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Résumé

Notre travail s’intéresse en premier licu, a 1’isolement des actinobacteéries et des Bacillus a
partir de deux échantillons extrémes (la sebkha de Ain M’Lila et le lixiviats). Les échantillons
prélevés sont ensemencées sur trois milieux sélectifs (le GLM, 1’amidon-caséine et I’ISP2),
tous additionnées d’un antifongique «la fungizone» pour évitées la croissance des
champignons. Un nombre de quatre d’actinobactéric et Bacillus ont été isolés. Des essais
d’optimisation d’isolement sélectifs des actinobactéries ont permis d’affirmer que 1’emploi de
la gentamycine additionnée au milieu d’isolement (GLM), conduit a la réduction significative
de la propagation des contaminants a croissance rapides et facilite 1’isolement des
actinobactéries a temps de génération lent. En plus, des tests de cet antibiotique sur une
collection d’actinobactéries ne présentent aucun effet négatif sur leurs croissances. L’emploi de
cette technique dans une seconde tentative d’isolement a partir des mémes échantillons, nous a
permis d’obtenir un nombre plus important d’actinobactéries. La deuxiéme étape a été
consacrée a la mise en évidence de 1’aptitude des souches isolées a biodégrader quatre pesticides
qui sont un herbicide «glyphosate», deux fongicides «horizon, Aliette flash» et un insecticide
«Decis». Les résultats montrent que la majorité de ces pesticides sont dégradés par nos isolats.
Le glyphosate est le pesticide le plus dégrade.

Mots clés

Actinobactéries, Bacillus, Isolement sélectif, Biodégradation, Pesticides.



Abstract

Our work focuses primarily on isolating actinobacteria and Bacillus from two extreme
samples (the Ain M’Lila sebkha and leachate). The samples taken are seeded on three selective
mediums (GLM, starch-casein, and ISP2), all supplemented with the antifungal «fungizone» to
prevent fungal growth. A total of four actinobacteria and Bacillus were isolated. Selective
isolation optimization experiments for actinobacteria confirmed that the use of gentamicin
added to the isolation medium (GLM) significantly reduces the propagation of fast-growing
contaminants and facilitates the isolation of slow generation time actinobacteria. Additionally,
tests of this antibiotic on a collection of actinobacteria showed no negative effects on their
growth. Implementing this technique in a second isolation attempt from the same samples
allowed us to obtain a larger number of actinobacteria. The second step focused on
demonstrating the ability of the isolated strains to biodegrade four pesticides, including an
herbicide (glyphosate), two fungicides (horizon, Aliette flash), and an insecticide (Decis). The
results show that the majority of these pesticides are degraded by our isolates, with glyphosate

being the most degraded pesticide.

Keywords

Actinobacteria, Bacillus, Selective isolation, Biodegradation, Pesticides.
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Introduction

Les écosystemes extrémes sont des environnements qui se caractérisent par une faible
diversité bactérienne (milieux qui ne favorisent pas le développement des formes communes).
Ils se caractérisent par la présence de communautés microbiennes indigénes spécifiques
adaptées a ces milieux. Les microbes présents dans ces milieux ont suscité une grande curiosité
en raison de leur capacité a produire divers composes naturels et de leurs mécanismes
spécialisés d'adaptation aux conditions extrémes. On peut citer parmi ces communautés

microbiennes les actinobactéries et les Bacillus (Merabet et al., 2021).

Les actinobactéries, anciennement connus sous le nom d'actinomycetes, sont parmi les
microbes qui ont un grand intérét biotechnologique dans différents domaines. Ces bactéries
n'étaient pas considérées comme des microorganismes tres utiles jusqu'a la fin des années 1940.
Mais avec la streptomycine découverte en 1943, l'intérét pour ces organismes s'accroit de
maniere spectaculaire dans les secteurs pharmaceutique, médical, vétérinaire, agricole et

écologique (Bouaouni et al., 2022).

Les actinobactéries sont parmi les microorganismes qui jouent un rdle essentiel dans la
biodégradation des divers xénobiotiques tels que les pesticides et plusieurs autres polluants. Ils
sont aussi de trés bons producteurs d'enzymes variées utilisées dans divers domaines, tels que
la dépollution, la bioremédiation etc.,. Les études utilisant les actinobactéries dans ces domaines
des biotechnologies sont moins apportés dans la littérature comparativement aux autres

microorganismes (Ouis et Mezaili , 2019).

Les bactéries du genre Bacillus sont également un exemple prometteur de microorganismes
ayant un potentiel biotechnologique considérable. Elles sont responsables par leur croissance
dans les conditions extrémes (a cause de leurs spores de résistances) de la production de
métabolites innovants trés intéressants. Bacillus a également des caractéristiques
physiologiques remarquables qui lui permettent de survivre dans de nombreux habitats
extrémes. lls peuvent étre thermophiles, alcalophiles, acidophiles, halotolérantes, psychrophiles,
ou halophiles. Les especes actives de Bacillus sont isolées des écosystemes extrémes non ou
peu exploités, ce qui peut éventuellement permettre la découverte de souches rares ou de
nouvelles souches taxonomiques, pouvant presenter un potentiel de production élevé ou
inexploite (Nas, 2012).



Introduction

L’objectif principal de notre étude consiste d’une part a I’isolement sélectif des
actinobacteries et des Bacillus a partir de deux écosystémes tres rarement explorés a savoir la
sebkha d’Ain M’Lila et le lixiviat. Et d’autre part a I’é¢tude de la biodégradation de certains
pesticides par ces bactéries isolées.

Notre travail est structuré en trois phases :

» La premiére partie consiste a I’isolement des actinobactéries et Bacillus provenant de
nos deux échantillons.

» La deuxiéme partie consiste a déterminer les conditions favorables pour I’isolement
sélectif des actinobactéries soit par le changement du milieu de culture ou 1’élimination
des contaminants (par ’utilisation des agents antimicrobiens).

> Latroisiéme partie consiste a étudier la capacité des bactéries isolées a utiliser quelques
pesticides comme seule source de carbone.

Le manuscrit est structuré comme sulit :

e Premiére partie est une synthése bibliographique qui contient trois chapitres :
» Chapitre 1 : Caractéres des actinobactéries dans les écosystémes naturels et
extrémes.
> Chapitre 2 : Intérét biotechnologique des actinobactéries.
> Chapitre 3 : Les bactéries sporulantes du genre Bacillus.
e Deuxieme partie est une partie expérimentale qui contient deux chapitres :
> Chapitre 4 : Matériel et méthodes.

» Chapitre 5 : Résultats, discussion et conclusion.
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Revue Bibliographique

1. Généralités sur les actinobactéries

Dans la nature, les actinobactéries sont tres communes et font partie des groupes les plus
diversifiés de bactéries (Lewin et al., 2016). Ce sont des micro-organismes procaryotes a
coloration de Gram positive, avec des filaments septés et des ramifications, c'est la raison pour
laguelle ils sont appelés «actinomycetes», nom qui provient de deux mots grecs : aktis, qui
signifie «rayon», et mykes, qui signifie «xchampignonx». Ainsi, ils ont été considérés comme un
groupe intermédiaire entre les champignons et les bactéries (Cedah et Boudekique, 2016).

En général, elles présentent un coefficient de Chargaff (GC%) supérieur a 55 %,
habituellement compris entre 60 et 75 % (Derouiche et al., 2011). Ces organismes sont
généralement hétérotrophes, immobiles (leurs spores se propagent par le vent ou en adhérant a
des animaux) (Moudja et Laklouk, 2015), mésophiles, aérobies et neutrophiles. Le groupe est
nommé d'apres le genre Actinomyces, qui est I'un des premiers organismes étudiés dans ce
groupe (Bousbia et Kider, 2012).

2. Caractéres culturaux
Il arrive parfois que les caractéres culturaux contribuent a la différenciation entre les genres

d’actinobactéries, parmi les caractéres culturaux essentiels il existe :

e La production ou non d’un mycélium aérien (MA) (cas de nombreux genres)
par exemple : Actinoplanes, Micromonospora et Rhodococcus ;

e La présence ou non de mycélium du substrat (MS) ;

e La couleur du MS et du MA ;

e La couleur et la production des pigments diffusibles dans le milieu de culture
(Boukhalfa, 2018).

3. Caractéres morphologiques
Deux groupes d'actinobactéries peuvent étre observés en fonction de la morphologie :

- Le premier groupe : sont des organismes simples qui forment seulement une
masse de filaments ramifiés (mycélium), sans aucuns caracteres morphologiques

particuliers.



- Le second groupe :
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sont les organismes qui sont morphologiquement plus

complexes que le premier comme les bacilles et les coccobacilles exemple :

Rhodococcus et Mycobactérium (Bousbia et Kider, 2012).

4. Critéres de classification des actinobactéries

L’identification des genres et des espéces est basée sur un ensemble de caractéres

morphologiques, chimio-taxonomiques, moléculaires et physiologiques (Tab. 01).

Tableau 01 : Principaux critéres utilisés pour la taxonomie des actinobactéries.

Criteres taxonomiques

Références

Critéres

Morphologique

mycélium fragmenté ou non.

présence ou non de mycélium aérien.
production des spores.

production ou non de pigments mélanoides.
La production ou non de structures
comme les

spéciales sporanges, les

sclérotes et les zoospores.

( Ibrahimi,
2020)

Critéres
chimio-

taxonomiques

La composition de la paroi cellulaire en
acides aminés, glucides et lipides.
Production d’antibiotiques.

Tests biochimiques : Réduction du nitrate ;
Hydrolyse de I'urée ; Hydrolyse de 1’acide
hyppurique
(Streptomyces).

Synthése de mélanine

(Boukhalfa,
2018)

( Ibrahimi,
2020)

Critéres

Moléculaires

I’analyse des séquences de I’ADN codant
pour I’ARN ribosomique 16 S (ADNr 16
S).

I’hybridation ADN-ADN.

la détermination du pourcentage guanine-
cytosine (GC)%.

(Oulad hadj
youcef, 2021)
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- l’analyse des séquences des protéines

ribosomiques.

Critéres - Tolérance au NaCl. (Arar, 2019)

Résistance a certains antimicrobiens.

Physiologiques
- tolérance a certaines conditions extrémes (Boukhalfa,
(température, pH et salinité). 2018)
- Tests de dégradation de différents
COMpPOsés glucidiques, lipidiques,

protéiques et polymeres complexes.

5. Taxonomie
Les actinobactéries sont rattachés au phylum d’Actinobacteria qui comprend six classes :
Actinobacteria,  Acidimicrobiia,  Coriobacteriia,  Nitriliruptoria, = Rubrobacteria,
Thermoleophilia, vingt-trois ordres, cinquante-deux familles et deux cent cinquante-deux
genres (Moudja et Laklouk, 2015).

6. Cycle de développement

Les actinobactéries possédent une structure des procaryotes, mais un cycle biologique
complexe semblable a certain champignons. Sur un milieu solide (sol naturel ou gélose en
laboratoire), le cycle de vie débute par la germination d’une spore qui dans des conditions
favorables, produisent un ou plusieurs mycéliums de substrat (mycélium primaire) formé des
hyphes et se développent par croissance apicale. Le mycélium de substrat se développe vers la
partie superficielle et donne la naissance de mycélium secondaire (aérien), par la suite les
extrémités de ce mycélium différencient pour former des spores, qui sont considérer comme

des agents de dissémination (Cedah et Boudekique, 2016).

Généralement le mycélium aérien est plus épias et mois ramifié que le mycélium de substrat
(Fig. 1) (Moudja et Laklouk, 2015).
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Figure 1 : Cycle de vie des actinobactéries (Ait Barka et al., 2016).

7. Les actinobactéries des milieux naturels
Les actinobactéries peuvent se trouver dans différents environnements écologiques. 1l s'agit
de microorganismes présents dans les eaux salines ou douces, les sols et méme dans I'air, ce qui

les rend étendus et présents sur tous les substrats naturels (Grini et al., 2022).

7.1. Dans le sol

Les actinobactéries constituent une composante importante de la population microbienne
dans la plupart des sols et des comptages de plus d'un million par gramme sont couramment
obtenus (Goodfellow et Williams, 1983). A la surface du sol, ils se trouvent jusqu'a plus de 2
meétres de profondeur, le rapport microorganismes totaux / Actinobactéries diminue a mesure
que la profondeur augmente, tandis que la couche superficielle renferme au moins 80 % de
bactéries actinomycétales par rapport au nombre total de microorganismes. En revanche, la
couche située a une profondeur de 80 centimetres ne renferme que 40 % ou beaucoup moins,

jusqu'a seulement 16 %.

En regle générale, les actinobactéries sont plus nombreux que les champignons, mais sont

moins fréquents que les autres bactéries (Boutoutta, 2019).
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Tableau 02 : Fréquence de divers genres d’actinobactéries dans le sol (Adrar, 2009).

Genres %
Streptomyces 95,34 %
Nocardia 1,98 %
Micromonospora 1,40 %
Thermomonospora 0,22 %
Actinoplanes 0,20 %
Microbispora 0,18 %
Mycobacterium 0,14 %

7.2. Dans les milieux aquatiques
Les actinobactéries ont également été decouvertes dans divers milieux aquatiques.
Elles ont été extraites des eaux de mer et des sediments marins, des eaux douces et des

marécages salés (Boukhalfa, 2018).

7.2.1. Dans les eaux douces
Les genres les plus fréquemment rencontrés dans les eaux douces sont Micromonospora,
Streptosporangium, Nocardia et Streptomyces. Les actinobactéries suscitent I'intérét des
hydrobiologistes qui leur attribuent la responsabilité des golts et des odeurs terreuses qui se
manifestent parfois dans les eaux de consommation. Plusieurs composés volatils complexes ont
été identifiés et étudiés, les plus fréguemment cités sont la géosmine, la mucidone et la 2-

methylisoborneol (Chouchi et Laouar, 2010).

7.2.2. Dans les milieux marins
Diverses espéces d'actinobactéries ont été observées dans I'environnement marin ou elles
évoluent lentement. La salinité marine est bien tolérée par ces organismes, mais ils ne semblent

avoir un impact sur la décomposition des substances organiques qu'a des profondeurs faibles.

Dans cet habitat, les actinobactéries ne constituent généralement qu'une faible proportion de
la microflore totale et sont moins nombreux que dans les sols et les eaux douces (Alliouch-
Kerboua, 2016).
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8. Les actinobactéries des milieux extrémes

Un milieu extréme fait référence a tout milieu qui offre des conditions de vie néfastes ou
mortelles pour les organismes supérieurs.

Quant a ses caractéristiques physicochimiques, notamment le pH, la température, la pression,
les concentrations salines et le rayonnement. Les milieux extrémes principaux sont les milieux
acides (pH < 5), alcalins (pH > 9), hypersalines (salinité > 35 %), pressurisés (> 0,1 MPa),
chauds (> 40 C), froids (<5 C), secs (aw < 0,80) et a rayonnement éleve. En général, ces
environnements contiennent des organismes adaptés, appelés extrémophiles. Ils peuvent étre
classés en acidophiles, alcalophiles, thermophiles, psychrophiles, xérophiles et organismes
radiorésistants (Thiel, 2011).

Le terme extrémophile a été utilisé en 1974 pour la premiere fois par MacElroy (Bousbia et
Kider, 2012). La plupart des extrémophiles sont des organismes unicellulaires, ¢’est-a-dire des

protistes, des archées et des bactéries par exemple les actinobactéries (Thiel, 2011).

8.1. Les actinobactéries halophiles et halotolérantes

Le mot «halophile» fait référence aux microorganismes qui nécessitent la présence de sel
(NaCl) dans le milieu pour leur croissance. D'autre part, le mot «halotolérant» indique que les
microorganismes peuvent tolerent diverses concentrations de sel pendant leur croissance
(Saker, 2015).

En 1975, Gochnauer a été isolée la premiere souche d’actinobactérie halophile extréme a
partir d’une contamination d'une culture d'halobactérie cultivée dans un milieu a 25 % de
chlorure de sodium et fut nommée Actinopolyspora halophila. A partir de cette date, les
actinobacteéries halophiles et halotolérants présentent une grande diversité phylogénétique. lls
font partie des trois domaines du vivant : Archaea, Bacteria, Eucarya (Saker, 2015).

Les actinobactéries halophiles et halotolérantes sont présentes dans différents
environnements : déserts, marais salants, mines salées, mangliers, aliments, étangs, lacs

hypersalés, etc (Boudjelal-Bencheikh, 2012). lls sont classés selon le tableau 03.
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Tableau 03 : Salinité et microorganismes appropriés (Nas, 2012).

Types de microorganismes Description des microorganismes

e Halotolérants Croissance sans sel avec tolérance a des

concentrations élevées.

Légerement halotolérants e Tolérance de 6 a 8% (p/v) de NaCl.
Halotolérants modérés e Tolérance de 18 a 20% (p/v).
Halotolérants extrémes e Tolérance de 20% jusqu’a saturation.
e Halophiles Nécessitent le sel pour la croissance.
Légerement halophiles e 2-5% NaCl (0.2 - 0.85M).
Halophiles moderés e 5-20% NaCl (0.85- 3.4M).

3 - 15% NaCl (0.5 - 2.5M).
Halophiles extrémes e 20-30% NaCl (3.4 -5.1M).

15 et 30 % (2.5 - 5.1 M).
> 10% (1.7 M).

e Lesnon halophiles Nécessitent moins de 2% de NaCl (p /v).

8.1.1. Mécanisme de I’halotolérance

Les bactéries halophiles ont développé diverses stratégies pour maintenir leur structure et
leurs fonctions cellulaires afin de s'adapter aux conditions salines. Il s'agit notamment de
I'accumulation de glycine-bétaine et d'osmolytes tels que I'ectoine et I'hydroxyectoine. Dans
cette situation, le chlorure de sodium est éliminé du milieu extracellulaire et, simultanément, la
synthese de substances osmorégulatrices a lieu. Ces derniers sont accumulés dans le cytoplasme
a des concentrations supérieures & 1 mole/kg d'eau. La machinerie enzymatique est ainsi
préservées car elles n'interagissent pas avec les métabolites cellulaires mais s'occupent
exclusivement d'une fonction osmotique, permettant une rapide adaptation aux différentes

concentrations de chlorure de sodium (Boudjelal-Bencheikh, 2012).

8.2.  Les actinobactéries thermophiles
Les actinobactéries thermophiles peuvent étre trouvées dans de nombreux habitats, tels que
les sols, les résidus de plantes auto-chauffantes, le fumier et les composts. Ils sont également
présents dans des environnements extrémement specialisés, tels que les nids d'oiseaux, les

cheminées volcaniques et les sources chaudes.
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D'autres groupes d'actinobactéries peuvent étre trouves a des températures modérées ou
extrémes froides (Tab. 04) (Shukla et al., 2013).

Tableau 04 : Température et microorganismes appropriés (Nas, 2012).

Thermophiles e  Optimum aux alentours de 60°C.
Hyperthermophiles e Optimum entre 80 et 110°C.
Psychrophiles e Optimum < 15°C et un max a 20°C, pas de

croissance > 20° C.

Psychrotrophes e Croissance a < 15°C optimum a > 18°C.

Les actinobactéries thermotolérants/thermophiles ont développé une variété de stratégies
d'’homéostasie, notamment un niveau GC comparativement plus élevé dans leurs génomes, la
substitution d'acides aminés dans les protéines et la présence de composants spécifiques dans
les parois cellulaires. La plupart des thermophiles intégrent plus d'acides aminés chargés (Asp,
Glu, Arg et Lys) dans leur protéine que les acides aminés polaires (Asn, GIn, Ser et Thr) (Tulasi
et Shivlata, 2015).

Le phylum Actinobacteria contient une variété d'espéces thermophiles et thermotolérantes.
Parmi eux, seules les especes thermophiles, y compris les espéces mésophiles et thermophiles,
sont incluses dans les genres tels que Thermopolyspora, Thermomonospora, Thermotunica,
Thermocatellispora, Thermobispora, Acidothermus, Acidimicrobium et Thermoleophilum. Ces
genres font partie des quatre classes d'actinobactéries : Actinobacteria, Acidimicrobiia,

Rubrobacteria et Thermoleophilia (Tulasi et Shivlata, 2015).

8.3.  Les actinobactéries alcalophiles et acidophiles
8.3.1. Les actinobactéries alcalophiles
De nombreux actinobactéries alcalophiles et alcalotolérants vivent depuis longtemps dans
divers habitats, y compris des milieux neutres et alcalins. Ces actinobactéries peuvent se
développer dans des sols alcalins, des lacs alcalins salés, des lacs alcalins et des lacs de soude.
Ce groupe d'actinobactéries peut étre divisé en trois grandes catégories : les actinobactéries

alcalophiles, modérément alcalophiles et alcalotolérants, qui se développent optimalement a pH

10
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10-11 et pH 7-10, mais montrent une croissance faible a pH 7,0 et pH 6-11, respectivement
(Meklat et al., 2020).

Plusieurs actinobactéries alcalophiles ont été répertoriées. Elles appartiennent aux genres
Streptomyces, Micromonospora, Nocardioides, Microcella, Cellulomonas, Nesterenkonia,
Streptosporangium, Corynebacterium, Georgenia, Nocardiopsis, Isoptericola, Nesterenkonia,

Saccharomonospora, Saccharothrix et Arthrobacter (Tulasi et Shivlata, 2015).

8.3.2.  Les actinobactéries acidophiles

Les bactéries acidophiles se développent dans une plage de pH de 3,5 a 6,5, avec une
croissance optimale entre pH 4,5 et 5,5. Les actinobactéries acidophiles font partie de deux
groupes, Principalement, un groupe modérément acidophile qui se développe de 4,5 a 7,5 avec
un pH optimal d'environ 6,0 et un groupe d'actinobactéries obligatoirement acidophiles qui se
développe de 3,5 a 6,5 avec un pH optimal d'environ 4,5. Le genre Streptomyces comprend les
actinobactéries acidophiles/acidotolérantes les plus courantes. Les membres du genre
Streptacidiphilus sont strictement acidophiles, contrairement aux Streptomyces.

Les bactéries acidophiles et/ou acidotolérantes utilisent divers mécanismes pour résister ou
tolérer les environnements acides. lls utilisent généralement des mécanismes de résistance aux
acides tels que l'utilisation de systemes anti-port H+ par exemple : I’activité H+-ATPase,
I'efflux de produits finaux acides, la réduction de la perméabilité aux protons pour maintenir
une faible concentration de protons intracellulaire et la synthése de produits alcalins pour
neutraliser I'acide produit lors du métabolisme extracellulaire. Pour protéger les cellules contre
le choc acide extracellulaire, des bactéries comme Pseudomonas aeruginosa et Streptococcus

mutans forment des biofilms denses (Tamreihao et al., 2018).

Tableau 05 : pH et microorganismes appropriés (Nas, 2012).

Types de microorganismes Description des microorganismes
Les acidophiles e Optimum a pH égale 2.
Les alcalophiles e Croissance a pH 9, avec un optimum
entre 10 et 12.

11
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1. Métabolisme des actinobactéries

Le role des actinobactéries dans la production de métabolites primaires et secondaires est
reconnu dans différents domaines. Les métabolites secondaires bioactifs sont estimés a 23 000,
dont 10 000 sont produits par des microorganismes.

Les actinobactéries produisent des métabolites microbiens, qui représentent 45% de tous les
bioactifs découverts, comme : L'espéce Streptomyces produit environ 7 600 composes et est
considérée comme le principal producteur d'antibiotiques par l'industrie pharmaceutique
(Sharma et al., 2014). Elles peuvent passer d'un métabolisme primaire (trophophase) a un

métabolisme secondaire (idiophase) au cours de leur développement (Boukhalfa, 2018).

1.1. Meétabolisme primaire

Les actinobactéries ont un metabolisme primaire similaire & celui des autres organismes. Les
métabolites primaires ou généraux essentiels constituent la structure cellulaire et assurent le
bon déroulement du métabolisme global (Ibrahimi, 2020), Ils sont produits pendant les
réactions cataboliques et anaboliques. Ces chemins permettent aux cellules de recevoir des
métabolites intermédiaires et de fournir I'énergie nécessaire a la production de macromolécules
essentielles comme les lipides et les protéines, les acides nucléique ou les polysaccharides
(Grini et al., 2022).

1.2. Meétabolisme secondaire
Le métabolisme secondaire se distingue du métabolisme primaire par le fait qu'il concerne
des métabolites qui ne participent pas directement a la croissance et a la vie de I'organisme
(Ibrahimi, 2020). 1l s'agit de composés qui sont généralement fabriqués plus tard dans le cycle
de vie, pendant que les micro-organismes vieillissent par exemple les antibiotiques (Boukhalfa,
2018), lIs sont fabriques en utilisant des molécules précurseurs et des éléments constitutifs

fournis par les métabolites primaires (Grini et al., 2022).

2. Facteurs qui influencent le métabolisme secondaire des actinobactéries
2.1. La nature de I’'inoculum
La nature de I'inoculum peut influencer la croissance et/ou la production des métabolites

secondaires en fonction des souches utilisées (Chouchi et Laouar, 2010).

12
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2.2. Influence des sources nutritionnelles
2.2.1.  Source de carbone
Les milieux de production sont généralement constitués d'une source de carbone qui peut
étre rapidement métabolisée, Comme le glucose. Ce carbone peut, dans certaines circonstances,
entrainer une répression catabolique qui a un impact sur la croissance et la production des
métabolites secondaires. L'expression des genes de biosynthése des enzymes impliquées ou des
activités enzymatiques impliquées dans la synthése des métabolites est régulée par cette

répression (Chouchi et Laouar, 2010).

2.2.2. Source d’azote
Les ions d'ammonium, les acides aminés et, dans une moindre mesure, les nitrates sont les
principales sources d'azote dans les milieux de culture utilisés pour la production d'antibiotiques
(Chouchi et Laouar, 2010).

2.2.3. Source de phosphate
La présence de phosphate dans le milieu de culture semble encourager de maniére générale
le métabolisme primaire, l'ajout de phosphate dans une culture en cours de production
d'antibiotique entraine une pause dans la biosynthése de l'antibiotique et une reprise de la
croissance. Beaucoup d'antibiotiques fabriqués par les actinobactéries nécessitent des niveaux

de phosphate faibles pour favoriser la croissance (Chouchi et Laouar, 2010).

2.2.4. Lateneur en oxygene
Le niveau d'oxygeéne dissous dans I'environnement peut jouer un rdle crucial. La limitation
de lI'oxygéne dissous va agir de maniére similaire aux limitations de substrat et peut stimuler ou

inhiber la production de métabolites secondaires (Chouchi et Laouar, 2010).

2.25. LepH

Le pH a un impact sur la synthése de divers métabolites organiques du métabolisme
Secondaire des actinobactéries. Cette observation a été constate lors de la fabrication de divers
métabolites secondaires, tels que la production d’un antifongique par la souche Streptomyces
rocher AK39. La variation du pH pendant la fermentation peut stimuler ou inhiber la production
de cet antifongique, cela peut entrainer des modifications de 1’équilibre entre la production de
chlortétracycline (CTC) et de tétracycline (TC) dans le milieu de culture. Un pH acide favorise
la production de CTC tandis qu’un pH basique favorise la production de TC (Derouiche et al.,
2011).

13
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3. Substances bioactives produites par les actinobactéries

3.1. Lesantibiotiques

Les actinobactéries sont considérées comme la source principale d'antibiotiques. Les
actinobactéries sont a l'origine des deux tiers des antibiotiques actuels, ils générent différents
antibiotiques tels que les aminosides, les anthracyclines, les glycopeptides, les B-lactums, les
macrolides, nucléosides, les peptides, les polyéthers et les tétracyclines qui possedent
différentes activités (Chavan et al., 2013).

La recherche de nouveaux antibiotiques a été lancée récemment dans des actinobactéries
rares tels qu’Actinomadura, Actinoplanes, Ampullariella,  Actinosynnema et
Dactylosporangium.

Les antibiotiques peuvent étre attribués a différents critéres tels que:

- L’origine ;
- Lacomposition chimique ;
- Le mécanisme d'action ;

- Le spectre d'action (Bouaziz, 2018).

Tableau 06 : Exemples d’antibiotiques produits par des actinobactéries (Arar, 2019).

Aminocyclitols | Streptomycine Streptomyces griseus Inhibent la

synthése protéique
au niveau de la sous
unités 30S du
ribosome.

Tétracycline Chlortétracycline | Streptomyces aureofaiens Inhibent la
synthése protéique
au niveau de la sous
unités 30S du
ribosome.
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B-lactamines | Céphamycine Streptomyces inhibent la
derniére étape de la
synthese du
peptidoglycane, ce
qui entraine une lyse

bactérienne.

Macrolides Tylosine Streptomyces fradiae Inhibent la
synthése protéique
au niveau de la sous
unités 50S du

ribosome.

Rifamycines Rifampicines Nocardia mediteranei Inhibent la
synthése des acides
nucléiques (forment
un complexe avec

I’ARN polymérase).

3.2. Lesenzymes
Les actinobactéries sont I'un des groupes de micro-organismes les plus variés, bien définis
et renommés pour leur capacité a métaboliser de maniére polyvalente. L'importance des
actinobacteéries réside dans leur capacité a produire et a sécréter diverses enzymes hydrolytiques
extracellulaires qui ne présentent aucun risque pour I'environnement, comme les protéases, les

chitinases, les amylases, les cellulases, les xylanases et les lipases (Itim et Khellaf, 2021).
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Tableau 07 : Exemples d’enzymes produits par des actinobactéries (Derouiche et al., 2011).

L’enzyme Exemples d’Actinobactéries Applications
productrices

Péctinase Micromonospora sp Dans le traitement des eaux
usées.
Cellulase Streptomyces spp la production durable de

biocarburants.

Amylase Saccharomonospora viridis utilisées dans l'industrie de la
boulangerie.
Xylanases Streptomyces spp I’hydrolyse des résidus agricoles

comme les déchets, les tourteaux.

Lipases Micromonospora chalcea utilisées dans la bioremédiation

et dans la synthese d’ar6mes.

Protéases Actinomadura le traitement des déchets agro-

industriels comme les cheveux.

3.3. Lesantifongiques

Le terme antifongique fait référence a un composé qui a la capacité de tuer ou d'inhiber la
croissance d'un champignon (Itim et Khellaf, 2021).

La griséofulvine est une substance antifongique, synthétisée par Penicillium griseofulvum,
découverte pour la premiére fois en 1939. Le cylcloheximide est produit par Streptomyces
griseus et a une activité antifongique contre Cryptococcus neoformans. Il ne s'en tient
cependant pas seulement a I'action antifongique, car il a aussi une action antibactérienne. En
1945, Streptomyces noursei réalise la biosynthése de la nystatine, en 1957, les
fluoropyrimidines sont fabriquees et en 1959, Dutcher et ses collégues ont fait la découverte
d'un antifongique fabriqué par Streptomyces nodosus, I'amphotéricine B.

Malgré la présence d'un grand nombre de molécules antifongiques, seules quatre catégories
d'antifongiques qui ciblent trois voies métaboliques différentes sont employées dans le
traitement des maladies humaines, a savoir les azolés, Les composés fluoropyrimidines, Les

polyénes et les échinocandines (Alliouch-Kerboua, 2016).
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Les antifongiques sont répartis selon leur structure moléculaire et leur mécanisme d'action

selon les tableaux suivants (Tab. 08,09) :

Tableau 08 : Classification des antifongiques selon la structure moléculaires (Bouaziz, 2018).

De structure De structure non Les composés initialement
polyéniques polyéniques employés pour leur efficacité

ils sont principalement ils peuvent souvent étre | antifongique étaient soit
actifs contre les antibactériens. lls ont des | minéraux (tels que les sels de
champignons, les structures chimiques métaux lourds ou les
polyeénes, présentent une extrémement diverses métalloides), soit organiques
absorption spécifique en Prenons I'exemple des (tels que les acides gras,
lumiére ultraviolette et aminoglycosides composés phénoliques, dérivés
visible, allant de 260 & 405 | (kasugamycine), des benzoiques, colorants, et les
nm, avec généralement aromatiques ammoniums quaternaires, les
trois maxima comme (griséofulvine). dérivés triazoliques et les
exemple la nystatine et dérivés de la quinoléine.
I’amphotéricine B. Aujourd'hui, certaines de

ces molécules sont employées
dans le domaine de la
thérapeutique humaine ou
vétérinaire, mais aussi dans
I'agriculture, comme les
analogues des nucléosides (ex.,
la flucytosine) et les
allylamines (ex., la

terbinafine).
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Tableau 09 : Classification des antifongiques selon le mode d’action (Hamimed et Bouabida, 2020).

Polyenes Nystatine Exerce leur action sur la
membrane fongique, il Stimule la
perméabilité membranaire gréace a
la formation de Complexes avec

I’ergostérol.

Azolés Voriconazole Exerce leur action sur la
membrane fongique, il réprime la

production de I’ergostérol.

Fluoropyrimidines Flucytosine Exerce leur action sur les acides
nucléiques, 1l entraine une
perturbation de la synthese

protéique.

les échinocandines Caspofungine Exerce leur action sur la paroi
fongique, il inhibe la synthése du

glucanes.

3.4. Les vitamines

Les actinobactéries offrent des méthodes efficaces pour synthétiser diverses vitamines. La
production microbienne de la vitamine B12 (cobalamine), de la riboflavine, de l'acide
ascorbique et du B-carotene est considérée comme plus lucrative (Grini et al., 2022). Ainsi, la
présence de sels de cobalt dans les médias semble étre un élément clé pour toutes les
actinobactéries dans la production de vitamine, Puisqu'il s'agit d'un agent bactéricide assez
efficace, il faut ajouter ce précurseur avec précaution (Itim et Khellaf, 2021). La vitamine B12
est produite en industrie par la fermentation de différentes bacteries, dont Propionibacterium
freudenreichii et Rhodopseudomonas protamicus qui peuvent produire chacun environ 206
mg/L. Streptomyces olivaceus et Propionibacterium shermanii produisent également 135 mg/L,
ainsi que dans une moindre mesure Micromonospora sp, Nocardia gardneri et Nocardia sp
(Grini et al., 2022). D'autres vitamines hydrosolubles ont été synthétisées par les

actinobactéries, telles que la thiamine et le dérivé d'acide ptéroylglutamique qui stimule la
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croissance de certaines souches de Leuconostoc citrovorum et de la coenzyme A (Itim et
Khellaf, 2021).

3.5. Les pigments

Les actinobactéries generent des pigments naturellement et artificiellement, avec les
couleurs les plus fréquentes étant le bleu, violet, rouge, rose, jaune, vert, marron et noir. Ils
contribuent a I'identification des actinobactéries selon les espéces (Abbes et Bouteraa, 2017).
L'actinobactérie Streptomyces hygroscopique produit des pigments qui possédent des propriétés
antibactériennes contre diverses souches MDR, telles que le Staphylococcus aureus résistant a
la méthicilline (SARM), le Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine (VRSA) et les -
lactamases a spectre étendu (BLSE). Une autre famille de Streptomyces spp génére une

substance jaunatre qui élimine les bactéries pathogenes (Alenazi et al., 2023).

3.6. Les biosurfactants

Un biosurfactant est un tensioactif chimique principalement produit par des micro-
organismes, qui a un impact sur les surfaces. En raison de leur sélectivité ; la capacité a se
dégrader biologiquement, avec une toxicité faible, les biosurfactants présentent différents
bénéfices. En outre, ces biosurfactants peuvent agir a des températures élevées, ainsi qu'a des
conditions de pH et de salinité. L'actinobactérie joue un réle crucial dans la production
d'émulsifiants. De nombreux biosurfactants ont également été produits par Streptomyces
griseoflavus et Nocardiopsis A17 (Alenazi et al., 2023), ils sont classés en composeés a faible
poids moléculaire (glycolipides, lipopeptides) et en composés a haut poids moléculaire
(polysaccharides, protéines, lipopolysaccharides, lipoprotéines), ils servent de substitut aux
produits chimiques tensioactifs et sont extrémement bénéfiques dans les secteurs de
I'agriculture, de I'alimentation, de I'industrie des soins de santé et des cosmétiques (Boudjelal-
Bencheikh, 2012).

3.7. Les actinobactéries dans la bioremédiation
Les actinobactéries présentent de nombreuses caractéristiques qui en font des candidats
idéaux pour étre utilisées dans la bioremédiation des sols contaminés par des substances
biologiques polluantes. Dans certaines zones infectées, les actinobactéries constituent le
principal groupe d'agents dégradants, exemple : les streptomyces jouent un role essentiel dans
le recyclage du carbone organique et ont la capacité de décomposer des polymeres complexes
(Grini et al., 2022).
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Les différentes especes d'actinobactéries ont la capacité de se développer et de survivre dans
des milieux riches en pétrole, ce qui pourrait étre utilisé dans la bioremédiation afin de diminuer

les contaminants pétroliers (Abbes et Bouteraa, 2017).

3.8. Labiodégradation des pesticides par les actinobactéries

Les pestes sont un terme genéral utilisé pour désigner les organismes qui causent des
dommages direct ou indirect a I’homme, aux insectes, aux champignons, aux nématodes etc
(Achab et al., 2022). Un pesticide est un produit, ou un mélange de produits, employé pour
empécher 1’action, la destruction ou la neutralisation d’un ravageur, d’un vecteur de maladie
humaine ou animale, d’une espéce végétale ou animale dangereuse. Ils garantissent une stabilité
accrue du rendement et la diminution de la perte des récoltes par les maladies fongiques, les
insectes et les rongeurs pendant leur entreposage aussi la préservation des infrastructures
agricoles et des équipements d’¢levage (Hocinat, 2018).

Les actinobactéries font partie des groupes les plus importants qui dégradent les substrats les
plus complexes et les plus divers parmi les pesticides grace a leurs systémes enzymatiques
riches. Ces bactéries ubiquistes dégradent entierement ou partiellement les pesticides de
diverses structures chimiques, tels que les organochlorines, les s-triazines, les triazinones, les
carbamates, les organophosphates, les organophosphonates, les acétanilides et les sulfonylureas
(Hocinat, 2018).

3.8.1. Les mécanismes microbiens de la dégradation
3.8.1.1. Le métabolisme direct
D'un point de vue biochimique, les micro-organismes nécessitent des nutriments (C, N, P,
S, élément en traces), de I'eau et de I'énergie pour leur croissance et leur activité. En I'absence
d'adsorption d'énergie lumineuse, la production d'énergie est produite par des échanges
d'électrons entre des donneurs d'électrons (composés organiques et inorganiques oxydables) et
des accepteurs d'électrons (oxygéne moléculaire, nitrates, sulfates, composés ferriques et

composés organiques) (Bensalhia et al., 2008).

De nombreux pesticides ont la capacité de fournir des éléments et de I'énergie aux micro-
organismes en réalisant différentes réactions chimiques cataboliques et catalytiques par des
enzymes. Les bactéries, qui représentent la majorité des micro-organismes, ont la capacité de

réaliser toutes les réactions chimiques, depuis la molécule initiale jusquaux molécules
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inorganiques finales. Certains, cependant, ne sont capables de réaliser qu'une partie des
modifications, ce qui demande la combinaison de plusieurs espéces pour obtenir la
minéralisation, chacune offrant des transformations chimiques successives comme sources
d'élément et d'énergie, est connue sous le nom de "consortium" de micro-organismes. Le role
positif d'un consortium dans la dégradation ne se limite pas a la présence de toutes les enzymes
nécessaires a la dégradation, mais peut également découler d'échanges de nutriments et de
I'élimination de substances inhibitrices des micro-organismes dégradants (Bensalhia et al.,
2008).

Il existe de nombreux pesticides de différentes familles chimiques qui peuvent étre
minéralisés. Cependant, ils le font plus ou moins aisément en fonction de la nature de leurs
groupes fonctionnels, mais également en fonction du matériel enzymatique des micro-
organismes. Ces réactions entrainent la création de substances inorganiques (dioxyde de
carbone, ammoniac, eau, anions sulfates et phosphates) et sont responsables de la destruction
totale des pesticides, ce qui rend I'élimination des pesticides des milieux naturels trés
importante. L'expérimentation de la production de CO> est également utilisée pour étudier la
minéralisation en utilisant des molécules marquées avec C14 (Bensalhia et al., 2008).

3.8.1.2. Le cométabolisme

Le cométabolisme consiste en une activité ou des micro-organismes s'entretiennent et se
multiplient en utilisant un substrat organique, tout en dégradant des pesticides sans qu'ils ne
soient pour eux une source d'énergie et d'éléments nutritifs. Les réactions initiales sont
catalysées par des enzymes peu spécifiques, ce qui a été décrit pour la premiére fois par
Leadbetter et Foster en 1959 et a été appelé pour la premiére fois le cométabolisme par Jensen
en 1963 (Bensalhia et al., 2008).

La dégradation trés intense des pesticides n'est généralement pas causée par le
cométabolisme, lorsque seulement une seule souche est concernée et génére des métabolites
qui sont des molécules plus ou moins modifiées par rapport a la molécule initiale de pesticide.
D'autre part, plusieurs souches peuvent interagir en séquences pour dégrader et produire des
métabolites, voire méme en utiliser certains comme substrats énergétiques et les minéraliser
(Bensalhia et al., 2008).
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3.8.1.3. Laconjugaison et la condensation
La production d'enzymes par la microflore peut favoriser des réactions de conjugaison et de
condensation des molécules de pesticides, que ce soit entre elles ou avec des métabolites ou

autres composés organiques présents naturellement dans le sol (Bensalhia et al., 2008).

L'union de deux molécules se produit lors de la conjugaison. La microflore du sol produit
deux réactions de conjugaison, a savoir la méthylation et l'acétylation. C'est ainsi que des
cultures de Trichoderma viride ont observé la méthylation du pentachlorophénol et I'acylation
de dériveés de I'aniline, métabolites courants de la dégradation de pesticides, par des cultures de

Talaromyces wortmanii et de Fusarium oxysporium (Bensalhia et al., 2008).

La condensation entraine la formation d'environ 2 a 5 molécules et de polycondensats de
plus grande taille moléculaire lorsque plusieurs molécules sont réunies. A titre d'exemple, une
enzyme telle que la laccase peut entrainé la création de produits de condensation a partir de 2,4-
dichlorophénol (un métabolite du 2,4-D) et de polychlorophénols avec I'acide syringique ou ses
dérivés. De plus, des réactions de condensation catalysées par des enzymes ont été observées
entre des amines aromatiques, des métabolites des pesticides et différents acides phénoliques
présents dans les substances humiques. Plus précisément, les micro-organismes sont
responsables des réactions de polycondensation qui contribuent a I'incorporation des pesticides
dans les substances humiques du sol et a la formation des résidus associés (Bensalhia et al.,
2008).
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1. Généralité

Bacillus est un nom masculin, issu du latin Bacillus [bacille, Bacillus], qui désigne un petit
baton (Bechibchi et al., 2008). C’est un genre de bactéries aérobies, endospore-formantes,
Gram-positives. Il a été introduit en 1872 par Ferdinand Cohn, qui a modifié le nom de Vibrio
subtilis d'Ehrenberg (1835) en Bacillus subtilis. La souche Cohn, B. subtilis Cohn 1872, 174,
demeure l'espece type du genre (Harwood, 1989).

Ce genre est I’un des groupes de micro-organismes les plus diversifiés et les plus utiles
commercialement (Harwood, 1989). Il existe des especes acidophiles, tandis que d'autres sont
basophiles, mésophiles ou thermophiles (Amour et Houfaf, 2019). Bacillus se distingue des
autres Bacillaceae (tous les endospore-formers) par sa nature aérienne, stricte ou facultative,
par sa forme de batonnets et par sa propension a produire de la catalase (Slepecky et Hemphill,
2006).

2. Taxonomie

Au cours de I'année 2004, le groupe des bactéries endospore-formantes aérobies a accueilli
plus de 25 genres et plus de 200 espéces, tandis que la derniere version du Manuel de Bergey a
recensé 142 espéces de Bacillus, dont 95 étaient attestées. A I'neure actuelle, la liste des noms
procaryotigque enregistrés inclut 377 espéces, dont des synonymes pour le genre Bacillus, et huit
sous-espéces avec des synonymes.

Traditionnellement, une méthode polyphasique est utilisée pour diagnostiquer des souches
de Bacillus inconnues. Cette méthode comprend une évaluation basique, une analyse partielle
de la séquence ADNr 16S, une analyse des acides gras cellulaires et une différenciation des

tests phénotypiques pour chaque individu (Borriss, 2020).

Domain: Bacteria
L > Phylum: Firmicutes
s
b

L Family: Bacillaceae
Genus: Bacillus

Figure 2 : Taxonomie du genre Bacillus (Garrity et al., 2009).
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Le tableau 10, montre les especes du genre Bacillus classées en trois groupes en fonction
de la morphologie de la spore et du sporange.

Tableau 10 : Classification du genre Bacillus selon la morphologie de la spore et du sporange (Farah et al.,

2020).

Groupes Caractére Forme de Exemples d’espéces
spore
Groupe | | Groupe Diametre Spore Bacillus anthracis

1A supérieur a 1 centrale, Bacillus cereus
pm. sphérique ou | Bacillus megaterium
Contenant des ovoide, ne Bacillus mycoides
inclusions de déformant Bacillus pseudomycoides
poly-béta- pas la cellule. | Bacillus thuringiensis
hydroxybutyrate Bacillus weihenstephanensis

Groupe Diametre Bacillus coagulans

IB inférieur a 1 Bacillus firmus
pm. Bacillus licheniformis
Dépourvus Bacillus subtilis
d’inclusions de Bacillus pumilus
poly-béta-
hydroxybutyrate

Groupe 11 Gram variable Spore ovoide, | Bacillus circulans
centrale ou Bacillus stearothermophilus
terminale,
déformante.

Groupe 111 Gram variable Spore Bacillus globisporus
spherique, Bacillus insolitus
déformante,
terminale ou
sub-terminale

3. Habitat

Les Bacillus sont des micro-organismes ubiquitaires. Ceux-ci se rencontrent dans differents
milieux tels que les plantes et les sols, les environnements extrémes, les évents hydrothermaux,

I'eau de mer, etc (Bouzeraib et Mekiou, 2022).
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L'endospore joue un role crucial dans I'écologie de Bacillus pour diverses raisons. Tout
d'abord, car le traitement thermique est la méthode d'isolation sélective la plus répandue. La
majorité des recherches portent sur I'endospore, a I'exception des cellules végeétatives. Ensuite,
étant donné que la spore est une structure dormante avec une grande longévité, les études
écologiques sont souvent basées sur des estimations de l'accumulation de spores dans un
environnement (Priest, 1993).

4. Cycle de développement
Le processus de transformation d'une spore en cellule végétative se déroule en trois étapes :

I'activation, la germination et I'excroissance.

Etape Il Etapelll

ac F
~Préspore ﬁ%ﬁ
i S
O

E

-Cellule mare \
p ~——Enveleppe

Septum —§&

oy SpoOA

-Enveloppe

/—\ f ‘ ! h J —Membranea
: ; externa
Division cellulaire Imvagination Cortax
Cydle \ Eymetique | Membrane
\ ] végetatif B chromosome Sporalation interne
) Ok
Scissiparite u u
Etape | \
] Finde
1 Germination sporulation
: Etape IV-V

| Lysede la él:me mére |

Etape VI-VII

Figure 3 : cycle de développement de Bacillus (Loison, 2013).

5. Espéces du genre Bacillus les plus rencontrées dans la nature
5.1. Bacillus subtilis
Bacillus subtilis est une bactérie a gram +, aérobie stricte, mésophile (température optimale
est de 40 °C), chimiohétérotrophe et mobile grace a une ciliature péritriche (un systeme de
flagelle qui recouvre tous les cotés de la surface d'une bactérie). Comme d'autres especes,

Bacillus subtilis a la capacité de se former une coque protectrice solide (endospore) qui lui
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permet de supporter des conditions environnementales difficiles ou extrémes (Température

élevée, dessiccation, rayonnement UV et rayonnement vy).

Il est courant d'utiliser Bacillus subtilis comme outil génétique, tout comme Escherichia coli
et les levures. Gréce a son étude approfondie en tant que modeéle des bactéries Gram+, il a été
possible de determiner les mécanismes de métabolisme cellulaire et de régulation cellulaire.
Son génome a été séquencé en entier pour la premiéere fois en 1997 par Kunst, puis révisé en
2008 par Zeigler. Cela a donné lieu a l'introduction de nouvelles méthodes expérimentales
appelées "globales”, telles que la transcriptomique et lI'analyse des 4 200 génes présents dans
son génome.

Bacillus subtilis est un modéle idéal pour l'analyse de bactéries pathogénes comme
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthracis (responsable de la
maladie du charbon), Bacillus cereus (responsable d'infections alimentaires) ou encore Listeria

monocytogenes (Tout sur la botanique, 2024).

5.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus sensu lato (groupe B. cereus) est un groupe de six especes bactériennes, dont
les trois plus connues pour leur pathogénicité sont Bacillus cereus sensu stricto (B. cereus),
Bacillus thuringiensis et Bacillus anthracis. Il s'agit de bactéries Gram positif, aéro-anaérobie
facultatif et sporulantes. Les toxines spécifiques de ces bactéries, qui ont de trés fortes
similitudes entre elles, leur permettent de coloniser des hotes aussi variés que les insectes et les
mammiféres.

Bacillus cereus est une bactérie saprophyte qui se rencontre dans divers environnements,
notamment a toutes les étapes de la chaine alimentaire, et qui est responsable de toxi-infections
alimentaire collectives (TIAC), elle est mobile grace a une ciliature péritriche et mésophile.
Cependant, il existe des souches thermophiles ou psychrophiles qui peuvent pousser

respectivement a des températures supérieures a 50 °C ou inférieures a 10 °C (Ramarao, 2012).

5.3. Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis est I'une des plus anciennes bactéries dénitrifiantes, car elle a été
décrite en 1910 par Beijerinck et von Minkman. Cette espece se présente sous la forme de
batonnets, a Gram-positif, mobiles, avec des spores ovales non déformantes, ce qui la place

dans le premier groupe morphologique du genre Bacillus (Pichinoty et al., 1978). Il s'agit d'une
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espéce saprophyte trés répandue dans I'environnement et trés proche de Bacillus subtilis qui est
le deuxieme organisme étudié en détail apres Escherichia coli (Rey et al., 2004).

Contrairement a la plupart des autres bacilles, principalement aérobies, B. licheniformis est
une anaérobie facultative, ce qui lui permet de se développer dans des niches écologiques
supplémentaires (Murase et al., 2021).

Bacillus licheniformis présente un grand intérét biotechnologique avec de nombreuses
applications actuelles et potentielles, telles que la fabrication de composés bioactifs qui sont
utilisés dans divers domaines, tels que I'aquaculture, I'agriculture, les industries alimentaires,
biomédicales et pharmaceutiques. Certains isolats de B. licheniformis peuvent dénitrifier, mais
cette caractéristique peut étre peu utile pour la denitrification environnementale, car I'espece

reste généralement dans le sol sous forme d'endospores (Rey et al., 2004).

6. Intérét biotechnologique du genre Bacillus

Bacillus est un genre bactérien qui revét une grande importance en biotechnologie. 1l est bien
connu que les bactéries du genre Bacillus sont capables de générer des molécules qui ont
différentes utilisations industrielles, comme la fabrication d'enzymes. Ce type de bactéries
génére des enzymes connues sous le nom de protéases intra et extracellulaires, qui sont I'une
des familles d'enzymes les plus étudiées et les plus couramment utilisées dans les processus
industriels.

Elles sont largement utilisées dans la fabrication industrielle de divers produits, tels que les
détergents, les aliments, les médicaments, le cuir, les diagnostics, la gestion des déchets et la
récupération de l'argent. Par exemple, la bactérie Bacillus safensis est capable de synthétiser
différentes enzymes telles que I'amylase, la cellulase, la protéase, la lipase, la xylanase et la
chitinase.

Bacillus participe également a la synthése de métabolites primaires (vitamines,
ribonucléosides) et de métabolites secondaires (bactériocines, biosurfactants). Par exemple, les
biosurfactants fabriqués par Bacillus spp qui sont employés dans les secteurs pétrolier,
pharmaceutique et alimentaire, tels que ; Les glycolipides, les lipopeptides, les
lipopolysaccharides et les glycoprotéines.

La production de surfactine par B. pumilus a egalement été rapportée, ce qui suggére que
cette bactérie possede également des propriétés dans les domaines thérapeutiques. Elle peut

donc étre utilisée comme une bactérie qui favorise la croissance des plantes. Les Bacillus ont
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également démontré des performances fermentaires et probiotiques satisfaisantes, ce qui peut
étre bénéfique pour créer un ferment pour la bioconversion des feuilles de manioc (Bouzeraib
et Mekiou, 2022).
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1. Matériel

Le matériel utilisé dans ce travail est résumé en Annexe | et II.
2. Méthodes

2.1. Prélévement des échantillons
2.1.1. Lesol

Pendant le mois de février, les prélevements de sol de sebkha ont été effectués a partir de
quatre sites distincts de la Sebkha de Ain M’lila, située dans le nord-est de I'Algérie dans des
conditions d'asepsie strictes. Les échantillons de sol sont préleves en utilisant la méthode de
Pochon et Tardieux (1962). Les échantillons sont placés dans un flacon stérile, puis au

laboratoire a une température de 4°C avant d'étre analysées (Rafai, 2019).

2.1.2. Le lixiviat
Les échantillons de lixiviat ont été collectés en février 2024. lls sont récupérés dans des tubes
stériles de 50 ml. Par la suite, les échantillons prélevés sont transportés au laboratoire dans une
glaciere a une température basse (Doukali et Kaid Kasbah, 2023).

2.2. lIsolement des colonies de Bacillus et d’actinobactérie

2.2.1. Préparation des dilutions décimales
2.2.1.1.  Pour le sol

L’isolement est effectué en utilisant la méthode de suspension-dilution. En premier lieu, il
est nécessaire de préparer la solution mere du sol en ajoutant 1g de sol (non traité) dans 9 ml
d'eau physiologique stérile, ce qui constitue la dilution 10~1. Aprés avoir homogénéisé au
vortex, des dilutions décimales sont effectuées dans I'eau physiologique stérile jusqu’a

10~1° (Hamimed et Bouabida, 2020).

2.2.1.2. Pour le lixiviat
Pour préparer la solution mére du lixiviat en ajoute 1 ml de lixiviat dans 9 ml d'eau
physiologique stérile, ce qui constitue la dilution 10~1. Aprés avoir homogénéisé au vortex, des

dilutions décimales sont effectuées dans I'eau physiologique stérile jusqu’a 10710,
2.2.2. Milieux d’isolement
Quatre milieux d’isolement sont utilisés dans cette étude a savoir :

» Milieu GLM (Glucose extrait de malt et de levure),
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» Milieu Amidon caséine,
> ISP2 normal (International Streptomyces Project),

> GN (gélose nutritive). (Annexe I11). Les trois premiers sont des milieux sélectifs pour

les actinobactéries, le dernier est utilisé pour I’isolement des Bacillus.

2.2.3. Isolement des actinobactéries
Apres autoclavage et refroidissement des milieux a une température d’environ 45°C, 1ml
d’antifongique (fungizone) est ajouté aseptiquement, afin de limiter la croissance des

champignons envahissants (Itim et Khellaf, 2021).

2.2.3.1. Ensemencement et incubation
Les solutions diluées ont été utilisés pour I’ensemencement des milieux d’isolement. La
technique d’ensemencement en surface a été utilisée pour cette fin. Elle consiste a déposer 0,1
ml de chaque dilution a la surface du milieu de culture correspondant, puis de le disperser a
I'aide d'une pipette Pasteur stérile préparée sous forme de rateau. Les boites sont placées en
incubation pendant une période de 7 a 30 jours a une température de 28 °C (Itim et Khellaf,
2021).

2.2.3.2. Dénombrement
Les colonies obtenues dans chaque boite correspondant aux différentes dilutions, ont été

dénombrées.
2.2.3.3. Purification et conservation des souches d’actinobactéries

Les colonies présentant les criteres des actinobactéries sont reconnus, puis repiquées et
purifiées sur le milieu de culture GN additionné du méme antifongique (Annexe I11). Cette
derniére étape est répétée jusqu'a ce que les cultures soient pures. Les isolats qui poussent sont

rapidement conservés a 4 °C sur une gélose inclinée en tubes a essai (Itim et Khellaf, 2021).

2.2.4. Isolement des Bacillus
Les dilutions ont été utilisées pour I’ensemencement du milieu GN par technique
d’ensemencement en surface. Les boites sont placées en incubation pendant une période de 48

h a une température de 28 °C (Itim et Khellaf, 2021).

Les colonies présentant les caracteres macroscopiques des Bacillus sont reconnues et

repiquées sur le milieu de culture GN (Annexe Ill), jusqu’a purification. Les isolats sont
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rapidement conservés a 4 °C sur une gélose inclinée en tubes a essai (Itim et Khellaf, 2021).
Les colonies obtenues dans chaque boite correspondant aux différentes dilutions, ont été ensuite

dénombrées.

2.3. Caractérisation des actinobactéries et des Bacillus
2.3.1. Caractérisations macroscopiques

Les isolats de Bacillus et d’actinobactéries ont été caractérisés en premier lieu,
morphologiquement a I'eeil nu. Cette étude vise a observer directement 1'aspect morphologique
des colonies de Bacillus obtenues en prenant en compte les criteres suivants : forme, taille,
pigmentation, consistance des colonies et le contour de chaque colonie (Kaya-Ongoto, 2018).
Pour les actinobactéries, Les examens concernent la croissance des isolats, I'aspect et la couleur
des mycéliums aériens et de substrat, ainsi que la production et la couleur des pigments
diffusibles dans les milieux (s’ils sont sécrétés) (Itim et Khellaf, 2021).

2.3.2. Caractérisations microscopiques (Coloration de Gram)

Dans une seconde étape, les isolats sont examinés au microscope optique par coloration de
Gram qui est une méthode permettant de séparer les bactéries en deux groupes : les bactéries a
coloration de Gram positive et les bactéries a coloration de Gram négative. Elle permet
également de déterminer entre autres, les formes et la maniére dont les cellules sont regroupées
(Hamimed et Bouabida, 2020).

Les principales étapes de cette coloration sont :

> Des frottis sont réalisés a partir des colonies des actinobactéries et de Bacillus bien isolés

a I’aide d’une anse de platine dans des conditions aseptiques.
> Préparer une émulsion des bactéries en utilisant une goutte d'eau distillée.
> Placer les frottis sur une flamme en utilisant un bec bunsen pour les fixer.

> Faire couler la solution de Violet de Gentiane sur la lame jusqu'a ce que tout le frottis

soit recouvert ; laisser en contact 1 minute.

> Rincer a I’eau et finir de la chasser par la solution de Lugol ; laisser I’agir environ 1

minute.

> Jeter le Lugol et faire couler I’alcool goutte a goutte pendant 10 secondes sur la lame

inclinée.
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» Rincer immédiatement a I’eau (ne pas diriger le jet d’eau directement sur le frottis).
> Recouvrir la préparation de la Fuchsine (ou Safranine), laisser agir 1 minute.

> Rincer abondamment la lame a I'eau distillée, ou a I'eau du robinet jusqu'a élimination

du colorant en exces.

> Sécher la lame au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen, ou la sécher délicatement

entre deux feuilles de papier filtre fin (ou buvard), sans frotter.
> Examiner au microscope en utilisant 1’objectif a immersion (x100).

Apres avoir été décolorées par I'alcool, les bactéries «Gram positif» conservent leur couleur
violette et les bactéries «Gram négatif» sont décolorées par l'alcool, elles sont teintées par la

fuchsine et sont donc roses (Itim et Khellaf, 2021).

2.4. Mise en évidence de I’effet de certains antibiotiques et antiseptiques sur
Pinhibition des germes contaminants

Dans le but d’éliminer les bactéries a croissance rapide, qui contaminent les cultures dans

I’isolement des actinobactéries (2 croissance lente), deux produits ont été testés. Il s’agit d’un

antibiotique (Gentamycine) et un antiseptique (Azide de sodium) (Tab. 11). Ce test permet de

proposer 1’un ou les deux produits comme additifs dans les travaux d’isolement sélectif des

actinobactéries.

Le milieu de culture utilisé dans cette étude, est le GLM qui est un milieu sélectif pour la
croissance des actinobactéries. Des boites contenant ce milieu stérile ont été additionnées
séparément par la gentamycine et par I’azide de sodium. Les isolats purifiés précédemment sont
ensuite ensemencées par des stries serrées sur la surface du milieu. Par la suite, les boites sont
incubées a 37°C pendant 48 heures. Parallelement, des milieux témoins sans antibiotique ont

été préparés dans les mémes conditions.

Apres la fin de I'incubation, la croissance des bactéries a été évaluée. Lorsqu'il y a croissance,
I'antibiotique ou l'antiseptique n'a pas d'action sur les bactéries, tandis que si la croissance

n'existe pas, ces produits auront un effet bactéricide sur ces bactéries.
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Tableau 11 : Caractéristiques des produits testés.

Matériel et Méthodes

Le produit La nature | Lafamille | Mode action Références
Gentamycine | antibiotique | Des Un effet bactéricide sur | (Base de données
aminosides | les bactéries du genre | publique des
Bacillus en autres. Son | médicaments,
action se caractérise par 2024)
sa liaison aux sous-
unitts 30 S  des
ribosomes bactériens, ce
qui provoque une «
fausse lecture » de
I'ARNmM.
Azide de antiseptique | Des Un effet bactéricide qui (Azoture de
sodium azotures inhibe la croissance des | sodium, 2024)

Gram négatif et
plusieurs autres Gram

positifs.

2.5. Effet de la gentamycine et de ’azide de sodium sur la croissance des

actinobactéries

Afin de déterminer I’effet négatif de ces deux produits (Gentamycine et 1’azide de sodium)

sur la croissance des actinobactéries, des cultures de certaines souches actinobactériennes ont

été testées. Des boites contenant le milieu GLM ont été additionnées chacune, par la

gentamycine et par I’azide de sodium. Ces deux produits ont été testés sur des actinobactéries

référenciées qui ont été aimablement fournies par Le Dr. BOUFERCHA Oumeima et deux

souches isolées a partir de nos échantillons. Ces souches sont ensuite ensemencées par des stries

serrées sur la surface du milieu. Les boftes ainsi préparées sont incubées a 28°C pendant 7 jours

pour les actinobactéries. Des témoins sans produits inhibiteurs ont été préparés dans les mémes

conditions.
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2.6. Test de tolérance des souches performantes a des concentrations
différentes

Afin de trouver la plus petite concentration efficace des produits testés, plusieurs
concentrations ont été testees sur les isolats bactériens inhibés. Ils ont été ensemenceés dans le
méme milieu avec des concentrations de 0.134 mg/l, 0.268 mg/l, 0.40 mg/l, 1 mg/l, 3.12 mg/l,
pour la gentamycine et 0.1 g/1, 0.05 g/1, 0.01 g/1, pour I’azide de sodium (Benjama et al., 1996).
Les résultats sont observés aprés 10 jours d'incubation a une température de 28°C pour les
actinobactéries et 48h d’incubation a une température de 37°C pour les Bacillus, Ils peuvent

étre évalués selon la croissance des bactéries, qui peut étre soit positive (+) ou négative (-).

2.7. Mise en évidence de la capacité des actinobactéries et des Bacillus isolées

a dégrader certains pesticides
Dans cette étude, nous avons voulu déterminer une aptitude métabolique tres importante en
biotechnologie environnementale, qui concerne la capacité des microorganismes a dégrader
certains polluants xénobiotiques comme les pesticides, qui sont largement utilisés dans

I’agriculture moderne.
2.8. Milieu de culture utilisé pour I’étude de la biodégradation
Le milieu minimum utilisé dans cette étude, est :

Le milieu de Vandermesse en 1996. Ce milieu est sélectionné de maniére a étre totalement

dépourvu d'une source de carbone (Ouis et Mezaili , 2019).

2.8.1. Caractéristiques des pesticides testés
Nous avons choisi, deux fongicides, un herbicide et un insecticide. Leurs différentes

caractéristiques sont indiquées dans le Tableau 12.
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Tableau 12 : Caractéristiques des pesticides testés.

Matériel et Méthodes

Pesticides | Catégorie | Matiére active Mode d’action

Aliette Fongicide | Fosétyl- Agit préventivement et curativement en

Flash aluminium inhibant la germination des spores bloquant
le développement du mycélium.

Decis Insecticide | Deltaméthrine Caractérisé par une action tres rapide et un
effet répulsif sur les insectes nuisibles et doté
d'une excellente persistance d'action.

Horizon | Fongicide | Tébuconazole Il se caractérise par ses propriétés
systémiques originales : pénétration rapide
dans les feuilles puis migration lente et
réguliére a I'intérieur du végétal.

Fortin Herbicide | Glyphosate (N- Fortin Green avec un large spectre contre les

Green phosphono- mauvaises herbes a feuilles étroites

méthylglycine)

(monocotylédones) et a feuilles larges

(dicotylédones) annuelles ou vivaces.

2.8.2. Test de la biodégradation des pesticides

2.8.2.1.

Stérilisation des pesticides

Les pesticides en solution et les solutions méres des pesticides sont stérilisés par filtration

sur des membranes de type millipore (de porosité de 0,22 um) (Ouis et Mezaili, 2019).

2.8.2.2.

Culture des bactéries sur milieux minimums

Les solutions initiales des pesticides stériles ont été incorporées a différents concentrations
(60 mg/l, 100 mg/l et 200 mg/l) (Ouis et Mezaili, 2019) dans le milieu minimum

(Vandermesse 1996) en tant que source de carbone.

Des stries serrées sur la surface des milieux minimums sont utilisées pour ensemencer les

bactéries. Ensuite, pendant une péeriode de 15 jours, les boites sont incubées a une température

de 28°C, en méme temps, des milieux témoins dépourvus de pesticides ont été préparés dans

les mémes conditions.
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Les résultats concernant la tolérance des bactéries observes a différentes concentrations des
pesticides est appréciée aprés 10 jours d'incubation, Ils peuvent étre évalués selon la croissance
des bacteéries, qui peut étre positive (+) ou négative (-) (Ayadi et Merabet, 2020).
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1. Isolement des actinobactéries et des Bacillus

Les souches ont été isolées a partir de deux échantillons de sol provenant de la sebkha d’Ain
M’Lila et un échantillon de lixiviat de la région de Constantine. Des colonies typiques
d'actinobactéries et de Bacillus ont été observées. Par la suite, elles ont été purifiées en les
transférant sur milieu GN et incubées a une température de 28 °C pendant 15 jours pour les

actinobacteéries et a une température de 37°C pendant 48h pour les Bacillus (Tab. 13).

Tableau 13 : Isolement sur les deux milieux GLM et amidon caséine additionnées d’un antifongique.

Les échantillons Milieux de culture Dilutions ' Nombres de colonies
Sel 1 GLM 10~* 130
107> 222
Amidon caséine 1074 170
Sel 2 GLM 1072 110
Amidon caséine 1072 244
Sol 1 GLM 1073 200
Amidon caséine 1072 300
Sol 2 GLM 1072 222
Amidon caséine 1073 90
Lixiviat GLM 1072 120
Amidon caséine 1072 70

En raison du tapis bactérien présent dans la plupart des boites ensemencées dans les milieux
GLM et amidon caséine seule deux isolats d’actinobactéries ont été purifiés ainsi que deux

isolats de Bacillus.

Il est possible que le faible nombre d'actinobactéries isolés soient di aux facteurs
environnementaux. Les résultats que nous avons obtenus sont en accord avec plusieurs études
qui montrent que le nombre d'actinobactéries est en relation positive avec plusieurs facteurs.
Selon I’étude de (Rodriguez-Valera et al., 1985), le niveau élevé de salinité entraine un stress
environnemental, qui est responsable du nombre limité d'especes d'actinobactéries isolées. En
outre, les conditions climatiques des sites de prélevement jouent un role dans le développement
des actinobactéries. L'humidité, est I'un des éléments les plus importants qui influencent la

croissance et I'activité des actinobacteéries (El- Fiky et al., 2003) (Manucharova et al., 2008).

D’aprés Lee et Hwang (2008), la diversité des actinobactéries dans le sol est influencee par

trois facteurs écologiques essentiels : le pH, la matiére organique et I'humidité.

37



Résultats et discussion

2. Caractérisation des souches d’actinobactéries et Bacillus isolées
2.1 Etude morphologiques

A la fin de la purification, les colonies de Bacillus (Fig. 4 ; Tab. 14) et d’actinobactéries (Fig.
5; Tab. 15), sont repérées a partir de leurs caractéristiques morphologiques a la fois a I'échelle

macroscopique et microscopique.
2.1.1. Macromorphologie

Plusieurs caractéristiques macroscopiques sont utilisées pour identifier les souches, les plus

étudiées sont :

Texture : lisse, rugueuse, poudreuse ou floconneuse.

Couleur : Variations de blanc, creme, jaune pale, jaune, rouge, brun ou noir.
Forme : Circulaire, ovale, irréguliére ou en étoile.

Texture de surface : lisse, granuleuse, ridée, bosselée ou fibrillaire.

Opacité : Transparente, translucide ou opaque (Hachana et Halilou, 2023).

Figure 4 : Aspect macroscopique des souches de Bacillus.

Tableau 14 : Etude macromorphologique de Bacillus.

Bl moyenne crémeuses translucide lisse beige
B2 Ne donne Seche opaque lisse beige
aucune taille

38



Résultats et discussion

Figure 5 : Aspect macroscopique des isolats d’actinobactéries.

Tableau 15 : Etude macromorphologique des actinobactéries.

O e d v O v O O dCeE 0 C OPa C O a e
Al Moyenne | circulaire Régulier lisse jaune opaque | crémeuses
A2 Moyenne | filamenteuse | filamenteux | rugueuse | blanche | opaque | Séche

2.1.2.  Micromorphologie
2.1.2.1. Pour Bacillus

La coloration de Gram nous a renseignés sur la structure des cellules bactériennes et de la
composition de leurs parois. L'étude microscopique de quelques isolats de Bacillus apres
coloration de Gram (Fig. 6), montre que les souches de Bacillus étaient présentées sous la forme
de batonnets droits a extremités arrondies, de taille variable a Gram positif. Ces résultats
correspondent a ceux de Abe et al., (2018), qui décrivent les diverses caractéristiques
microscopiques du genre Bacillus.

2.1.2.2. Pour les actinobactéries

L’analyse microscopique aprés coloration de Gram montre que toutes les souches
d’actinobactéries présentaient une structure filamenteuse et parfois sphérique a coloration de

Gram positive (Fig. 6).

D'aprés I'étude de Kitouni (2007), I'analyse microscopique des actinobactéries met en
évidence une structure filamenteuse en présence de spores isolées ou regroupées en amas. Ces
spores peuvent étre enchainées de maniere courte ou longue. Le phylum des Actinobacteria est
composé de bactéries Gram positives, ce qui confirme que nos isolats font partie de ce groupe.
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Figure 6 : Aspect microscopique des isolats de Bacillus et d’actinobactéries sous microscope optique avec un

grossissement X100 : (B1, B2) souches de Bacillus ; (A1, A2) souches d’actinobactéries.

3. Isolement des actinobactéries sur milieu 1SP2

Nous avons pensé que le faible nombre d'actinobactéries pourrait étre lié au milieu de culture
utilisé lors de I'isolement. C'est pourquoi nous entamons une nouvelle approche d'isolement sur
le milieu ISP2.

Tableau 16 : Isolement sur milieu ISP2 additionnées d’antifongique.

Echantillons Les dilutions Nombre de contaminants
Sol 1l SM Indénombrable
1071 Indénombrable
1072 64
107 61
107 60
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1075 55
107° 42

Sel 1 SM 139
1071

Indénombrable

1072 Indénombrable
1073 77

107 45

107° Indénombrable
107°

Indénombrable

Nos résultats signifient que I'utilisation de milieu ISP2 pour I'isolement des actinobactéries
favorise aussi la prolifération d'autres micro-organismes indésirables (Bacillus et d’autres
contaminants comme les champignons). Cela complique I’isolement des actinobactéries et

augmente le risque de contamination.

4. Effet d’un antibiotique et d’un antiseptique sur I’inhibition des contaminants

Dans le but d’¢liminer les contaminants deux produits ont été testés. Il s’agit d’un
antibiotique (Gentamycine) et un antiseptique (Azide de sodium). Les résultats obtenus a
différentes concentrations (3.12 mg/l et 1 mg/l) pour la gentamycine, (0.1g/l et 0.01g/l) pour

I’azide de sodium sont présentés dans le tableau 17.
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Tableau 17 : Effet de différentes concentrations de la Gentamycine et de 1’azide de sodium sur la croissance

des bactéries contaminants.

Bl antibiotique (gentamycine) Img/I -
3.12mg/l -

azide de sodium 0.1g/l -

0.01g/1 +

B2 antibiotique (gentamycine) Img/Il -
3.12mg/l -

azide de sodium 0.1g/l -

0.01g/1 +

Al antibiotique (gentamycine) Img/I -
3.12mg/l -

azide de sodium 0.1g/l -

0.01g/l +

A2 antibiotique (gentamycine) Img/I +
3.12mg/l -

azide de sodium 0.1g/l -

0.01g/1 +

5. Effet de la gentamycine et de I’azide de sodium sur les actinobactéries

Afin de suivre I’effet de la gentamycine et de 1’azide de sodium sur les actinobactéries,
d'autres concentrations de la gentamycine (1 mg/l, 0.134 mg/Il, 0.268 mg/l, 0.40 mg/l) et d'azide
de sodium (0.05 g/l) ont été testées sur des souches d'actinobactéries fournis aimablement par
le Dr. BOUFERCHA Oumaima. Nous remarquons que l'azide de sodium a un effet négatif sur
la croissance des actinobactéries testées, tandis que la gentamycine a 1 mg/l, favorise la
croissance des actinobactéries et inhibe la croissance des Bacillus et d'autres contaminants (Fig.
7 et 8).

42



Résultats et discussion

0.40 mg/I 0.268 mg/I

0.134 mg/I

Figure 7 : Effet des concentrations variables de la gentamycine sur la souche «SG» d’actinobactéries.

Figure 8 : Effet de 1 mg/l de la gentamycine sur la croissance d’actinobactéries (A) et de Bacillus (B).

6. Isolement des actinobactéries en présence de 1mg/l de gentamycine

Un nouvel isolement sur un milieu GLM additionné de fungizone et de 1mg/l de
gentamycine a été réalisé sur le méme échantillon. Les résultats sont présentés dans le tableau
18.
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Tableau 18 : Dénombrement des actinobactéries sur milieu GLM additionnées d’un antifongique et de 1mg/I

de gentamycine.

Echantillons Les Dilutions Nombre de colonies
Sol 11 1073 2
10™* 0
107° 3
107° 1
Sel 1 1073 0
107 0
107° 0
107° 1

Nos résultats indiquent que D’antibiotique gentamycine permet [’isolement de sept
actinobactéries. Nos résultats ne s’accordent avec ceux de Rabia et Rahmouni (2015),
I’antibiotique (gentamycine) a une concentration de 10 pg inhibe la croissance

d’actinobactéries.

D’aprés les résultats de Benjama et al., (1996), Toutes les souches de Bacillus ont été
inhibées par I'antibiotique (gentamycine) a des doses respectives de 1 mg/l et de 3,12 mg/l,
tandis que lI'antiseptique (azide de sodium) est aussi efficace contre la croissance des Bacillus.

7. Test de la biodégradation des pesticides

Les isolats d'actinobactéries et de Bacillus purifiés ont montrés leurs capacités a se
développer dans un milieu minimum de Vendermess, en ajoutant différents pesticides comme
seule source de carbone et d'énergie. Par comparaison avec un témoin, la capacité des isolats a
biodégrader les pesticides se manifeste par une croissance bactérienne positive. Si au contraire,
il 'y a pas de croissance bactérienne, cela signifie que l'isolat ne peut pas dégrader
biologiquement le pesticide testé. Les résultats de la biodégradation des pesticides par les deux

actinobactéries sélectionnées, sont représentés dans le tableau 19 et la figure 9.

44



Résultats et discussion

Tableau 19 : Test de la biodégradation des pesticides par deux actinobactéries sélectionnées.

Le nom du pesticide |Les concentrations Souche Al Souche A2
Décis 60 ++ F++
100 ++ +++
200 ++ +++
Aliette flash 60 +- +++
100 +- o
200 +- 1t
Horizon 60 - -
100 - -
200 - -
Glyphosate 60 +- +++
100 ++ +++
200 ++ 4+

(+++) : Bonne croissance. / (++) : Croissance modérée / (+/-) : croissance faible.

croissance

[ (-) : Absence de

Selon les résultats obtenus, il a été observé que 1'herbicide «Glyphosate» et 1’insecticide

«Decis» sont les plus dégradables par rapport aux autres pesticides, alors que les deux souches

d’actinobactéries ne dégrade pas le fongicide «Horizon».

D 60 mg/l

D 100 mg/Il

D 200 mg/I
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A 60 mg/l A 100 mg/l A 200 mg/l

G 60 mg/l G 100 mg/I G 200 mg/I

Figure 9 : Test de biodégradation des pesticides par les deux souches d’actinobactéries Al et A2.

Les actinobactéries sont parmi les groupes les plus importants qui ont une activité
significative dans la dégradation des composés naturels et de synthése tels que les pesticides et
autres xénobiotiques dans I’environnement. Ils jouent donc un role essentiel dans la

bioremédiation des sols contaminés par ces composants.

La capacité des souches a dégrader les pesticides se manifeste par une croissance
significative dans les boites de Pétri. Cependant, une dégradation faible se manifeste par un
nombre assez limité de colonies. Cela est di a la production d’enzymes de biodégradation. Le
fait que ces bactéries ne puissent pas se développer en milieu minimum est dd a leur incapacité
a produire des enzymes de biodégradation et a utiliser ces pesticides comme seule source de
carbone. La difficulté a degrader les pesticides peut étre attribuée aussi a la composition

complexe des pesticides.

Ramdani et Hadroug (2017) ont remarqué que toutes les souches d’actinobactéries ayant
la capacité de dégrader les divers pesticides mais a des périodes différentes en fonction de la

souche et du pesticide.

46



Résultats et discussion

Selon Araujo et al., (2003) ; Wardle et Parkinson (1990), le glyphosate peut étre utilisé

par le microbiote du sol comme seule source de carbone. Cette substance active est dégradée

par les actinobactéries. Duke (2011) dans son étude il a fait référence a la posibilité que les

souches de Streptomyces sp. puissent utiliser le glyphosate comme seule source de carbone et

de phosphore. D’apres Souza et al., (1999), le glyphosate est dégradé rapidement apreés dix

jours d’incubation, alore que Nomura et Hilton (1977), en raportée que le glyphosate se

dégrade rapidement lors des premiers jours d’incubation.

Les tests de biodégradation des pesticides par deux isolats de Bacillus sélectionnés, sont

représentés dans le tableau 20 et la figure 10.

Tableau 20 : Test de la biodégradation des pesticides par certaines souches de Bacillus dans les différentes

concentrations.

60 = =
100 - -
200 = =

60 +- -
100 ++ =
200 ++ -

60 +- =
100 - -
200 = =

60 ++ -
100 ++ =
200 ++ -

47



Résultats et discussion

Selon les résultats obtenus, il a été observé que I'herbicide «Glyphosate» et le fongicide
«Aliette flash» sont les plus dégradables par rapport aux autres pesticides, alors que les deux
souches de Bacillus ne dégrade pas I’insecticide «Decis». La souche B2 de Bacillus ne dégrade

aucun pesticide.

G 60 mg/I G 100 mg/l G 200 mg/l

A 60 mg/l A 100 mg/I

A 200 mg/I

H 60 mg/I

Figure 10 : Test de biodégradation des pesticides par les deux souches de Bacillus.
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Résultats et discussion

D’apres 1’étude d’Arora (2020), le genre Bacillus a un grand potentiel pour dégrader

biologiquement plusieurs pesticides.
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Conclusion

Dans le domaine de la bioremédiation, les actinobactéries et les Bacillus sont employés pour
décomposer divers polluants environnementaux, tels que les hydrocarbures, les pesticides, les
métaux lourds et les composés organiques toxiques. La raison principale de 1’utilisation de ces
bactéries, réside dans leurs capacités a résister par leurs spores, aux conditions
environnementales difficiles. En outre, ils sont des candidats parfaits pour la décontamination
des sols, des eaux et des milieux industriels pollués en raison de leur capacité a métaboliser les
differents polluants. Plusieurs régions du monde, sont des zones rudes. Ils sont représenté par
de grandes étendus, comme les sols salins, les sols arides chauds et froid. Ces écosystemes a
apparence inhospitaliéres regorgent pourtant de microorganismes variés. Les actinobactéries et
les Bacillus extrémophiles et natives de ces écosystemes extrémes, sont les plus adaptées pour

ces endroits et trouvent leurs emplois, dans la décontamination des ces sols pollués.
Suite aux résultats obtenus, nous pouvons conclure :

> D’apres ces investigations, les actinobactéries et les Bacillus sont présents dans deux

écosystemes extrémes a savoir les lixivias, les eaux et les sédiments des sebkhas.

> Les extrémophiles sont d'une grande importance, non seulement par ce qu'ils peuvent
nous renseigner sur la recherche fondamentale concernant la biodiversité, mais aussi par
leur immense potentiel en tant que sources d'enzymes et d'autres molécules ayant des

applications biotechnologiques.

» L'emploi des agents antimicrobiens pour I’isolement sélectifs des actinobactéries est une
stratégie essentielle qui permet de limiter la propagation des contaminants dans les
cultures de ces microorganismes. La gentamycine est un antibiotique trés efficace contre
les Bacillus et d’autres bactéries a croissance rapide qui généralement peuplent les
¢cosystemes extrémes et contaminent les cultures d’actinobactéries dans leurs

isolement.

> Les actinobacteries et les Bacillus isolées a partir des milieux extrémes, ont montrés des
aptitudes dans la dégradation des pesticides. Ces bactéries peuvent ainsi étre employées

comme des agents de dépollution dans les sols contaminés par ces produits chimiques.
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Conclusion
|

Finalement, nous pensons que ce travail mérite d'étre poursuivi car différentes perspectives

peuvent étre prises en compte, telles que :

e J’utilisation de I’antibiotique «la gentamycine» ou un mélange de «gentamycine» avec
un autre antibiotique «la novobiocine» pendant 1’isolement sélectif des actinobactéries
afin de résoudre le probleme de la prolifération des contaminants.

e changement des concentrations de I’antiseptique «I’azide de sodium» et 1’antibiotique
«la gentamycine» pour I’amélioration des résultats.

e Tester la capacité des bactéries extrémophiles a dégrader les pesticides sur champ.
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Annexe |

Matériel utilisé

YV V.V V V V V V VYV V V V V V V V VY V V V V

Anse de platine
Autoclave

Balance analytique
Barreaux magnétique
Bec bunsen

Boites de Pétri

Etuve a 28°C, a 37 °C
Entonnoir

Lames

Microscope optique
Micropipettes

Plaque chauffante agitatrice
Portoirs

pH métre

Parafilm

Pissette

Pipettes Pasteur
Réfrigérateur

Spatule

Vortex

Annexe

Verreries : béchers gradués, éprouvettes graduées, tubes a essai stériles, les flacons, et

les earlens.

62



Annexe

Annexe |1

Solutions et colorants utilisés

Alcool

Eau distillée stérile

Eau physiologique stérile
Fuchsine

Huile a immersion

Lugol

YV V. V V V V V

Violet de Gentiane
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Annexe Il

Milieux de culture utilisée

Annexe

Milieu GLM (Glucose-Extrait de
levure-Malt)

% Extrait de levure......... 39

X/
°e

Extrait de malt......... 39
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°e

Peptone................. S5¢g

X3

*

Glucose................. 10g
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=
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% pH=7

L)

Milieu Amidon-caséine

+ Amidon soluble..................... 10g

X/

S Caséine.......oovvveeiiiiiii. ..

< Eaudistillée...............c........

% pH=7-7.5

veere.. 1000ml

Milieu ISP2

¢ Extrait de levure........... 4¢
s Extrait de malt............ 10g
@ Glucose........ooevvinnnn 4¢g
o Agar......iiiiiii 18 ¢g
% Eaudistillée.............. 1000ml
% pH=7.2

Milieu minimum (Vandermesse
1996)

@ KNO3....ocvvvn... 13,76 g/l
% KH2POs...............1,78 g/l
% NaHPOs, 2H,0.....4,66 g/l
< NazSO4merrerennn 9,68 g/l
< EDTA................ 10 mg/I
& FeS0g4, 7 H,0....... 5 mg/l

s MnCl;, 4 H,0.....1,22 mg/l
% ZnS0y4, 7 H,0.....0,25 mg/l
s CuSQO,, 5H,0.....0,2 mg/l
% CaCl2,2H,0....... 1 mg/l
s NaxMo0g4 H,0.....0,2 mg/l
o pH=7

Milieu GN (Gélose nutritive)

s Amidon.........cceeeee.
¢ Peptone.................. S5g

¢ Extrait de viande....... lg

% Agar....................150
+ Eau distillée............ 1000ml

% pH=75
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Résumé

Notre travail s’intéresse en premier licu, a I’isolement des actinobactéries et des Bacillus a partir de deux
échantillons extrémes (la sebkha de Ain M’Lila et le lixiviats). Les échantillons prélevés sont ensemencées sur
trois milieux sélectifs (le GLM, I’amidon-caséine et I’ISP2), tous additionnées d’un antifongique «la fungizone»
pour évitées la croissance des champignons. Un nombre de quatre d’actinobactérie et Bacillus ont été isolés. Des
essais d’optimisation d’isolement sélectifs des actinobactéries ont permis d’affirmer que 1’emploi de la
gentamycine additionnée au milieu d’isolement (GLM), conduit a la réduction significative de la propagation
des contaminants a croissance rapides et facilite I’isolement des actinobactéries a temps de génération lent. En
plus, des tests de cet antibiotique sur une collection d’actinobactéries ne présentent aucun effet négatif sur leurs
croissances. L’emploi de cette technique dans une seconde tentative d’isolement a partir des mémes échantillons,
nous a permis d’obtenir un nombre plus important d’actinobactéries. La deuxiéme étape a été consacrée a la mise
en évidence de I’aptitude des souches isolées a biodégrader quatre pesticides qui sont un herbicide «glyphosatey,
deux fongicides «horizon, Aliette flash» et un insecticide «Decis». Les résultats montrent que la majorité de ces

pesticides sont dégradés par nos isolats. Le glyphosate est le pesticide le plus dégradé.
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Laboratoires de recherche : laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire (U Constantine 1 Freres
Mentouri).

Président du jury : Dr LIFA M. (MCB - U Constantine 1 Freres Mentouri).
Encadrant : Pr BOUDEMAGH A. (PROF - UFM Constantine 1).
Examinateur : Dr BOUFERCHA O. (MCB - UFM Constantine 1).




