 pg/ml.

Suite a cette étude, il a été conclu que Nocardiopsis agyptica produit des concentrations différentes
d’Acide Indole Acétique et cela dépend principalement des caractéristiques physico-chimiques des
milieux de fermentation sur lesquels elle a été cultivée.
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