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Résumé

Les communautés microbiennes et leurs distributions dans des environnements naturelles sont
principalement déterminées par leurs conditions biotiques/abiotiques qui promettent une
augmentation dans la perspective de découvrir de nouveaux composés avec des activités
potentielles. En effet les actinomycétes, un exemple type des procaryotes, sont une source
importante a explorer pour la découverte de nouvelles voies métaboliques a intérét
biotechnologique . L'objectif de ce travail consiste a isoler des souches d'actinomycetes a partir
des sols provenant de régions différents Timimoun , Ghardaia et Oeud souf . Cette étude
consiste a mettre en évidence les  caractéristiques phénotypiques des actinomycétes
(macromorphologiques et micro-morphologiques et observation a I'état frais ) et leurs aptitudes a
la biodégradation et I'nydrolyse de différents substrats. Dans ce présent travail 56 souches
d’actinomycétes ont été¢ isolées dans différentes régions, 19 isolats d'actinomycétes ont été
seléctionnnés parmi la collection obtenu pour I'étude de leur diversité phénotypique et I'aspect
culturale sur la gamme des ISP (International Streptomyces Project) ainsi que leur propriétés
physiologiques tel que différentes parameétres de ( pH, Na Cl et Température ) . Ces isolats ont
été soumis a un ensemble des tests pour déterminer les différents caractéres. D'aprés les
résultats obtenu on a pu constater que la majorité des nos isolats ont une large variété culturale
sur la gamme des milieux ISP (Mycélium aérien et de substrat , pigmentation a différentes
couleurs ) a croissance lente (10 a 15 jours). Les souches isolées montrent des propriétés
phénotypiques identiques au actinomycétes qui sont des bactéries aérobies filamenteuses & Gram
positif sporulées ,sur I’ensemble des 19 souches testées ,17 souches sont catalase positive. A
partir des études phisiologiques en estime que la plupart des isolats sont mysophiles ,
halotolérants ,neutrophiles. Les résultats des tests biochimiques indiguent que les isolats utilisent
le galactose , manitol , arabinose et fructose comme une seule source de carbone, d'autre part
I’aptitude de 19 souches sélectionnées a dégrader certaines substances complexes (dégradation
de la gélatine, Tween 80, hydrolyse de 1’amidon, la caséine et action sur le lait écreme) .A l'issue
de ce travail on peu conclure que nos isolats d'actinomycetes présentent une biobidiversité

phénotypique et métabolique .

Mots clés: Actinomyceétes ,isolement , caractéres phénotypique, propriétes

métabolique,biodégradation , biodiversité .
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Abstract

Microbial communities and their distribution in natural environments are mainly determined
by their biotic/abiotic conditions, which promise to increase in the prospect of discovering new
compounds with potential activities. Indeed, actinomycetes, a typical example of prokaryotes,
are an important source to explore for the discovery of new metabolic pathways of
biotechnological interest. The aim of this study is to isolate Actinomycetes strains from soils
originating from Timimoun , Ghardaia and Oeud souf . The aim of this study is to highlight the
phenotypic characteristics of actinomycetes (macromorphological and micro-morphological
characteristics and fresh state observation) and their ability to biodegrade and hydrolyze different
substrates. In the present work, 56 strains of actinomycetes were isolated from different regions,
19 isolates of actinomycetes were selected from the collection obtained to study their phenotypic
diversity and cultural aspect on the range of ISP (International Streptomyces Project) as well as
their physiological properties such as different parameters of (pH, Na Cl, T°).These isolates were
subjected to a series of tests to determine the various characteristics. The results showed that the
majority of our isolates had a wide range of cultivation characteristics on ISP media (MA, MS,
pigmentation with different colors) with slow growth (10 to 15 days). The phenotypic properties
of the isolated strains are identical to those of actinomycetes, which are Gram-positive aerobic
filamentous spore-forming bacteria. Of the 19 strains tested, 17 were catalase-positive.
Physiological studies suggest that most isolates are mysophilic, halotolerant and neutrophilic.
The results of biochemical tests indicate that the isolates use galactose, manitol, arabinose and
fructose as a single carbon source, as well as the ability of 19 selected strains to degrade certain
complex substances (degradation of gelatin, Tween 80, hydrolysis of starch, casein and action on
skimmed milk). At the end of this work, we can conclude that our Actinomycetes isolates present

a phenotypic and metabolic biobidiversity.

Key words: Actinomycetes , isolation , phenotypic characteristics , metabolic properties ,

biodegradation , biodiversity .
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Introduction

Les actinomycetes sont des bactéries Gram-positives sporulées appartenant au
phylum Actinoacteria se trouvent dans le sol, I'eau et l'air ainsi que dans des
environnements extrémes tels que les déserts, les sédiments des grands fonds marins
et I'Antarctique (Meliani et al., 2022), les Streptomyces contiennent un taux G+C
élevé (guanine + cytosine) de 57 a 75 % dans leur ADN (Bhatti et al.,2017 ). Les
actinomycetes ont des propriétés fongiques car ils forment des hyphes et des spores
fongiques, mais ils sont classés comme des bactéries en raison de leurs cellules

procaryotes. ( Rajiv Gandhi et al., 2022).

Le sol est un produit écologique et a été largement étudié comme une niche pour
les micro-organismes qui produisent des produits naturels biologiquement actifs
(GaneshKumar et al., 2010). Les actinomycetes sont I'un des plus grands groupes de
communautés microbiennes du sol (Goodfellow et Williams, 1983) et représentent
généralement 10 a 20 % du microbiote total du sol (Dommergues et Mangenot,
1970), de nombreuses études ont été publiés pour ces micro-organismes d 'un point de
vue taxonomique en montrant que le désert de Sahara et sol semi arides ont une
grande diversité d'actinomycétes (Zitouni, 2014) ,elles sont caractérisées par une tres
grande diversité morphologique, et physiologique, il y a également des thermophiles,
des psychrophiles, des alcalophiles, des acidophiles, des halophiles et des
halotolérant. (Goodfellow et al., 2012). Cette grande diversité leur permettre de vivre

dans ces milieux hostiles (Tiwari et Gupta, 2013).

Cependant, les actinomycetes jouent un réle important dans la décomposition de la
matiére organique, rendant le sol fertile et améliorant ainsi les cultures (La Calvitie,
1962), collectivement ils peuvent métaboliser un certain nombre de composés
differents, notamment des polysaccharides, des alcools, des acides aminés et des
composés aromatiques pour produire des enzymes extracellulaires (Kitouni, 2003),
leur capacité a dégrader les pesticides, les herbicides et les hydrocarbures a également
été rapportée, cette diversité métabolique est due a leurs larges sous-ensembles
génomiques qui controlent I'expression des genes qui contrblent leurs besoins
(Boucheffa, 2011).

Par ailleurs ces bactéries sont connues pour produire plusieurs métabolites

secondaires qui sont importants pour la médecine, l'industrie alimentaire et



Introduction

I'agriculture, et sont utilisées comme antibiotiques, antifongiques, antiviraux,
immunosuppresseurs, agents anticancéreux, et sont largement utilisées , étudiées pour
produire des composes antioxydants, des enzymes telle que I'amylase, caséinase,

gélatinases, estérases aussi cellulase.

D'autre part, les meilleures conditions de croissance pour la plupart des
actinomycetes sont une température de 25-30 °C, un pH neutre (6-8) et une faible
humidité (Bhatti et al., 2017). Cependant, les actinomycetes peuvent se développer

dans des conditions défavorables (Farda et al., 2022).

L'objectif principal de notre étude consiste a I’isolement des souches bactériennes
appartenant au groupe d’actinomycétes a partir d’échantillon de sols provenu de
différents sites des régions arides et semi-aride, et la recherche des activités

enzymatiques et de biodégradation de ces souches.

Notre étude a éte effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie, (Département

de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie, Université de Tébessa).
L’¢étude a portée sur les étapes suivantes:
-Isolement des Actinomycetes a partir de différents types de sol.

-L’étude phénotypiques des isolats d’Actinomycetes ce qui implique la caractérisation

micro-morphologique et macromorphologiques.
-L’étude des caractéristiques physiologique et biochimique.

-L’étude de la diversité métabolique par la mise en évidence de I’activité

hydrolytique (enzymatique) et de biodégradation.
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1.1. Historique des Actinomycétes

La Découverte, la caractérisation, la nomenclature et I"utilisation des actinomycetes a ét€ divisé en 5
periodes :
> De 1874 a 1900, correspond a la durée de la premiere période médicale, avec les
organismes pathogénes en particulier, l'accent est mis sur leur réle dans I'apparition de
maladies. Tout a commencé avec la découverte du premier actinomycéte Streptothrix
foeresteri par Cohn en 1875 (Anibou, 2008).
> La seconde période (1900-1940) liee a la mise en évidence et a la recherche des
actinomycetes du sol, avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis.
Aussi cette section elle couvre la découverte des conditions saprophytiques d’habitat des
actinomycetes et les premieres tentatives pour distinguer deux groupes : les pathogenes et les
saprophytes. (Leminor, 1989 ; Baldacci, 1962).
> L’époque suivante en 1943 est caractérisée par la découverte des antibiotiques produits
par les actinomycetes, elle a débuté en 1940 et le nom de Waksman est sans doute lié a la
découverte en 1944 de la streptomycine produite par Streptomycesgriseus (Minor et al.,
1989; Sanglier et Trujill, 1997).

Au cours de cette période, le nombre d'actinomycétes a augmenté especes, brevets et
réglementations sur les antibiotiques exclusifs, conseils nouvelle espece (Baldacci, 1962).

> La quatrieme période (1940-1970) commence avec les mémes observations que le
méme antibiotiques sont produits par divers actinomycétes. Cette période est caractérisée par
des travaux de révision, de nomenclature et est donc la période de développement d'un
réactif biochimique de référence morphologique pour la taxonomie des actinomycetes
(Ibrahimi, 2020).

Enfin, depuis les années 1960, les techniques génétiques initiées par Hopwood, la
génomique, la taxonomie des espéces et les méthodes de détection des espéces secondaires.
Révolutionner  les métabolites, et explorer le potentiel biotechnologique de ces micro-
organismes (Hopwood, 1973 ; Chater, 1999 ; Donadio, 2002 ; Hopwood, 2003 ; Ventura,
2007 ; Belyagoubi, 2014).
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1.2. Definitions des actinomyceétes

Les actinobactéries sont des bactéries Gram positif avec une forte proportion de G+C, elles
sont classées dans le phylum Actinobacteria décrits dans le cinquiéme volume de Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (Ahmad et al., 2017), Il est actuellement reconnu comme
I'un des plus grands taxons du régne bactérien (Ventura et al., 2007).

Le nom actinobactérie est dérivé des mots grecs « atkis » (rayon) et « mykes »
(champignon) (Das et Khosla, 2009), elles sont répandues dans I'environnement et la plupart
des espéces sont chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et se développent de maniere
optimale a un pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale de la neutralit¢ (Williams et
Wellington, 1982; Goodfellow et Williams, 1983).

Morphologigquement sont des bactéries filamenteuses, adoptant la coloration de Gram, et
leur aspect morphologique a initialement conduit a leur classification parmi les champignons.
Ils ont un véritable mycélium septal ramifié, caractéristique des particules fongiques mais le
diameétre du filament de la morphologie des hyphes est d'environ la moitié (0,5 a 1,2 um) de
celui des mycélium des champignons (Mincer et al., 2002) . Cependant, leur organisation
cellulaire est procaryote en effet, ces micro-organismes sont clairement reconnus comme de
véritables bactéries graces a la composition cellulaires en particulier les structures lipidiques
et peptidoglycanes, leurs parois cellulaires sont rigides, maintenant la forme cellulaire et
évitant la rupture a I'hyperosmolarité osmolarité. Il est composé de divers composés
complexes tels que le peptidoglycane, l'acide teichoique, et les polysaccharides (Neil et
Brown, 1994 ; Colquhoun et al., 1998 ; Davenport et al., 2000).

Les actinomycetes sont trés divers dans leurs physiologies se trouvent principalement dans
I'eau, le sol, les océans les plus profonds, I’antarctique et les sols désertiques, ou sont les
facteurs clés contrélant leur quantité et leur activité dans le sol tels que la disponibilité des
éléments nutritifs, le type et l'abondance de la matiére organique, la salinité, I'humidité
relative, la température, le pH du sol et la végétation (Pathom-Aree et al., 2006 ; Ma et al.,
2009 ; Busarakam et al., 2016 ; Mazkour et al, 2017 ; Elbendary et al., 2018 ; Rego et al.,
2019).
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1.3.Classification des actinomycétes

Selon la classification du "Taxonomic Outline of The Procaryotes, Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology"”, seconde édition 2004 (Garrity et al., 2004) le phylum
Actinobacteria (bactéries Gram positif et G +C % élevé) consiste en une seule classe aussi
appelée "Actinobacteria™, celle-ci a été décrit par Stackebrandt et al., (1997).

La classe des Actinobacteriesestdivisee en 5 sous-classes :
Acidimicrobidae, Rubrobacteridae, Coriobacteridae, Sphaerobacteridae et Actinobacteridae
(Aouar, 2006), chacune de ces sous classes est constituée d'un ou de plusieurs ordres eux-
mémes constitués d'une ou de plusieurs familles (Boutagouga et al., 2022). Au sein de la
sous-classe des Actinobacteridae, I'ordre des Actinomycetales est subdivisé en 10 sous-ordres
Actinomycineae,Micrococcineae,Corynebacterineae,Micromonosporinea,Propionibacterinea
Psuedonocardineae,Streptomycineae,Streptosporangineae,Frankinea et  Glycomycineae
(Stackebrandt et al., 1997; Labeda et Kroppenstedt, 2000 ; Stackebrandt et Schumann,
2000) .

La définition des genres et des especes est basée sur une gamme de critéres
morphologiques et chimio taxonomiques (Aouar, 2006).
De plus, du fait de leur diversité, des méthodes physiologiques, numériques et moléculaires
sont devenues nécessaires pour distinguer les actinomyecetes (Ibrahimi , 2020).
Par consequent, il s'est avéré cohérent avec le regroupement phylogénétique basé sur
I'’ADNr/ARNTr 16S (Stackbrandt et al., 1997).
1.3.1.Criteres morphologiques

Les principaux criteres morphologiques pour identifier les actinomycetes il s‘agit
principalement de :
= La présence, l'abondance et la disposition des hyphes des hyphes du mycélium végétatif ou
du mycélium aérien.
= Ainsi que la présence des spores : nombre, mobilité, forme, position sur les hyphes.
= Présence de sporanges, de sclérotes ou de synnématas.
= Résistance des spores a la chaleur.
= Reésistance aux traitements acides. (Schofieled et Schaal, 1981 ; Demain et Solomon
1985).
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1.3.2. Critéres chimiotaxonomiques

Les caracteristiques considérées dans les études chimiotaxonomique sont les principaux
composants de la paroi cellulaire, tels que les acides aminés pariétaux et les lipides,
I'enveloppe cellulaire au niveau de la paroi cellulaire (Lechevalier, 1980).
1.3.3. Critéres physiologiques

Outre les caractéristiques morphologiques, la détermination des espéces repose également
sur les caractéres physiologiques consistant en des tests de dégradation de divers composés
glucidiques, lipidiques et protidiques, polyméres complexes...etc. (Athalye et al., 1985).
D'autres tests peuvent étre inclus parfois dans la détermination des espéces, comme la
résistance a certains agents antimicrobiens, la tolérance a des conditions extrémes (Kecha et
Djinni, 2008) et la tolérance aux conditions extrémes (température , salinité , pH, 'oxygene,et
la résistance aux certains agents chimique.) (Goodfellow, 1971) .
1.3.4. Criteres moléculaires

Il est actuellement impossible de proposer une nouvelle espéce sans effectuer des analyses
génétiques. Un test moléculaire majeur utilisé pour l'identification des espéces est I’hybridation
ADN-ADN (Wayne et al., 1987).
2. Taxonomie

Les actinomycetes sont 1’une des plus grandes unités taxonomiques des 18 genres majeures
reconnus dans les phylums bactériens comprenant 5 sous-classes, 6 ordres et 14 sous-ordres
(Ludwig et al., 2012) (Figure 01).
Les genres de ce phylum sont extrémement diversifies en termes de morphologie, de
physiologie et de capacités métaboliques (Médmedj Maissa, 2021).
L'ordre Actinomycetales, fondé par Buchanan en 1917et appartiennent a ce groupe
d'organismes procaryotes (Buchanan, 1917).
Le phylum des actinobactéries est délimité en fonction de sa position de ramification dans
les arbres génétiques de I'ARNr 16S, une taxonomie mise a jour du phylum Actinobacteria
basée sur des arbres d'ARNTr 16S a été rapportée (Ludwig et al., 2012) (Figure 02).
Le phylum est ainsi divisé en six classes : Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia,
Nitriliruptoria, Rubrobacteria et Thermoleophilia..
La classe Actinobacteria contient 15 ordres dont les deux ordres précédemment suggeré,
Actinomycetales et Bifidobacteriales (Zhi et al., 2009).
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Ainsi, 43 des 53 familles du phylum Actinobacteria sont atttribuées a une seule classe
Actinobacteria, alors que les cinq autres ensembles contiennent seulement 10 familles
(Medjmedj, 2021).

(A) Class
Actinobacteria
|
| | | | |
Subclass Subclass Subclass Subclass Subclass
Acdimicrobidas Actinobactendae Coricbactendae | Rubrobacterdae Sphaercbactendae
Order Order Order | Order Order Order
Acidimicrobrales Actnomycatales| |Béidobacteriales| Codobacteriales \Aubrobacterales Sphaserobactarales |
Family Suborders | Family Family Family h
Acidimicroblaceae Actinomycataceae |Coriobacteniaceae  |[Rubrobacteriaceas) Spheerobacteraceae |
Micrecoceinaae }
Corynebacterineae
Micromanosparineae
Propionibacterineae
Pseudonocardinean
Streptomycineae
Streptosporangneae
Frankineas
Glycomycineae
(B) Orders
Acunonymho Bifidobacteriales
Suborder Suborder Suborder I Suborder { Suborder
'Nclir\omyo'neao Corynebacterineas Micromenosparingae | Pseudonocardiaceae Streplosporangineae
|
Suborder Suborder Subcorder | Suborder Suborder
Micrococcineae | Frankingae Propionibactenineas ( Streptomycineas Glycomycineae
!
Family ’ Family Family Family Family Family
Actinomycetaceae | | Corynebacteriacean | | | Micromonosporaceas Pseudonocardiaceas ||| Streptosporangiaceae || |Bitidobacterisceas
Dietziaceae ' Nocardiopsacean
Gordonacesae ThemMomonosSpOracese
Mycobactenaceas et et
Nocardiaceae
| Tsukamurellaceae
Families ' Family { Family Family Family
MICrOcOCCAcaae Frankiaceae Propionibacteriaceae | | Streptomycataceae Glycomycetaceaa
Brevibaclenaceae Acidothermaceae Nocardividaceae
Cellulomenadaceae | |Geodermatophilaceael —
Dermabacleraceae Microsphaeraceae
Dermatophilaceae || Sporichthyacese
Instrasporanglaceae |~
Jonesacage
| - Microbactenaceas
|Promicromonosparaceae

Figure 01. Taxonomie proposée pour les actinobactéries dans Bergey Manuel de
bactériologie systématique (Ludwig et al., 2012 ; Gao et Gupta , 2012).
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Figure 02. Ordres de la classe Actinobacteria basées sur I’analyse les génes de I'ARNr 168S.
(Goodfellow et al., 2012 in Bergey’s Manual, 2012).
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3. Morphologie des actinomyceétes

Morphologiguement, les actinomycetes peuvent étre classés en deux groupes :
Le premier, constitué d'organismes qui n'ont pas des caractéristiques morphologiques
spécifiques et ne forment qu’une masse de filaments ramifiés (mycélium) (Aouar, 2006).
Le second , Les microorganismes du second groupe ont tendance a étre complexes que le premier

groupe (Le chevalier and Lechevalier, 1986) sous forme de spores, de conidies, de chaines de

spores, les sporanges et de sporangiospores (Medjmedj, 2021).

Les actinomycetes présentent une variation significative de la morphologie cellulaire, des

coques aux microcoques, des batonnets aux mycobactéries, et des spores avec des hyphes
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ramifiés, ces hyphes sont disséqués en cellules coccidiennes et en cellules de Nocardia et en
forme batonnet (Wink et al., 2017).
Le diamétre des cellules des actinomycetes varie de 0,5 a 2,0 um, généralement moins de 1.0
um, selon la différence et de fonction le mycélium peut étre divisé en mycélium de substrat et
mycélium aérien (Araujo-Melo et al., 2019 ; Medmedj, 2021).
Lorsque les actinomycétes sont cultivés sur des substrats solides tels que 1’agar, ils forment de
minces filaments ramifiés qui pousse a la fois sur et a l'intérieur de ce dernier formant un
mycelium végétatif également appelé mycélium du substrat ou mycélium primaire (Prescott
et al., 2003 ; Prescott, 2010)
Ainsi au fur et a mesure que le mycélium du substrat pousse vers la partie superficielle, des
hyphes aériennes se développent et ses extrémités se différencient formant des spores
asexuées a paroi minces appelées conidies qui se dispersent. Les hyphes aériens sont
caractérisés par des gaines fibreuses, sauf dans les genres psedonocardia et Amycolata
(Warwick et al., 1994 ; Smaoui, 2010). Divers genres d’actinomycétes peuvent sporuler en
dégradant des hyphes spécifiques pour former des conidies, qui sont légérement plus résistantes
aux conditions hostiles que les hyphes. Alternativement, les endospores (Thermoactinomyces),ils
se développent lentement par rapport aux autres bactéries, le temps de génération moyen est
d'environ de 2 a 3 heures (Kalakoutskii et Agre, 1976 ; Beckers et al., 1982).

Les caracteres morphologiques importants permettant de distinguer les genres
d’actinomycetes sont les suivants :
3.1. Caractéres macromorphologiques

Ces criteres sont basés sur observation visuelle des cultures d'actinomycétes poussant sur
des milieux de culture (Agoulmine, 2019).
v" La production ou non du mycélium aérien (MA).
v' La présence ou non du mycélium du substrat (MS).
v" La couleur du MA et du MS. La couleur exacte peut étre définie a ’aide d’une charte de
couleur (Kelly et Judd, 1976).
v" La production et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu de culture.
3.2. Caractéres micro morphologiques
L’identification des caractéristiques micro morphologiques est effectuée par I'observation
directe des cultures se développant sur gélose au microscope optique ou électronique
(Tresner et al., 1961 ; Holt et al., 1994).

v' la présence ou non de sporophores.

10
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v" La présence ou non de sporanges et de synnemata sur le MA ou sur le MS.

v’ La présence de spores mobiles (ex : Planomonospora, Planobispora, Spirillospora,
Actinoplanes) ou non mobiles (ex : Streptomyces, Streptosporangium, Micromonospora,
ainsique de nombreux autres genres...)

v' La fragmentation ou non du MS et de MA.

v L’ornementation de la surface des spores (lisses, rugueuses, épineuses ou chevelues).

4. Ecologie et distribution des actinomycetes dans la nature

Les actinomycétes sont un groupe universel de micro-organismes largement répandus dans
les écosystemes naturels du le monde entier. Ce sont microorganismes ubiquitaires qui
occupent de nombreuses niches écologiques comme la montre dans tableau 01. Dans les sols
polaires gelés en permanence tout comme dans des sols désertiques chauds et secs, les sols
hautement contaminés par des métaux lourds, les sols pollués par les hydrocarbures et les
grottes naturelles aussi dans les sols glaciers de l'arctique, Le sol reste I'habitat majeur pour les
actinobactéries. Dans les sols du Sahara Algérien les Streptomyces représentent 15 a 60 % de
la totalité des microorganismes et peuvent dépasser les 85 % dans les horizons profonds des
sols et des foréts de palmeraies (Moncheva et al., 2002 ; Oskay et al., 2004 ; Boudjelal,
2012 ; Chamikara, 2016). A l'inverse, les espéces anaérobies appartenant aux genres
Actinomyces, Arachnia et groupes apparentés font partie de la flore endogéne de veillons et ne
se trouvent généralement dans la nature que des lieux récemment contaminés par I’homme
(Mariat et Sebald, 1990; Sanglier et Trujill, 1997) .En outre les milieux extrémes tels que
les milieux fortement salins , ils peuvent étre présents dans I'eau douce ou salée et dans l'air ,
dans les sédiments a des profondeurs supérieurs a 4000 m. Elles peuvent coloniser la
rhizosphére des plantes et jouer un réle favorisant et contribuant a leur protection contre les
polluants (El-Tarabily et al., 2009; Qin et al., 2009; Khamna et al., 2010).

Les actinomycetes préferent un pH neutre ou légérement alcalin et sont généralement
mésophiles tandis que d’autres comme les Thermo-actinomyces sont thermophiles, tolérent
des températures autour de 50°C éventuellement jusqu’a 60°C. Elles vivent dans des
conditions de faible humidité avec une trés faible activité de I’eau (Lacey et Cross, 1989 ;
Omura, 1992 ; Belyagoubi, 2014).

Elles produisent certains des substances telles que la géosmine et le 2-méthylisobornéol qui

sont responsable de 1’odeur d’humus caractéristique du sol. Le nombre des actinomycétes

11
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dépend de nombreux facteurs tel que I'abondance de la matiére organique, la profondeur, le
pH, l'aération et ’humidité (Zaitlin et al., 2006 ; Loucif, 2017).

La principale fonction écologique des actinomycetes dans les écosystemes et de degrader
la matiére organique en forme polymérique (kératine, cellulose, lignine gréce a leurs capacités
a générer une variété d’enzyme hydrolytique, telles que les protéases, les nucléases, les
lipases ...ect (Kieser et al., 2000 ; Satyanara et al., 2012 ; Prescott, 2018)

Tableau 01. Habitats de certains actinomycetes (Grigorova et Norris, 1990).

Actinomycetes Habitats

Actinoplanes eau douce , litiere végétale , sol.

Frankia nodules racinaires des non-légumineuses.
Micromonospora eau douce, sediments, sols humides .
Nocardiaamarae boues activées.

Rhodococcuscoprophilus déjections animales , eau , sol.
Saccharopolysporarectivirgula moisi du foin .

Streptomyces sol, litiere végétale.

Thermoactinomyces compost.

5. Cycle de vie des actinomycétes

Les actinomycetes ont un cycle de vie complexe, et leur développement est tres similaire a
celui des champignons comme chez les eucaryotes multicellulaire, le résultat de trois
processus physiologiques majeurs : la croissance veégétative, la différenciation et la
sénescence cellulaire puis la mort (Tighidet, 2010 ; Ait Barka et al., 2016 ; Beghou et al.,
2020).

Le cycle de développement de nombreux actinomycetes commence par la germination des
spores, un processus qui nécessite la présence d’ions calcium, Il produit de la naissance a un
mycélium primaire ramifie également appelé aussi mycélium du substrat ou végetatif.lls
poussent vers l'intérieure du substrat et forment des tapis denses d'hyphes, ces hyphes
s'allongent en raison de la croissance apicale et se ramifient plusieurs fois, Le développement
sur la surface et a l'interieur des milieux solides donne naissance a de jeunes colonies, formées
de filaments attachés a une matrice complexe (Prescott et al., 2010 ; Flardh, 2010 ;
Messoudi, 2013 ; Zerizer, 2014 ; Mektiche et al., 2022) .

Quand la colonie est plus agée et lorsque les conditions sont défavorables, tels que

I'épuisement des nutriments, le mycélium secondaire est également appelé mycélium aérien, il

12
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se forme, Il est plus épaisse et moins ramifié, il est protégé par une paroi hydrophobe et peut
se pousser dans des milieux pauvres en nutriment. Le mycélium aérien se développe sur le
mycélium végétatif, en utilisant ce dernier comme substrat. En effet le mycélium végétatif
subit une autolyse et les produits de la lyse sont consommés par le mycélium aérien
(Miguélez et al ., 1999 ; Miguélez et al., 2000 ; Bibb, 2005; Van Wezel et McDowall,
2011 ; Medjemadj, 2021).

Finalement, les extrémités des hyphes aériens se séparent et se différencient pour former des
chaines de spores, ce dernier représente un arrangement diversifié (Belyagoubi, 2014)
(Figure 03) .

\6 Formation de septa (K72
Mycélium -
aérien \J)_ -
Maturation

des spores

Développementdu
mycélium aérien Q

se développe
£l Dispersion
- S des spores
A A\ GRS
AT X
"/ U

Germination

des spores r
Productlon % ?Xi ——— ‘
d’antibiotique Croissance du

Mycélium  mycelium Spore
végétatif  vegetatif

Figure 03. Cycle de développement des actinobactéries (Ait Barka et al., 2016).

6. Physiologie du développement

La croissance des actinomycetes est influencée par plusieurs paramétres notamment la
physiologie : oxygéne, pH, température, etc. (Messaoudi, 2014).
6.1. Température

La physiologie des actinomycetes est tres diversifiee. En fait, il s'agit de quelques especes
Thermophile, peut se développer a 37-65°C mais les plupart sont mésophiles sa température
optimale de croissance est entre 25 a 30 °C et leur taux d’humidité sont faible a moderés
(Prescott et al., 2007 ; Belyagoubi, 2014 ; Mazkour et al., 2017)

13
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6.2.PH
Selon le pH de croissance, la majorité des actinomycetes sont des bactéries neutrophiles
pousses dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8 avec une croissance optimale , puisque
la plupart des sols sont acides, le pH est évidemment un facteur important affecter leur
distribution et leur fonctionnement (Alexandre, 1977).
6.3. Tolérance au Na Cl
Selon leurs exigences en Na Cl les microorganismes sont divises en deux groupes :
Les halophiles : ont besoin de sel (Na CI) pour leurs croissances, cette concentration peut
varier de 1-6 % (Poid/VVolume) pour les faiblement halophiles, jusque 15-30 % pour les
bactéries halophiles extrémes (Messaoudi, 2012).
Les halotolérants : acceptent des concentrations modeérées en sels mais non obligatoires pour
leurs croissances. On distingue, les 1égérement tolérants (tolére de 6 & 8 % de Na CI (P/V) ;
les modérément tolérants (tolere de 18 a 20 % de Na CI (P/V) ; et les extrémement tolérants
(se développe de 0 % jusqu'a saturation Na Cl) (Djaballah, 2010).
6.4. Activité de I'eau
La plupart des actinomycetes ont des spores qui peuvent germer, une valeur d'activité de
l'eau supérieure ou égale a 0,67 est la meilleure activité de I'eau, la croissance et le
développement des actinomyceétes étaient égaux a 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005).
6.5. Oxygene
Selon le type respiratoire, les actinomycetes sont divisés en 2 groupes différentes.
- Les formes fermentatives, anaérobie stricte ou anaérobie facultative comme Actinomyces,
ce genre ayant des caractéristiques particulieres qui sont : saprophytes, obligé des cavités
naturelles de ’homme et des animaux supérieurs, ne jamais retrouvés dans le sol (Aouar,
2012).
- Les formes oxydatives aerobies, telles que les Streptomyces sont abondantes dans la nature
en particulier sur le sol (Messaoudi, 2013).
7. Importance des actinomycetes dans différents domaines
Elles sont systématiquement étudiées pour découvrir de nouveaux composés bioactifs
utilisables dans diverses domaines industriels, biotechnologies, pharmaceutiques et
alimentaires. Les actinomycetes sont connus pour produire des substances biologiquement
actives telles que des antibiotiques, des vitamines, des enzymes et des additifs alimentaires
(Boer et al., 2005 ; Vijaykumar et al., 2007 ; Oestergaard et Sjoeholm, 2009).
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7.1. Dans le domaine médicale, vétérinaire et industrielle

Les actinomycetes sont utilisés pour produire de nouveaux composés bioactifs aux
activités  antibactériennes, antifongiques, antiparasitaires, antimorales et immuno
suppressives. Une analyse de la quantité de substances pharmaceutique utilisées dans la
chimiothérapie anticancéreuse a révelé que plus de 60% des médicaments approuves étaient
dérivés de composés naturels, dont la plupart étaient extraits de 1’actinomycétes comme
I’actinomycine et la mitomycicne (Marcon et al., 2017 ; Dholakiya et al., 2017) (Figure
04).
En effet, 45% des antibiotiques connus, sont naturellement dérivés d'actinomycetes
notamment du genre Streptomyces (Sibanda, 2010), il comprend diverses familles chimiques
telles que les aminoglycosides, les anthracyclines, le chloramphénicol,les B- lactames,les
macrolides et les tétracyclines (Kittivachra et al ., 2006).
Des espéces de Streptomyces produisent des amylases, des cellulases, des hémicellulases, et
les xylinases sont utilisées pour traiter des sous-produits et d’autres espéces peuvent dégrader
la lignine, elles jouent un autre réle important dans l'industrie alimentaire de la fermentation,
I’industrie du textile et du papier. Les actinomycetes synthétisent de la chitinase, de la
glucanase de la peroxydase et de la glutaminase (Tokala et al., 2002 ;Teja et al., 2014 ;
Sharma et al., 2014).1ls peuvent synthétiser de nombreux produits naturels, notamment des
alcaloides, des polycétides, des stérols....ect. Ces produits naturels ont le potentiel de
combattre certaines maladies graves comme le HIV, les infections microbiennes et
protozoaires et les inflammations séveres et autres (Hasssan et al.,2017).
Les molécules bioactifs ont également appliquées a 1'élevage d’animaux industriels, ils sont
utilisés non seulement pour lutter contre les maladies animales et des végétales , mais aussi
comme nourriture pour augmenter la productivité du bétail (Vijayakumar et al., 2007 ;
Khachatourians, 1998).
7.2. Dans le domaine industrielle, agronomique et ecologique
¢ lls sont essentiels au recyclage des nutriments et sont I'un des rares organismes utilisés en
biorémédiation, a pouvoir de dégrader des composés organiques complexes tels que la chitine
(Zaitlin et Watson, 2006 ; Pizzul, 2006).
e les actinomycetes jouent un rble écologique important contre les phytopathogenes

biotechnologie végétale.(Anandan et al., 2016).
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e Les Frankia sont egalement importantes pour un grand nombre de plantes, car elles
forment des nodules racinaires qui permettent la fixation de I'azote par la plante hote (Zaitlin
et Watson, 2006).

e L'ydrophobicité de leurs parois cellulaires leur donne un avantage sur les autres micro-
organismes qui adhérent aux interfaces non miscibles a I'eau y peuvent dégrader a la fois les
hydrocarbures chlorés et les composés organiques complexes (El-Shatoury et al., 2004).

e Les membranes de nombreux espéces d'actinobactéries peuvent étre utilisees pour la
bioconversion des déchets agricoles et urbains en tant que produits chimiques de grande
valeur (Anandan et al., 2016).

Autres intéréts :

e Certains actinomycétes ont une capacité importante a produire de la phosphatase alcaline
(Ghorbani-Nasrabadi et al., 2013).

e Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire produites par de
nombreux champignons et bactéries en réponse a une carence en fer (Pérez-Mirinda et al.,
2007) , elles peuvent étre produits par les Streptomyces du sol (Muller et al., 1984).

e Les actinomycetes jouent un réle important dans la biodégradation des produits en
plastique (Pometto et al., 1992), il peut également décomposer ou recycler certaines toxines
produites par les moisissures toxique réduisant ainsi la teneur des aliments ( Boucheffa,
2011).

pharmacologiquement

ologiquement actifs

Antibiotiques

Régulateu
croissance d
plantes

Figure 04. Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycetes (Conn, 2005).
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Chapitre 2 Généralité sur le sol

1. Généralité sur le sol

Les micro-organismes sont répandus dans de nombreux habitats de notre environnement
(sol, air et eau). Le sol est a la fois un milieu vivant qui remplit de nombreuses fonctions
environnementales et un bioréacteur qui soutient le développement biologique, c'st un
médium mutable de I'espace et sa composition et ses propriétés présentent une double
variabilité spatiale et temporelle (Calve , 2013 ; Melouah , 2015).

Ils présentent également une grande diversité tant en termes de composition chimique que
biologique. Un grand nombre de microbes du sol constituent la biodiversité des écosystéemes
terrestres, 1l est essentiellement composé de bactéries et de champignons. Un gramme de sol
contient un grand nombre de cellules microbiennes actives contenant plus de 108/g
(Moreaux, 1973 ; Hoorman et Islam, 2010 ; Raoul, 2013), parmi ces micro-organismes les
actinomycetes on les trouve couramment dans les sols et semble jouer un réle majeur dans
I'écologie de cet habitat, y compris les transformations complexes des biopolymeres.

Bien qu'ils soient exposes a des climats arides a semi-humides, les sols algériens présentent
une remarquable biodiversité d'actinomycetes présents dans tous les substrats naturels
(Larpent et Sanglier, 1989 ; Saravanamuthu, 2010).

Ce sont d'importants décomposeurs de matiere organique, fertilisant les sols et améliorant les
rendements (Kitouni et al., 2005) et sont les plus largement utilisés en biotechnologie grace a
l'augmentation de leurs meétabolites secondaires (antimicrobiens). Il est d'une grande
importance thérapeutique (Masand et Menghani, 2015) et commerciale (Oskay et al., 2004;
George et al., 2012) industrielle, agricole et vétérinaire. De plus leur abondance et leur
activité dans le sol sont affectées par plusieurs facteurs, notamment la disponibilité des
éléments nutritifs, le type et la quantité de matiére organique, la salinité, I'numidité relative, la
température, le pH et la végétation du sol (isolement et sélection de race) .

1.1. Définition de sol

Le sol est une matrice écologique vivante évolutive dans le temps et dans 1’espace, cet
écosysteme abrite une communauté microbienne infini de micro -organismes, ces micro-
organismes produisent plusieurs produits naturels biologiquement actifs.

Tels que les actinomycétes, les bactéries, les champignons (Jurion et al., 1969 ; Kumar et
al., 2010).

L'épaisseur du sol varie de quelques centimetres a plusieurs dizaines de metres, ou plus, il
représente localement une partie de I'occupation des sols qui s'étend sur toute la surface de la

terre. 1l contient généralement plusieurs horizons correspondant & 1’organisation de
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constituants organiques et/ou minéraux (la terre) (Ugarte et al., 2015). C’est un écosystéme
specifique, dans lequel se développent la microflore, la faune et les plantes. En effet, il s'agit
d'un réservoir de biodiversité encore assez méconnu (Antoni, 2007).

1.2. différents types de sol

1.2.1. sol arides

La convention des Nations Unies sur la lutte contre la désertification, définit que les zones
arides comme des « zones, a I’exclusion des zones arctiques et subarctiques, dans lesquelles le
rapport entre les précipitations annuelles et I’évapotranspiration possible [I’indice d’aridité] se
situe dans une fourchette allant de 0,05 & 0,65». Les zones arides couvrent pres de 30% de la
superficie des terres émergées (Gratzfeld, 2004), en tant que la sécheresse se manifeste par
I'incapacité de l'environnement a soutenir une population sédentaire dans des conditions
normale (Berkal , 2006).

Les régions arides abritent de nombreuses espéces animales, végétales, et microbiennes
indigénes qui ne sont pas généralement riches en especes mais qui ont développé des
stratégies spécifiques pour s’adapter aux conditions environnementales extrémes. La diversité
est souvent faible mais le degré d’endémisme dans les régions arides peut étre tres élevé
(Mederbal, 2002).

Des facteurs environnementaux tels que la disponibilité de 1'eau, I’azote, la salinité, le pH et la
température sont les facteurs les plus importants qui peuvent expliquer les caractéristiques et
la répartition des communautés du désert (Makhalanyan et al ., 2015).

Le sol saharien d’Algérie est un écosystéme particulier, leurs recherches ont révélé la
richesse et la biodiversité d'actinomycetes rares. (Hadjira et al., 2014).

1.2.2. Les sols semi —arides :

Les régions arides sont caractérisées par le pastoralisme et sont dépourvus d’agriculture,
sauf 1a ou il y a de I’irrigation, avec des précipitation entre 300-400 mm et 600 mm , cette
zone couvre 12,2% de la superficie totale des terres émergées dans le monde, leur indice
d’aridité varie de 0,20-0,50.1ls peuvent soutenir une agriculture pluviale a des niveaux de
production plus ou moins réguliers. La végétation indigéne dans cette zone est clairsemée, il
existe un couvert herbacé annuel et durables ainsi que cette végétation est représentée par
plusieurs espéeces telles que : les graminées et plantes herbacées, non graminée et de petits
arbustes et arbres (Tabet et benderradji , 2008 ; Khaldi, 2014 ; Fenni et al., 2018 ; Arbane
et kelkouli, 2022)..Les zones arides et semi-arides se distinguent par la présence de sels

soluble de carbonate et de gypse.

19



Chapitre 2 Généralité sur le sol

2. Facteurs influencant I'activité des actinomycétes du sol
2.1. facteurs physiques
2.1.1.Texture du sol

La texture est une propriété du sol qui reflete le spectre de taille des particules de base du
sol qualitativement (sol solide, grossier et lourd, ou fin et moelleux) et quantitativement
(différents pourcentages de taille du sol) particules, deux catégories sont identifiées dans
chaque cas, parmi ces classes ; Sols a texture grossiere ou lourde contenant des particules
suffisamment grosses entre 2 et 50 um (Grass, 1988), les matériaux du sol peuvent étre
classés selon leur nature organique ou minérale et leur type d'altération ainsi chaque matériau
est désigné par une classe de texture déterminée en fonction du rapport massique des trois
parties sable, limon et argile (Hillel , 1984 ; Grass , 1988 ; Gobat et al., 2003 ; Girard et al.,
2005) (Figure 05) .
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Figure 05 . Triangle des textures minérales (Gobat et al ., 2010).

2.1.2. Structure

La structure est I'état du sol qui évolue dans le temps en fonction de sa texture, mais aussi
de son taux d'humidité, des conditions colloidales, de la présence de matiere organique(Gobat
et al.,, 2010). La stabilité structurale dépend donc de la matiere organique du sol, les
complexes argilo-humiques jouant un roéle structural et leur importance dépendant de la teneur
en eau du type de sol argileux échange avec lI'atmosphére, Une bonne structure permet une
excellente circulation de I'eau permettant une bonne germination, aération et pénétration

profonde des racines, facilite I'exploration des ressources nutritives du sol (Soltner, 2004).
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2.2. Facteurs climatiques
2.2.1. Température du sol

Est un facteur écologique tres important influencant la croissance et l'activité microbienne
dans une zone de sol (Sasson, 1967) avec l'augmentation de la température, l'activité
bactérienne est maximisée puis diminuée (Dommergues et Mangenot, 1970), les micro-
organismes sont classés en trois catégories selon leur tolérance a la température, il existe des
mésophiles qui réorganisent la plupart des organismes qui tolerent des températures de 20 a
40 °C, des psychrophiles qui peuvent se produire a des températures de 5 °C et des
thermophiles qui ont une température optimale de 55 a 55 °C. 55 °C est 60 °C (Maurel,
1994).

2.2.2. Humidité

L'humidité est I'un des principaux facteurs affectant les communautés microbiennes du sol
(Gomez-Hernandez et al., 2012), I'activité microbienne augmente progressivement & mesure
que I'humidité du sol augmente (Morel et al., 2004) et qu'ils meurent se déshydratent et
entrent en hibernation (Madigan et Martinko, 2007) selon (Boullard et Moreau, 1962)
2.2.3. Effets saisonniérs

Il est clair que les changements saisonniers ont un effet tres important sur le microbiote du
sol, c'est l'un des prédicteurs les plus puissants de la composition et de la diversité de la
communauté microbienne (Lauber et al., 2009) et la température est deux facteurs importants
qui se combinent pour déterminer l'intensité saisonniére de I'activité microbienne, l'interaction
de la sécheresse et de I'numidité stimule I'activité microbienne (Laimeche, 2019) .

3. Mise a jour des actinomycetes

Les actinobactéries sont l'une des plus grandes lignées du domaine des bactéries
(Mellakhi, 2022). C'est un défi majeur pour toute la systématique bactérienne d'établir un
systéme de hiérarchie pour une classification appropriée de ce groupe, en particulier les rangs
supérieurs (Oulmi, 2017). Stackebrandt et ces collaborateurs ont dabord fourni le
regroupement phylogénétique hiérarchique des membres du phylum « Actinobacteria » avec
I'introduction de la classe « Actinobacteria » (Brehin , 2019 ).

Malgré le succés du séquencage du gene de I'ARNr 16S a fournir I'épine dorsale
phylogénétique pour la classification des procaryotes (Garitty et al., 2005 ; Ludwig et
Klenk, 2005), des problémes subsistent pour circonscrire les taxons actinobactériens, y
compris au niveau de la famille et du genre, donc Nouioui et al. 2018 est désormais divisé en

11 ordres monophylétiques : I'ordre modifié Micrococcales et dix nouveaux ordres proposés
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Aquipuribacterales, Beutenbergiales, Bogoriellales, Brevibacteriales, Cellulomonadales,
Demequinales, Dermabacterales, Dermatophilales, Microbacteriales et Ruaniale. De plus, la
classe « Actinobacteria » a été décrite sans aucun type de nomenclature, et donc le nom
« Actinobacteria » est jugé illégitime (Lorenzi , 2020) et ensuite a été réorganisé en quatre
sous-classes avec la suppression de la sous-classe Sphaerobacteridae et Pseudonocardes
(Nouioui et al.,.2018), conformément a la régle 8 du code international de nomenclature des
procaryotes, Parker et al.,2019, nous avons proposé le nom Actinomycetia qui est formé en
utilisant la racine du nom Actinomycetales ( Tindall et al., 2019).

Deux nouveaux sous-ordres, Actinopolysporineae et Kineosporiineae (Zhi et al., 2009) ont
été introduits dans l'ordre Actinomycetales, plus de nouveaux genres ont été proposes parmi
les especes précédemment publiées avec des noms valides, peu de genres récemment décrits
incluent les genres Mycobacteroides et Mycolicibacillus (Gupta et al., 2018).

Dans une publication plus récente, plus de 100 espéces d'actinobactéries ont été reclassées
ainsi que les propositions de 15 nouveaux genres (Labdaoui, 2021) , huit nouvelles familles
et deux nouveaux ordres utilisant une phylogénie basée sur le génome, outre la réduction ou
I'élévation du rang de quelques souches membres (Djebaili et al., 2021).

Il existe clairement un besoin impérieux de développer un cadre amélioré pour la
classification des actinobactéries, un objectif a part entiére (Klenk et Goker, 2010) mais
également motivé par des impératifs biotechnologiques, de bioprospection et écologiques
(Bull et al., 2016 ; Katz et Baltz, 2016 ; Tseng et al., 2017) et par intéréts de recherche
fondamentale (Chandra et Chater, 2014 ; Barka et al., 2016).

Des méthodes phylogénomiques ont déja été appliquées pour élucider la classification de
taxons actinobactériens complexes, tels que les genres Amycolatopsis, Micromonospora,
Rhodococcus et Salinispora (Sangal et al., 2016 ; Tang et al., 2016 ; Jensen, 2017 ; Carro
et al., 2018), et a conduit dans certains cas a un reclassement marqué (Montero-Calasanz et
al., 2017).

Les valeurs G+C citées dans de nombreuses descriptions d'especes sont souvent en
décalage avec celles directement calculées a partir des séquences du génome, qui s'adaptent
également nettement mieux a la phylogénie que les premieres (Hahnke et al., 2016). Des
corrections aux descriptions des especes sont néecessaires lorsque les estimations des
méthodes expérimentales difféerent de plus de 1 % des valeurs dérivees in silico (Meier-
Kolthoff et al., 2014), de méme, la description des taxons de rang supérieur doit étre

modifiée s'il s'avere que la plage de valeurs G+C est en conflit avec les valeurs
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correspondantes déterminées a partir des séquences du genome, dans le méme ordre d'idées,
les valeurs numériques d'hybridation ADN:ADN (DDH) fournissent un moyen plus précis
d'établir des relations entre des especes étroitement apparentees que les données
correspondantes dérivées de méthodes expérimentales (Auch et al., 2010; Meier-Kolthoff et
al., 2013).
Se réferant & Nouioui et al., (2018), Salam et al., (2020) déclarent que dans une publication
plus récente, plus de 100 espéces d'actinobactéries ont été reclassées ainsi que les propositions
de 15 nouveaux genres, huit nouvelles familles et deux nouveaux ordres utilisant une
phylogénie basée sur le génome, outre la réduction de rang ou I'élévation de quelques
membres souches, étant donné que la reclassification a été limitée aux espéces avec des
séquences genomiques, les especes dont les génomes ne sont ni séquencés ni disponibles dans
la base de données publique n'ont pas été incorporées dans I'évaluation taxonomique.
Cette affirmation dénature I'étude de Nouioui et al., (2018), qui ont effectué des analyses
complétes du gene de I'ARNr 16S en plus des analyses de taxons séquencés sur le génome et
ont utilisé les résultats de ces analyses du gene de I'ARNr 16S dans leurs évaluations
taxonomiques (Gasmi et al., 2017).

La phylogénie a été générée a l'aide de programme Faster 2 (Zhou et al., 2010) et
visualisée a l'aide du programme en ligne interactive Tree of life version 4.2 (Zhou et al.,
2010 ; Letunic et Bork , 2015).
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Matériels et méthodes

I. Objectif de travail

L'objectif principal de cette étude était d'isoler et de purifier les actinomycétes Provenant de
différents échantillons du sol et présentant leurs caractéristiques phénotypiques et quelques
activités enzymatiques.

I1. Cadre de I’étude

Ce travail a été realisé au sein de laboratoire de microbiologie, département de biologie
appliquée, faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie de 1’université
Larbi Tébessi —Tébessa pendant une durée de 4 mois du 13 février 2023 jusqu'a 26 mai 2023.
1. Matériels
I11.1. Grands matériels

+ Agitateur.

Autoclave.
Bain marie.
Balance.
Etuve.
Hotte .
Loupe binoculaire.
Microscope optique.

Plaque chauffante.

- F F F F F F F F

Réfrigérateur.

e

Centrifugeuse.

111.2.Petits matériels

Anse de platine.
Barreaux magnétiques.
Bec bunsen.

Boites pétri (boites grandes, des mini boites).

- F F + ¥

Portoirs.
+ Virerais : béchers graduées, éprouvette graduées, tubes a essai stérile, verre a pieds et les
flacons .
+ Entonnoir .
Film photographique.
Lames.

Spatule.

-+ + ¥

Micropipette.
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- F F + ¥

*

Papier buvard.

Les épindorfs.

Les embouts bleus et jaunes.
Thermométre.

Pissette.

Papier aluminum.

111.3. Les milieux de cultures

La composition de chaque milieu est présentée dans la partie annexe.

Milieu ISP2 modifié.

Milieu caséine modifié .

La gamme des ISP (1, 2, 3, 4, 5, 6,et 7)(Shirling and Gottlieb, 1966)
Bouillon nitrate.

Gélose nutritive.

G¢élose a base d’amidon 1 %.

Gélose a base de Caseine 5 %.

Laitécréme 10 %.

Milieu & base de Tween 80.

La gélose nutritive.

Milieu SFM.

ISP2 a différente concentration de NaCl : 0%, 2.5%, 5%,7%, 10%.

111.4. Les solutions et colorants utilisés :

L’eau distillé stérile.

L’eau physiologique stérile.
Solution saline standard A et B.
Violet de Gentiane.

Lugol.

Alcool.

Fuchsine.

Huile a immersion.

1V. Méthode de Travail

IV.1. Origine du prélévementdes echantillons de sols

Cing echantillons de sol ont été préleves selon la technique de Pochon et Tradieux, (1962)

apres avoir enleve les 15 premiers centimetres de profondeurs a l'aide d'une spatule stérile a

partir de :
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-Timimoun (Wilaya Adrar) la région de Hassi Tijran sans plante en face de CPF a une altitude
de 288 m ( Figure 08)

-Timimoun (Wilaya Adrar) la région de Hassi Tijran avec plante en face de CPF loin de

premiére région a 10 km et a une altitude de 288 m. (Figure 08)

-La région de Ghardaia a une altitude de 566 m. (figure 06)

-La région d’Oued souf a une altitude de 76 m. (figure 07)

Les sols prélevés sont placés dans des boites stériles et des bouteilles et transportées vers

laboratoire , ainsi que les échantillons ont été utilisés immédiatement sans conservation.

Ces isolats sont représentés par les codes suivants :
ATSP

ATP

GH

0oS

-

- ¥+ ¥

Figure 06 : Carte géographique des sites de prélevements des échantillons région Hassi Tijran

et Ghardaia.(Google maps ).
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Figure 07 .Carte géographique de site de prélevement d'échantillon de EIOued Souf (Google

=

<>Q"v§k
SY=

maps).

Figure 08 (A/B/C). Localisation en GPS de région Hassi Tijran avec les sites de

prélévement.(Google Maps)
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IV.2. Isolement des actinomycetes
1VV.2.1. Les milieux de cultures pour I'isolement des actinomycetes

L'isolement des actinomycetes est réalisé sur milieu ISP2 et amidon —caséine (g/l) modifiés
(Annexe 1).
La réalisation de ces milieux est basée sur I'eau de la filtration des échantillons de sol a partir du
papier buvard pour prendre tous les caractéristiques des actinomycétes du sol selon la procédure
suivante :

e Mélange de 50g de sol avec 250ml eau distillé.

e Homogénisation au agitateur pendant 15 min sans température.

e Laisser le sol et I'eau distillé stabilisées pendant une nuit.

e Filtration I'eau de sol a partir d’un entonnoir et papier buvard.
IV.2.2. Préparation de la suspension, dilution et ensemencement des boites

La méthode de suspension-dilution est la plus utilisé dans I’isolement des différents souches a
partir de divers région, un gramme de sol est suspendu dans 9ml d’eau physiologique stérile (Na
Cl g/l) (Islem, 2014), puis agité au vortex deux fois pendant 5 min. Pour cette suspension une
série de dilutions décimales de (10 & 10™) est effectuée (Badji et al., 2005 ; Boussaber et al.,
2012) , par la suite 0,1ml de chaque dilution est étalé sur un milieu d'isolement approprié (Milieu
ISP2 et caséine amidon modifiés). Les boites ensemencées sont incubées a 30°C et observées
quotidiennement, pendant 7-21 jours (Okudoh et Wallis, 2007 ; Aouiche et al., 2012
;Boubetra et al., 2013 ; Selama et al., 2014 ; Lahoum et al., 2016; Leulmi, 2018 ; Gacem et
al., 2020) (Figure 09).
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10g d’échantillon de sol (non traités)

Dilution dans 90ml
d'eau physiologique

i Yy

Agitation au
7 vortex

4

10t 10e 10°#

Solution mére

Série des dilutions

I

ES |<== | 1mlde chaque dilution est prélevé par une micropipette, . E. M
Et étalé sur un milieu ( C.A et ISP2 ) dans une boite de Pétri
'ﬁi i @ i @
] ll 4] l] 4]
‘L: T -~ = ~
-I| -I|. III.
1 1'

V

Incubation des boites pétries et observation réguliéres et
quotidiennes.

Figure 09 . Les étapes suivies pour I’isolement des actinomyceétes a partir d’échantillons de sol.
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Un ensemencement dans la masse sur milieux ISP2 préparé au laboratoire puis additionné de

I'antifongique (Bicromate de potassium) et autoclavé pendant 30 min (voir annexe).

Incubation a 30°C pendant 21 jours, avec observation des boites apres 7 jours ,14 jours et 21
jours.
Un ensemencement dans la masse sur milieux Caséine amidon préparé au laboratoire puis
additionné de l'antifongique (Bicromate de potassium) et autoclavé pendant 30 min (voir
annexe).
Incubation a 30°C pendant 21 jours, avec observation des boites aprés 7 jours ,14 jours et 21
jours.
I1VV.2.3. Purification
Les colonies d'actinomycetes isolées sont séparées selon leur morphotype (couleur, aspect et

texture) a la maturité (incubation jusqu'a 21 jours), purifiées par un repiquage successif a l'aide
d'une pipette pasteur stérile, I'ensemencement des souches a été effectué par la méthode de stries
serrées en surface dans le méme milieu d'isolement.

Cette opération est répétée jusqu'a l'obtention des cultures pures. La pureté des isolats a été
controlée par des examens microscopiques directs, aprés chaque repiquage (Boussaber et al.,
2012).

1VV.2.4. Conservation des souches

Les isolats obtenus sont conservés pour étre utilisés dans des tests ultérieurs, la conservation

est réalisée selon deux techniques :

- La conservation de courte dureée : des isolats d’actinomycétes sont ensemencés sur les
géloses incliné (ISP2) puis incubé pendant 7 jours a 30 °C, les tubes sont ensuite conservés a
4°C.

- La conservation de longue durée : pour préparation du stock de spores les boites de
Pétri, contenant le milieu de conservation (voir annexe), sont ensemencées a partir des isolats
d’actinobactéries prédatrices purifiées, apres incubation pendant une a deux semaines a 30 °C
jusqu’a sporulation maximale, 10mL d’ecau physiologique stérile sont déposés sur chaque
boite de Pétri. Les surfaces des boites sont grattées avec la pointe d’une pipette ,les
suspensions sont placées ensuite dans des Falcon stériles et agitées puis filtrées pour éliminer
les morceaux d’agar, les filtrats sont par la suite centrifugés 5 min a 5000rp apres
centrifugation les spores des bactéries sont mises en suspension dans des Eppendorf contenant
du glycérol 80% stérile incubés a -20°C (Kitouni et al., 2005).
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V. Etudes morphologiques des souches d'actinomycétes
V.1. Aspect macroscopique

L’aspect morphologique des souches ont ét¢ déterminés sur le milieu ISP2 aprés incubation

pendant 7 jours a 30°C pour déterminer les éléments d’identification macroscopiques qui sont :

-Couleur de la colonie : orange, marron, blanche, grise, jaune, crevette, beige fonce, grisatre,

beige et virent vers le marron, jaune virent vers le blanc ...ect.
-La forme des colonies : rondes, irréguliéres, circulaire, filamenteuse, rhizoides...etc
-La taille des colonies par la mesure du diamétre : punctiformes, petites, moyenne, grossese

-La surface: lisse, rugueuse, dentelée, poudreuses, lisse, marge plate, granuleuse, incrusté
brillant, cartilagineuses, vagues concentriques, ridée, plissé, bombée, duvuteux , cotonneux |,

rugeuses a l'aspect de craie ...et

-Filaments : présence / absence.

-La consistance : séche, crémeuse et grasse.

-Contour : réguliers, réguliers, ondulé, filamenteux, bouclée, lobés, 1égérement ondulés ...ect.
-Sporulation : absence / présence

-La morphologie des MA et MS : couleur (maron, vert, mélanoide,ect...) , leur absence ou

présences aussi leur pigments diffusables ou non.
-Mode de croissance : importante, faible, moyenne.
V.2. Aspect microscopiques :(coloration de Gram)

Les frottis préalablement préparés a partir de séchage de la lame a la chaleur de la flamme du
bec Bunsen et ensuite laisser refroidir pour faire la coloration ainsi de suite la coloration de
Gram a été effectuée selon la méthode classique décrite par un bactériologiste Danois Hans
Christian Gram en 1884 (Lachal et Bouchkima, 2020).

- Recouvrir la lame de violet de Gentiane et laisser 1 minute.

- Ajouter le lugol (2x45 secondes) suivi d’un ringage a I’eau.

- Décoloration avec 1’alcool 90% pendant 10 secondes puis ringage a 1’eau.
- Recoloration a la fuschine pendant 1 minute.

- Ringage a I’eau.
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- Sécher la lame avec du papier absorbant.

Observation a I’immersion au grossissement X100 en pleine lumiére en mettant une goutte de

I’huile a immersion sur la lame.

L'observation des souches au microscope optique permet de reconnaitre certains genres
d'actinomycetes qui ont un aspect microscopique caractéristique.

V1. Séléction des souches testés

Les souches d'actinomycétes seélectionnés (ATSP 1, ATSP 2, ATSP 3, ATSP 4, ATSP 5,
ATSP 6, ATSP 7, ATSP 9, ATSP 10, ATSP 15, ATP 28, ATP 35, ATP 41, GH 60, GH 61, OS
65, OS 66, ATSP 77, ATSP 78) selon leur variation morphologique pour la suite des études

sont ceux qui expriment les meilleurs résultats d'activités et des tests .

VI.1. Caractéres culturaux et macromorphologiques
L'international Streptomyces Project (ISP) contenant 9 milieux de cultures (ISP1.
ISP2....ISP9) divisées en 2 phylums comme la montre dans Tableau 02 , les milieux qui étudient

la morphologie d'actinomycetes et les milieux qui étude la biodégradation (Gottlieb, 1967).

Les milieux sont coulés dans des boites pétries et ensemencés par touche et a raison de deux
réplicants marquées qui sont notées (R1, R2) a partir d’une culture pure mature de chaque isolat,
cette répétition est considérée comme un test de confirmation, a fin que lorsqu'elle est
contaminée, la boite puisse étre récupérée et remplacée par une deuxiéme boite, ces milieux sont
incubés & 30°C pendant 7, 14 et 21 jours, et on vérifie leur croissance. Cette étude
macmorphologique importante pour la croissance et le développement du mycélium aérien sur
chaque milieu sont observés. La pigmentation du mycélium aérien et celui du substrat (le dos de
la colonie) et la présence de pigments diffusibles sont notées (Shirling et Gottlieb, 1966)
Tableau 02. Differents milieux de cultures pout I'étude de caractérisation culturelles des

actinomycetes .

Le milieu La fonction

ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6 Pour identification

ISP7 Etudie la degradation des glucides

ISP8 Etudie la morphologie des actinomycetes
ISP9 Etudie la biodégradation
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V1.2. Morphologie des mycéliums aériens a I'état frais

Cette technique consiste a ensemencer les souches d'actinomycétes testés sous forme d'un
quadrillage autour de la boite sur un milieu ISP2, aprés incubation de 3 jours au max a 30 C° on
insére délicatement une lamelle stérile soigneusement dans le milieu gélosé ISP2 de telle sorte
gu'elle forme un angle de 45° avec la surface de celui -ci ensuite une goutte de l'huile a
immersion a été déposée sur la lamelle propre, la préparation est observée par la suite au
microscope optique (Gx100) (Djaballah, 2010).

La forme des filaments de mycélium aérien peut étre observé sous le microscope autour de la

colonie.
V1.3. Etude physiologiques des souches sélectionnées
V1.3.1. Tolérance a différentes PH

La croissance des isolats d’actinobactéries a été étudiée sur milieu solide ISP2 préparé a
différents pH : 5, 7, 9 et 10, ces milieux avec les différents degrés de pH est ajusté par un pH
meétre, les cultures des actinomyceétes sont ensemencées par touche a partir des cultures pures des
isolats, la croissance des actinobactéries est observée aprés un temps d’incubation de 14 a 21

jours a 30°C.
V1.3.2. Croissance a difféerentes températures des souches représentatives

Les souches actinomycetes isolés de différente échantillons des sols sont ensemencées par
touche sur le milieu de culture ISP2, la croissance des différentes souches a étudié a varier degré
des températures 25C°, 30C°, 37C°et 44C°, la lecture des résultats a été effectués apres 21 jours

d'incubation et par comparaison avec les boites témoins a température 30 C° (Smaoui, 2010) .
V1.3.3. Recherche de catalase

Cette enzyme permet la dégradation du H202 par oxydation par I'oxygéne selon cette

équation :
H202 =H20 + % 02 (L’oxygene libéré se dégage se forme de gaz).

La méthode de détection par la catalase consiste a étaler une colonie sur une lame de verre
propre avec une goutte supplémentaire de H202 a 10 volumes, la présence de l'enzyme est
indiquée par la libération de nombreuses bulles d'air sous forme de mousse, le test de catalase

est positif si aucune bulle d'air le test de catalase est négatif (Zinedine, 2004).
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V1.3.4. Test de tolérance aux chlorures de sodium

Les actinomycetes sont ensemencés sur milieu specifique (voir annexe) additionné a de
quantité de Na CI pour obtenir les concentrations suivantes , (2,5%; 5% ; 7% ; 10%) par la méme
procédure précédente, et en utilisé un milieu a 0% Na ClI comme témoin.
Les boites sont incubées a 30 C° et la croissance est suivie par observation des colonies pendant

14 a 21 jours pour toutes les souches.
V1. Etude de la biodiversité métabolique
VII.1. Action sur le lait écrémé

Des tubes contenant une solution de lait écrémé en poudre a 10% dans ’eau distillée sont
ensemenceés et incubés a 30°C, des observations régulieres pendant 14 jours permettent de noter

la coagulation ou la peptonisation du lait provoquée par les souches (kitouni, 2020).
VI1.2. L'hydrolyse des caséinases

Les isolats ont été cultivés sur milieu lait écrémé (voir annexe), et apres 7 et 14 jours
d'incubation, I'hydrolyse de la caséine a été observée par l'apparition de zones transparentes sous

et/ou autour des colonies (Zerizer, 2014).
VI11.3. Hydrolyse de I'amidon

Ce test est réalisé sur milieu nutritif gélosé contenant 1% d’amidon soluble selon la méthode
de Gordon et Smith (1953) . Aprés 14 jours d'incubation a 30°C, la gélose a été recouverte
d'une solution de lugol. Il n'y avait pas de coloration autour des colonies indiquant une hydrolyse

de I'amidon alors que les zones contenant de I'amidon étaient brunes (Geraldine, 1981).
VI11.4. Dégradation des sels de sodium

Ce test est réalisé par ensemencement du milieu citrate de Simmons en tubes de gélose
inclinée qui est de couleur verte due a la présence de I’indicateur coloré : le bleu de
bromothymol (Zerizer, 2014), dans lequel on ensemence la ponte, par une strie longitudinale au
moyen d’une anse, aprés de 14 a 21 jours d’incubation, I’apparition d’une couleur bleue indique

I’utilisation du citrate avec production de bases (Wauters et al., 2005).
VI11.5. Hydrolyse des acides gras

L’hydrolyse du Tween 80 est mise en évidence apres ensemencement des isolats sur le milieu
A base de tween comme seule source de carbone aprés 14 & 21 jours d’incubation a 30 C° le
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résultat apparait sous la forme d'une apparition d'un halo autour les colonies ,qui note la

dégradation des acides gras.
VI11.6. Hydrolyse de nitrate réductase

La production de nitrate reductase a été mise en évidence sur du bouillon de nitrate (Marchal
et al., 1987) (composition en annexe) contenu dans des tubes stériles, a raison de 5 ml chacun
pour chaque souche, I'ensemencement a effectué par anse de platine stérile. Les lectures ont été
faites apres 7 jours d'incubation a 30°C, par instillation successive de 5 gouttes de chaque réactif
(nitrate | puis nitrate Il), les résultats positifs sont indiqués par I'apparition d'une couleur rouge-
rose dans le milieu de culture. Si la couleur ne change pas, une petite quantité de poudre de zinc

est ajoutée.
VI1.7. Dégradation de celluloses

Dans ce test, des tubes contenant 5ml de milieu ISP9 liquide et des bandelettes de papier
Wattman N°1 stériles ont été utilisées comme seule source de carbone, puis ensemencés avec des
isolats d'actinomycetes, un tube sans colonies (non ensemencé) a été utilisé comme controle
négatif, les tubes ont été incubés a 30C° pendant 14 jours maximum, la croissance des souches
sur le papier wattman a été considérée comme un résultat positif (Yugal, 2014).

VI11.8. Activité hémolytique

Celle-ci est réalisée sur gélose Columbia (180mL) additionnée de 10 ml de sang, Lorsque les
actinomycétes ont une activité hémolytique, ils produisent diverses zones hémolytiques sur la

gélose au sang. (Guerin et al., 1992).
On distingue trois types d'hémolyses selon la zone indiqué :
-B hémolytique: leur colonies a large auréole claire, a bord net, traduise un Hémolyse compléte.

-o. hémolytique: les colonies a halo étroit, avec verdissement (formation de méthémoglobine),

qui traduise un hémolyse incompléte.
-y hémolytique: les colonie sans zone d’hémolyse.
VI11.9. Hydrolyse de la gélatine : recherche de gélatinase

La production de gélatinase par les bactéries est étudiée a I'aide des tubes a essai contenant de
I'eau physiologique stérile ensemencés pour préparer des suspensions bactériennes et munis

bandes de film photographique (1 cm de large) ont été ajoutées, tandis qu'un tube non ensemencé
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contenant une bande qui servirait de contréle négatif apres une période d'incubation de 7 jours a
30°C, le film photographique s'est éclairci, montrant une attaque bactérienne sur la gélatine
indiquant une réaction positive (Morakchi , 2011).

VI11.10. Utilisation des composés glucidique comme une seule source de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de l'actinomycéte en présence de composées
glucidiqgues comme une seule source de carbone : Xxylose, galactose, fructose, mannitol,
arabinose en utilisant le milieu ISP9.

Les glucides testés ajoutées 1% de chaque composé dans le milieu ISP9, aprés ensemencement et
incubation 14 jours & 30°C la croissance est estimee sur les boites contenant différentes sources
de carbone. La lecture des résultats est comparé aux témoins .

Le milieu avec le glucose représente le témoin positif ; le milieu sans substrat carboné
représente le témoin négatif ( Boucheffa , 2011).

VI11. Etude statistique de la diversité physiologique et métabolique des isolats testés

On a étudié les diversités et la similarité des nos 19 isolats testés selon leur caractéristique
phisico- chimique et métabolique. Ces résultats permettent de nous tracer un dendrogramme qui

comporte les différentes classes étudiées a partir de logiciel XL stat version 2018.
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Résultats et discussion
I. Isolement des souches des actinomycetes

Dans le cadre de ce travail, apres une incubation de 14 jours a 30 °C, nous avons isolé 56
souches a partir de 4 échantillons : (Ain Timimoune avec et sans plante, Ghardaia, Oued souf.) et
ses résultats représentés dans le graphe montré dans la figure 10 . Les souches d'actinomycétes
ont été obtenues a partir de deux milieu ISP2 modifié et CA modifiés a base des extraits de sol
par deux méthodes d'ensemencement (EM et ES) les colonies d’actinomycétes sont détectées
dans les boites d'isolement par leurs aspects macroscopiques , colonies séches incrustées dans la
gélose, qui possédent ou non un mycélium aérien (Anandan et al., 2016).

Les résultats de 1’isolement des actinomycetes a partir des différents échantillons de sols sont

représentés dans les Tableaux ci-dessous (3,4,5,6)

Tableau 03. Résultats d'isolement des actinomycétes a partir d'échantillon Hassi Tijran sans

plante.
Milieu

Echantillon ISP2 Caséine- amidon
N°01 : ATSP

Ensemencement | E.M E.S E.M E.S
Dilution
S.M +++ _ ++ ++
10-1 ++ _ ++ _
10-2 _ _ _ _
10-3 _ _ _ _
10-4 _ _ _ _

(-): Pas de croissance, (+/-): Faible, (++): Moyenne, (+++): Importante.
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plante .
Milieu

Echantillon ISP2 Caséine- amidon
N°02 : ATP

Ensemencement | E.M E.S E.M E.S
Dilution
S.M _ _ +++ +++
10-1 _ _ +++ +++
10-2 +/- _ +++ +
10-3 _ B +/- +
10-4 +

(-): Pas de croissance, (+/-): Faible, (++): Moyenne, (+++): Importante.

Tableau 05 .Résultats d'isolement des actinomyceétes a partir d'échantillon Ghardaia.

Milieu

Echantillon ISP2 Caséine- amidon
N°03: Gh

gmencement E.M E.S E.M E.S
Dilution
S.\M _ _ _ —
10-1 +/- - - —
10-2 ++ +/- _ ~
10-3 +++ _ _ _
10-4 +/-

(-): Pas de croissance, (+/-): Faible, (++): Moyenne, (+++): Importante.
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Tableau 06 . Résultats d'isolement des actinomycetes a partir d'échantillon Oued Souf.

Milieu

Echantillon N°04 : Os | ISP2 Caséine- amidon

Ensemencement | E.M E.S E.M E.S
Dilution
S.M ++ +/- _ _
10-s ++ _ _ +++
10-2 _ +/- _ +++
10-3 +/- _ _ _
10-4 _ _ _ +/-

(-): Pas de croissance, (+/-): Faible, (++): Moyenne, (+++): Importante.
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Figure 10. La répartition des souches d'actinomyceétes selon le site de préléevement .

Nbr : indique le nombre des isolats.

Les résultats présentés dans ces tableaux et les résultats représentées dans le graphe montrent
que le nombre d’actinomycetes obtenus varie en fonction de 1’origine de 1I’échantillon, ainsi que
les milieux d'isolement et le mode d'ensemencement utilisées.

Le résultats observés montre quel plus grand nombre d’actinomycétes est isolé a partir des

échantillons des Hassi Tijran (ATP 55) et (ATP 45) par rapport les autres échantillons de
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Ghardaia (GH 12) et Oued Souf (OS 65). Alors cette variation en nombre de colonies
d’actinomycétes obtenue a partir de chaque échantillon du sol est due a plusieurs facteurs
physicochimiques, dont le pH, la mati¢re organique, I’humidité et la salinité du sol, ainsi qu’a la
présence ou non du couvert végétal, le taux de pluviométrie et la saison dont les échantillons ont
été prelevés (Qin et al., 2016).

Dans notre travail on a utilisé les milieux 1ISP2 et CA modifié préparés a base de filtrat du sol de
chaque échantillon pour obtenir les propriétés similaires a celles trouvées dans le sol par la
méthode d’isolements nommé dilution décimale de 10-1 Jusqu'a 10-4 pour diminuer la charge
microbienne de I'échantillon de sol a analyser, d’abord au 1/10 puit au 1/100 et ainsi de suite
jusqu'a réduire la concentration microbienne de I'échantillon mére (sol). D’apreés les résultats de
la comparaison entre milieu et entre mode d’ensemencement, on remarque que le nombre des
isolats est meilleur dans le milieu ISP2 par rapport le milieu caséine amidon, on remarque
également que I’ensemencement dans la masse a permis d’obtenir un nombre élevé des souches
ce qui explique que la composition de milieu de culture et le mode d’ensemencement influencent

sur la croissance d’actinomyceétes.

D'apres le Tableau 04 (échantillon hassi tijran avec plante), on note que le milieu caséine
amidon présente une bonne croissance des souches d’actinomycetes et ceci pour les deux modes

d'ensemencements par rapport aux milieux ISP2.

D’aprés le Tableau 05 (échantillon Ghardaia) on remarque qu’une excellente
croissanced’actinomycetesaété observée dans le milieu ISP2 a partir de I'ensemencement dans la
masse au fur & mesure que le nombre des actinomycétes diminue revanche part & rapport

aumilieu caséine amidon, aucune croissance a été indiqué dans EM et ES.

D’aprés le Tableau 06 (échantillon oued souf ) et la Figure 11/12 on a constaté que la bonne
croissance des actinomycetes étant observé dans le milieu ISP2 avec un pourcentage de 57% et

dans le milieu caséine amidon estde 43 % .
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115P2

1 Casien

Figure 11 . Pourcentage % des milieux ISP2 et Caséine —amidon selon les isolats

Figure 12. La diversité des échantillons par rapport I’ensemencement.

Alors & partir de I'ensemencement dans la masse et la surface sur milieu ISP2 et caséine
amidon on a obtenu : une croissance trés abondante dans milieu ISP2 qui est le plus favorable
pour l'isolement des actinomycetes a partir de tous les écosystémes arides et semi -arides testées,
En tant que le milieu caséine amidon ont obtenu une croissance lente des actinomycétes parce
que considere comme un milieu de choix permettant un bon développement du mycélium aérien
et est considéré comme étant le milieu le plus approprié pour la croissance des
actinomycétes,(Ramananviro , 2017) parce que la composition du milieu de culture est a
considérer, elles influence considérablement le nombre des actinomycétes récupérées du sol (Cal
et al., 2009).
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I1.Purification

A fin d'obtenir dessouches pure, les isolats ont été repiqués en milieu ISP2 par la méthode
d'épuisement, tous Les isolats d 'actinomycetes des différents échantillons de sol a été possédé un
mycélium de substrat et un mycélium aérien de couleurs variables entre le gris, le blanc, le jaune,
jaune brunéatre, le beige et vert a différents degrés, mélanoides et marron . Les colonies de
souches d'actinomycétes ont des aspects poudreuse irréguliers et parfois réguliers aussi rugueuse

,marge plat et Granuleuse bombée, Poudreuse & aspect de craie.

La couleur du mycélium du substrat varie d'une souche a l'autre selon Lazouni et al., (2022), la
couleur du mycélium aérien et du mycélium du substrat est considérée comme un bon critere
pour caractériser les actinomycetes. On indique aussi apres 7 jours d'incubation, les colonies
perdent leur pigmentation vert, olivatre, mélanoide vert a noir, étalée dans le milieu, et la couleur
des colonies devient blanche ou bien grisatre La pigmentation diffuse produite par ces isolats
d'actinomycetes peut étre bioactive, selon (Braghta et al., 2014) ; aussi ce résultat montre que
les souches d’actinomycétes ont trois variantes de croissance : faible(-), moyenne(+) et fort

croissance(++) (Planche 0let 02).
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ATSP 43

Planche 01 . Photos représentant les caractéres culturaux de quelques isolatsd’ Actinomyceétes

sur le milieu ISP2.
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I11. Résultats de Conservation

AtSp 78

ATsp15

Planche 02. Photos de conservation des différents isolats d'actinomycetes sur milieu SFM.

45



Résultats et discussion

IVV. Etudes morphologiques des souches d*actinomycetes
Etude macroscopique

Une étude de Viswanathan et Rebecca (2017), El Karkouri et al. (2019), Harir et al.,
(2017), Baniya et al., (2018) et Sapkota et al., (2020) ont mis en évidence plusieurs souches
d'actinomycetes par l'utilisation de la couleur du mycélium aérien, de la couleur du substrat, de la
production de pigment diffusible, de la croissance et de la présence de spores, de la coloration de
Gram. Les caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques) étaient
pratiquement obsolétes avant l'avenement des outils moléculaires, mais leur utilisation reste
pertinente pour caractériser les genres d'actinomycetes. Selon Shirling et Gottlieb (1976), les
caractéristiques morphologiques sont considérées comme des caractéristiques stables pour

identifier les actinomyceétes.

Selon les résultats d'incubation pendant 3 & 7 jour & 30C° I’aspect macromorphologique des
souches ont éte déterminés sur le milieu ISP2, ceci signifie que la croissance des souches été
lente par rapport a la plupart des bactéries. La détermination des caracteres morphologiques des
mycéliums aériens et I'aspect des colonies par 1'ceil nu et l'observation de l'inverse de la boite

pour déterminer les mycéliums de substrat.

On remarque une morphologie macroscopiques diversifiées des colonies des actinomycétes dans
les quatre échantillons de sol qui adhérent a la surface de la gélose et présent un aspect
généralement poudreuse comme (GH 57, ATSP 77, ATSP 78) alors que (GH 60, GH 61) ont un
aspect régulier ou (OS 64) qui combine les deux aspect poudreuse et régulier a la fois ainsi de
suite lI'aspect granuleuse bombée pour (OS 65), marge plat (OS 66), rugueuse poudreuse (ATP
48),granuleuse lobés (ATP 36), poudreuse lisse (ATP 40) . Le mycélium aérien présente des
différents couleurs : gris ( ATSP1, ATP 30,ATP 41, GH 60 , OS 65, OS 67) , gris blanchéatre
(ATP 28), beige (ATSP 4), Gris clair (GH 57 , ATSP 77 ), gris souris (ATSP 25, OS 66), blanc
(ATSP 5, GH 61, OS 64), beige (ATSP4 ), violet (ATP 26), rose (ATP 56).

Ceci a été constaté par d'autre chercheurs dans plusieurs travaux comme Arasu et al., (2009);
Belyagoubi, (2014) et Belabed , (2014) ; Benhadj et al., (2018 ).

La couleur de mycélium de substrat déterminé par I'observation du revers de la colonie (dos
de la boite pétri) qui est : Vert foncé (ATSP 1), olive a noir (ATSP 4), jaune pale (ATSP 8) ,
marron chocolat (ATSP 15), jaune brunatre (ATSP 18), noir (ATSP 24), violet foncé ( ATSP
35), vert olivatre ( ATP 48),violet ( OS 66, Os 67), marron brunatre (GH 57), marron a noir (
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ATSP 78), noir (ATSP 77), jaune ( GH 60 , GH 61 , OS 64) . Les mémes observations ont été
constaté par plusieurs auteurs comme Balasubramaniam et al., (2011) et Belabed, (2014)

Les pigments melanoides sont des produits de la transformation de la tyrosine en DOPA
mélanine responsable de la couleur brune et antioxydantes et peuvent éventuellement protéger
les microorganismes ultraviolets (Boucheffa, 2011) les pigments mélanoides a été observés aux
certaine souche tels que ( ATSP 24 , ATSP 25) et il y'a d'autre couleur de pigment diffusible de
80% sur le milieu comme vert foncé (ATSP 1, ATSP 2, ATSP 6, ATSP 7, ATSP 8 ) et marron
chocolat comme ATSP15 Jaune pale ( ATP 56, ATP 51, ATP 28), violet foncé (ATP 35) et des
pigments non diffusible (soit 19%) comme ATSP 79, ATSP 78, OS 65, la figure 13 représente

ces résultats

90,00%

80,00% -

70,00% -

60,00% -

50,00% -

m diffusible
40,00% -

m non diffusible

20,00% -

20,00% -

10,00%

0,00% -

Figure 13. Pourcentage des pigments diffusibles et non diffusible des isolats

d’actinomycetes.

NB : Il y'a des souches d'actinomycetes tel que ATSP 3, ATSP 4, ATSP 9, ATSP15, ATP 28,
ATP 35, GH 60, OS 65 qui montrent une morphologie particuliere et spécifique notamment des
petites cristaux brillantes appelés les exsudats comme si I'exsudation est définie comme la
libération des composés solubles de faible poids moléculaires, les exsudats représentent des
métabolites secondaires, c'est également la plus rapidement métabolisée par les actinomycétes.

Ils sont généralement composés de sucres (Figure 14).
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S:ATSP4

Figure 14. Quelques isolats d'Actinomycétes qui présentent les exsudats.
IVV.2. Etude microscopique

L'observation microscopique et la coloration de Gram montrent la présence de mycélium et de
spores, la microscopie optique du mycélium aérien de la souche révéle des chaines d'hyphes et
de spores isolés ou en amas qui sont parfois a court ou a longues chaines situées aux extrémités
des hyphes droites (planche 03), les spores sont cylindriques et rondes et ne montrent aucune
mobilité ainsi que I’observation microscopique Gx100 a I’immersion de notre isolats confirme
que I’ensembles des souches d’actinomycetes sont des bactéries a coloration de Gram+, les
actinomycétes possédent une forme filamenteuse fins ramifiées et enchevétrés, d’aprés Aouiche
et al. (2012), Taleb et al., (2020), ont confirmé que tous les actinomycétes appartiennent au
phylum d'actinobacteria qui regroupe des bactéries Gram positive ce qui confirme
I'appartenance de nos isolats au groupe des actinomycétes. Aussi d’aprés Balasubramaniam et
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al., (2011), les couleurs du mycélium aérien ne sont pas les mémes que celui de substrat, la
plupart ont une couleur blanchatre et d’autres des couleurs différentes telles que le gris, beige,

marron. Ces résultats confirment les résultats constatés.

Planche 03. Coloration de Gram de quelques isolats d'actinomycétes ( G x100) .

L'importance de la taxonomie microbienne et la description des traits culturelles par les isolats
d'actinomycetes cultivés dans la gamme ISP, c'est-a-dire la croissance, et la production de
pigments ou sur la base d'étude de notre isolats sur la gamme ISP (ISP1, ISP2, ISP3 , ISP4 ,
ISP5, ISP6, ISP7), la plupart de ces isolats sont apparues aprés une période de culture dans tous
les milieux utilisés ,avec une croissance moyenne a une croissance importante aprés 7 a 14 jours
avec différentes degrés de croissance .Les résultats montrent que tous les isolats d'actinomycétes

testées ont une croissance tres forte sur différentes milieu des ISP de ISP1 jusqu'au ISP7 par
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contre il y'a quelque isolats qui sont croit d'une faible degrés de croissance sur certains milieux
des ISP comme ATSP 1, en revanche qu'il y'a des isolats ne croient pas sur ISP3 et ISP1 comme
ATSP 3 ainsi que ATSP 2 sur milieu ISP6, et ISP4, ATSP 1,GH 60, GH 61, OS 65, OS 66,
ATP 41, ATP 28, ATSP 15, ATSP 77 sur ISP7 (planche 04), donc on suppose qu’ils
appartiennent au genres de Streptomyces.
La croissance de tous les isolats commence par la formation d'un mycélium trés ramifié dans le
milieu et également la surface de la gélose, la couleur des hyphes aérien variant d'une souche a
I'autre, peut étre gris foncé, beige , gris clair , blanc ,pour certains isolats cultives sur la gamme
ISP, la couleur de mycélium aérien varie d'un milieu a l'autre, par conséquent la composition de
milieu peut étre responsable de cette déférence sur la base de ces études de Boukhali et al.,
(2020) et Bakdi et al., (2016) ont rapporté que la composition de milieu a des implications
importantes pour le développement de la MA pour certains genres d'actinomycetes tels que
Streptomyces.
Le MA prendre deux ou trois couleurs dans le mémes isolements sur des supports différents des
milieux par exemple : la souche ATSP 15d'un couleur de MA gris sur tous les milieux ISP1,
ISP2, ISP3,ISP4 sauf qu'un couleur rose clair sur milieu ISP5, ainsi qu’un couleur gris a noir sur
milieu ISP7.
D'apres les résultats obtenus ont montré que les isolats comme ATSP4, ATSP 6, ATP 28, GH 60,
GH 61 produisait des pigments de différentes couleurs, la souche ATSP7 et ATSP 9 produisaient
des pigments brunatres sur ISP6 et ISP7, cette couleur est caractéristique des pigments
mélanoides, ce dernier est lié au métabolisme secondaire chez les actinomycetes (shirling et
Gottlieb, 1966), le milieu utilisé pour identifier les actinomycetes influence leurs propriétés
physiologiques telle que la production de pigments mélanoides a I'exception la souche ATSP 77
ne produisait aucune pigmentation sur différents milieux des ISP (Abbes et al.,2017) (voir les
planches 04, 05, 06 et 07)
Sur la base d'observation phénotypiques (croissance, apparence de colonie et coloration de
gram), l'isolat ATP 28 montrent une bonne croissance dans toute la gamme ISP et présentant
des traits typiques associés a Streptomyces .

Selon Locci et al., (1989) et Serrab et al., (2018), les souches cultivées sur une large gamme

de milieux ISP presentent géneralement une morphologie typique des Streptomyces.
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ATSP77 milieu ATSP15 milleu [SP2 ATSP15 milieu ISP3

ISP1 ATSP

77 milieu ISP2

ATSP 77 milieu ISP3 ; e ATSP 77 milieu ISP5
ATSP 77 milieu ISP4

ATSP77 milieu ISP6

ATSP19 miliew 1SP6

Planche 04. Photos des caractéres culturaux de l'isolat ATSP sur les différents milieux.
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ATP35 milieu ISP1 ATP41 miliey ISP2 ATP41 milieu ISP3

ATP35 milieu ISP4 ATP41 milieu ISP6

APl 7

o

ATP35 milieu ISP3

ATP35 milieu ISP6 ATP35 milieu ISP7

Planche 05. Photos des caractéres culturaux de l'isolat ATP sur les différentes milieux.
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(h 60 milieu ISP1
(h 61 miligu [SP1

GH 60 milieu ISP3 GH 60 milieu 1SP4

GH 60 miliew 1SP5 ,«7 Gh 60 milieu ISP6 B Tk T GH 60 miliew ISP

Planche 06. Photos des caractéres culturaux de l'isolat GH sur les différentes milieux.

53



Résultats et discussion

Ty (St 05 65 milieuSP2

0S 65 milieu ISP3

OS 66 |SP3 OS66 ISPS
0S 65 milieu ISP4 0S 66 milieu ISP5

08 65 milieu ISP6 0S 66 milieu ISP7
0S 65 milieu ISP5

0S 65 milieu ISP7

Planche 07. Photos des caractéres culturaux de l'isolat OS sur les différentes milieux.
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IV.4. Résultat de la morphologie des mycéliums aériens a I'état frais

Les résultats de I'observation des lamelles sous microscope optique aux grossissement
(Gx100) sont présentés dans la planche 08, d’aprés les photographies, il en ressort que portent
des mycelium aérien bien développé portant des chaines de spores en amas de formes ovales a
cylindriques en tant que le mycélium de substrat sont ramifiées et non fragmenteés, il s'agit de
tous les souches d'actinomycetes testées (ATSP 1, ATSP 2, ATSP 3, ATSP 4, ATSP 5,ATSP 6,
ATSP 7, ATSP 9, ATSP 10, ATSP 15, ATP 28, ATP 35, ATP 41, OS 66, OS 65, GH 60, GH
61, ATSP 77 et ATSP 78) .

Ces travaux exprimées par Ramananrivo, (2017) qui utilise la méme méthode pour
I'observation la différentiation des aspect développés de mycélium aérien avec les formes des
spores par méthode de quadrillage.

ATSP15

Planche 08. Observation microscopiques de lamelle des différentes souches ( Gx100) .
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V. Etude physiologiques des souches sélectionnées
V .1. Tolérance a differentes degrés de PH

Tableau 07. Résultats de test de croissance des 19 isolats a différentes pH.

PH
Les codes des PH (3) PH (5) PH (7) PH (9) PH (10)
Souches
ATSP1 - - ++ ++ +
ATSP 2 - - + ++ +
ATSP 3 - - + ++ ++
ATSP 4 - - + -+ +
ATSP 5 - - ++ ++ ++
ATSP 6 - - +/- ++ ++
ATSP 7 - - + -+ ++
ATSP9 - - ++ ++ +
ATSP 10 - - + ++ ++
ATSP 15 - - ++ ++ ++
ATP 28 - - ++ ++ ++
ATP 35 - - ++ ++ ++
ATP 41 ++ ++ ++ ++ ++
GH 60 ++ ++ ++ ++ ++
GH 61 - - + ++ +
0S 65 ++ ++ ++ ++ ++
0OS 66 ++ ++ ++ ++ ++
ATSP 77 - - + +- ++
ATSP 78 ++ ++ ++ ++ +

(-) : pas de croissance ;(+/-) : faible ;(+) : moyenne ;(++) : importante
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Les résultats présentés dans le Tableau 07 et la planche 09 montrent que toutes les souches a
été croient au pH neutre et la plupart tolérent des pH basique jusqu'a 10, aussi il faut noter que
tous ces souches ne se développent pas a un pH acide a I’exception des 5 souche (ATP41, GH

60, OS 65, OS 66 et aussi ATSP 78) qui présente une tolérance majeure a pH(3)et pH(5)

Selon Wang et al., (2006), ils citent que les actinomycetes se comportent comme des
neutrophiles et se développent dans un intervalle de pH entre 7 a 8, avec une croissance optimale
a un pH neutre ou Iégérement alcalin,ceci est cohérent avec nos résultats la plupart de nos isolats
des échantillons de sol de Hassi Tijrane que ce soit dans la région sans plante ou bien de la
région avec plante sont des neutrophiles et des basophiles a la fois tels que les souches (ATSP 1,
ATSP2, ATSP3, ATSP4, ATSP 10 et ATP 28) a I'exception deux souche ( ATP 42 et ATSP 78)
qui ont été acidophiles aussi pour notre eéchantillon de sol de Ghardaia et oued sauf sont des
souche acidophiles qui peuvent croitre a des valeurs de pH compris entre 3 et 5 sauf que la

souche GH 61 a été neutrophile tolérant a un PH basique jusqu'a 10.
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S:0966, PH=5 SATSP15  pH=5

SiATSR2,  PH=9

S:ATSP6 aRhiz10

Planche 09. Photos des résultats du test de tolérance a différentes pHde quelques isolats.
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V.2. Croissance a différentes températures des souches représentatives

Les résultats de croissances a différentes températures de 19 isolats d'actinomycetes étudiés

sont resumés dans le Tableau 08 et la planche 10.

Tableau 08. Les résultats de test des croissances des 19 isolats a différentes températures.

Température

N° de souche

ATSP 1 - - +++ - o+
ATSP 2 - +/- +++ +/- -
ATSP 3 - +++ +++ +/- -
ATSP 4 - +++ +++ +/- -
ATSP 5 - + +++ +/- -
ATSP 6 - - +++ - -
ATSP 7 - +++ +++ +++ +/-
ATSP 9 - - +++ +++ -
ATSP 10 - - +++ - -
ATSP 15 - +++ +++ + -+
ATP 28 - +++ +++ + +/-
ATP 35 - +++ +++ + +/-
ATP 41 - +++ +++ + +
GH 60 - + +++ - +/-
GH 61 - + +++ - +/-
OS 65 - + +++ ++ +
OS 66 - + +++ + -
ATSP 77 - +++ +++ +/- -
ATSP 78 - ++ +++ + -

(-): Pas des Croissance, (+/-) : Faible, (+): Moyenne, (++): Importante, (+++): trés

Importante

Selon les résultats montré dans le Tableau 08 on a noté que la meilleure croissance a 30 C°
qui se traduit par un développement plus important du MA, essentiellement tous les isolats
d’actinomyceétes, tandis qu’elle est moyenne a 37C° et pour les autres, elle est importante comme

ATSP 7 et ATSP 9 avec la production des pigments solubles a cette derniére T ont constaté que
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la croissance commence a diminuer a 44C° avec une absence du MA sauf que les 2 souches ATP

41 et OS 65 puis une absence totale du développement a partir de 4C°.

Cet isolat croit a différentes températures, notamment celle 2 a 37 C°, I'optimum de croissance
est observé a 30C°, on a noté la capacité de la souche a croitre a 50 C° (thermotolérants), une

croissance faible est notée pour les températures inférieures a 30 C°.

Ces résultats confortent I’idée que les actinomycétes poussent a des températures comprises
entre 30C°et 40C° sont des actinomycetes mesophiles (Kitouni, 2007) et des actinomycetes
thermophiles se développent a une température 55C° cités dans I'étude de Smaoui (2010) ;
Goudjal et al., (2013) ; Arora et al., (2015) ; Souagui et al., (2015). A partir de cette

comparaison on peut dire que nos isolats sont des actinomycetes mésophiles (30 a 37 C°).
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SIATSP

%

Planche 10. Photos de test de croissance a différentes températures.
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V .3. Résultat de test catalase

Les résultats de croissances de test catalase de 19 isolats d'actinomycétes étudiés sont résumes

dans le Tableau 09 .

Tableau 09. Les résultats de test catalase des 19 isolats d’actinomycétes.

La souche Résultats de catalase
ATSP 1 +
ATSP 2 +
ATSP 3 +
ATSP 4 +
ATSP 5 +
ATSP 6 -
ATSP 7 +
ATSP 9 +
ATSP 10 -
ATSP 15 +
ATP 28 +
ATP 35 -
ATP 41 -
GH 60 -
GH 61 -
OS 65 +
OS 66 +
ATSP 77 +
ATSP 78 +

Tous les isolats d’actinomycéte testées a partir de la région de Hassi Tijran sans plante et
Oued souf ont montré un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse qui indique la
décomposition du peroxyde d’hydrogéne et étaient donc une résultat positive, sauf que les
souche ATSP 6 et ATSP 10 n'ont montré aucune reaction donc le catalase est négative.
Alors que les souche testées a partir de région de Ghardaia et Hassi Tijrane avec plante ne
présente aucune réaction donc catalase négative sauf que la souche ATP 28 posséde une activité

catalase positive qui appariait par le dégagement des gaz sous forme de mousse.
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Les résultats obtenus par Qiong Ying et al ., (2012) et Bekacher (2018) aussi Zergoug et al.,

(2022) montrent que les souches d’actinomycetes sont aérobies a catalase positive.

V .4. La tolérance a différentes concentrations de NaCl
Les résultas du test de tolérante & différentes concentration de NaCl sont représentés dans le
Tableau 10.

Tableau 10 : Résultats de test des croissances des 19 isolats a différentes concentrations de

Na Cl aux % 14 jours .

NaCl
Code 0% 2.5% 5% 7% 10%
de souche
ATSP 1 - - - - -
ATSP 2 - - - - -
ATSP 3 + + - - -
ATSP 4 +/- ++ - - -
ATSP 5 +/- + - - -
ATSP 6 - +/- +/- - -
ATSP 7 - +/- - - -
ATSP 9 - + +/- - -
ATSP 10 +/- - +/- + ++
ATSP 15 ++ ++ ++ + +
ATP 28 ++ + ++ + ++
ATP 35 ++ + ++ + -
ATP 41 ++ + ++ + -
GH 60 " + - - -
GH 61 - - - - -
0S 65 ++ - + + ++
OS 66 ++ + + + ++
ATSPT77 - + ++ +- +
ATSP78 ++ ++ ++ + +

(-) : pas de croissance ;(+/-) : faible ; (+) : moyenne ; (++) : importante
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D’apreés les résultats du Tableau 10 et planche 11, on remarque que tous les isolats se
développent sur le milieu ou la concentration de Na Cl est nulle (0%6), ce qui explique que ce ne
sont pas des isolats halophiles (Messaoudi, 2011), et la majorité de ces isolats tolére jusqu'a une
concentration de 10 % de Na ClI. Par ailleurs les souches (ATSP 4, ATSP 15, ATSP 78 ) offrent
une croissance trés importante a 2,5 Na Cl néanmoins une croissance moyenne est observées
dans les souches(ATSP 3, ATSP9, ATP 28, ATP35, ATP 41, GH 60, OS 66, ATSP 77 ) par
contre l'isolat OS 65 est inhibé par une concentration de 2,5% ce qui exprime que ce isolat est
faiblement halophiles et pas de croissance dans les souches (ATSP 1, ATSP10 ,GH 61) ce qui
indigue que ces isolats sont des actinomycetes non halophiles.

En revanche que les souches (ATSP 1, ATSP 2, ATSP 3, ATSP 4, ATSP 5, GH 61, GH 61) sont
inhibées par une concentration de 5 % a 10 % ce qui correspond que ces souches d'actinomycétes
ne tolérent pas que plus de 2,5 % de Na Cl.

Tandis que les souches (ATSP 15, ATSP 77, ATSP 78, ATP 28,ATP35, ATP 41, OS 65, OS 66)
offrent une croissance optimale plus que moyenne a 5%, 7% et 10% en Na Cl et sur la base de
cette classification ces isolats pourrait appartenir aux actinomycetes modérément halophiles.
Autrement les bactéries halotolérantes acceptent des concentrations modérées mais non
obligatoires de sels pour croissance (DasSarma et Arora, 2001 et Lefebvre, 2005 ; Benhadj et
al ., 2019)

Les études de Tang et al., (2003), montrent que les actinomycétes halophiles extrémes exigent le
Na CI pour leur croissance et capables de pousser a une concentration de (14,63 —30,4%) Na Cl
et les actinomycetes halotolérantes qui n’exigent pas le Na Cl pour leur croissance et tolérent
(1,77 a 14,63%) de Na CI, donc lorsqu’on compare ces notions avec nos résultats on peut
supposer que la majorité de ces isolats sont des actinomycetes halotolérantes qui n’exigent pas le
Na Cl pour leur croissance comme (ATSP1, ATSP 2, ATSP3) et certaines tolerent jusqu’a 10%
de Na ClI, tels que les isolats (ATSP 10, ATP 28, OS 66 ).
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Planche 11. Photos de résultats du test de tolérance a différentes concentrations de Na Cl

pour quelques isolats.
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V1. Etude de la biodiversité métabolique

Ce travail est réalisé pour démontrer la capacité metaboliques de ces isolats, y compris la
production de différentes types d'enzymes essentielles telles que I'amylase, la gélatinase, le lipase
et le nitrate réductase ... etc..ainsi on a testé la capacité d'assimiler différents types des sucres
(Boucheffa, 2011) .

Ces tests sont basées sur la culture d'isolats d'actinomycétes dans des milieux appropriés a
chaque test (voir matériels et méthodes), permettant de déterminer ultérieurement la présence ou
I'absence d'activité enzymatique dans chaque isolat .Les résultats sont montrés dans le Tableau
114,11 betla planche 12, 13.

Tableau 11 a. Résultats de tests de la biodiversité métabolique des 19 isolats.

ISP8 Citrate Cellulose Lait Gélatinase Estérase Témoin

N° De Ecrémé

souche Simmons

ATSP 1 + - - + +++ + -
ATSP 2 + +++ + + +++ + -
ATSP 3 + +++ - + +++ + -
ATSP 4 + - + + +++ + -
ATSP 5 + ++ + ++ +++ + -
ATSP 6 + - + ++ +++ + -
ATSP 7 + - + ++ +++ + -
ATSP 9 + - + +++ +++ + -
ATSP 10 + +++ + + +++ + -
ATSP 15 + +++ + +++ +++ + -
ATP 28 + - + + +++ + -
ATP 35 + - + +++ +++ + -
ATP 41 + +++ + ++ +++ + -
GH 60 + - - +++ - + -
GH 61 + +++ + + +++ + -
0S 65 + +++ + + +++ + -
0S 66 + +++ + + + + -
ATSP 77 + - + ++ +++ + -
ATSP 78 + ++ - +++ +++ + -

(-): Absence, (+) : Présence, (++): Importante, (+++): trés Importante

66



Résultats et discussion

VI .1. Resultats de test de production de nitrate réductase

Les résultats de la réduction du nitrate par les 19 souches d'actinomycétes testés dans les
différents échantillons de sol (ATSP, ATP, GH, OS ) qui sont illustré dans le tableau 11 a et la
planche 12, on constate que 100% des souches testés présentant une réduction de nitrate donc le
nitrate réductase positif, cette activité est traduite par une réaction colorée en rouge apres l'ajout
de 3 gouttes des deux réactifs qui sont nitrate réductase 1 et 2 dans la suspension bactérienne a
I'exception des souches (ATSP 10, ATSP 1, ATP 41, ATSP 2) qui n'ont montré aucun résultat
donc milieu sans nitrite et cela peut s'expliquer soit par la conversion du nitrite en diazote soit
par une souche microbienne sans nitrate réductase , on a ajouté le poudre de zinc dans les
souches précédentes qui n'ont pas un virage de couleur vers le rouge et qui sont capable de
réduire nitrate en nitrite de méme une réaction évidente est marquee ce qui explique que le

réactif ajouté ont in effet sur le nitrite donc le nitrate réductase est positif .

Donc les actinomycétes convertissent le nitrate en nitrite et provoquant par la suite une

dénitrification.

A partir ces résultats, on peut conclure que la majorité de ces isolats possedent une nitrate
réductase d'apres les études montré par Benchaker, (2018) et Ktir, (2022).

VI .2. Résultat de test de dégradation des sels de sodium

La décomposition des sels de sodium a été nettement observée apreés le passage de la couleur
de l'indicateur du vert au bleu ou au bleu (le bleu de bromothymol utilisé comme indicateur de
ph) sur milieu Simmons Citrate, aprés incubation, 53% de ces souches telles que (ATSP 2
,ATSP3 ,ATSP 5 ,ATSP 10, ATSP15 ,ATP 41, GH 61 ,0S 65, OS 66 et ATSP 78) puis 47%
pour ces souches le milieu est resté de la méme couleur (vert), indiquant que ces souches ne se
sont pas développeées sur ce milieu comme ( ATSP 1, ATSP 4, ATSP 6 ,ATSP 9 ,ATP 28, ATP
35, GH 60 et ATSP 77 (Gordon et al., 1974)

VI .3. Résultat de dégradation de cellulose

Les résultats de I'utilisation de la cellulose par les 19 souches d'actinomycetes testées sont
présentés dans le Tableau 11a et la planche 12, presque tous les souches présentent une activité
cellulolytique sur milieu ISP9 contenant de la cellulose comme seule source de carbone et
d'énergie. Les résultats indiquent que les souches testées possédent de la cellulose I'enzyme
(cellulase) responsable de I'hydrolyse de la cellulose sauf que 4 isolats ne posséde aucune
activité cellulolytique. Ces enzymes sont généralement produites par des actinomycétes

(Sanglier, 1993) les résultats montrent que les souches d'Actinomycetes se développent sur
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bandelette de papier wattman ce qui explique que ces isolats présentent une activité

cellulolytique.

Différentes cellulases ont été mises en évidence dans différents genres appartenant aux
actinomycetes, il s’agit principalement de Streptomyces cellulomonas (Jang and Chenks, 2003 ;
Loliam et al., 2013), Micromonospora (Stutzenberger, 1988 ; Menezes et al., 2008 ; Saratale
et al., 2010) Ces enzyme sont généralement majeurs produits par les actinomycete par rapport

aux autres.(Gunasinghe et al., 2020)
VI .4. Résultats de test de I'action sur le lait écrémé

D'apreés les résultats exprimees dans le Tableau 11 a et la planche 12, on note que 100% des
souches d'actinomycétes ont une forte croissance sur le milieu lait écrémé donc une action peut

étre induit sur les tubes de lait écrémé qui est la coagulation des protéines du lait écrémé .

On conclure que plusieurs travaux réalisées dans ce cadre rapporte que la majorité la des
souches d’actinomycétes sont connues pour la production des coagulases (Aouar , 2006;
Manseur , 2018 ; Melki , 2010) .

VI .5. Résultat d'hydrolyse de la gélatine

Aprés 7 jours d'incubation, des bandes de film lumineux sont apparues dans 99% des isolats,
reflétant I'nydrolyse de la gélatine par une enzyme extracellulaire gélatinase (Planche 12), sauf
dans le cas de la souche GH 60, la couleur de la bande n'a pas changé comme dans le témoin
négatif pendant la période d'incubation (Tableau 11 a ).Ces résultats sont similaires a ceux
trouvés par Djaballah, (2010).

VI .6. Résultat de dégradation des acides gras

Selon les résultats affichées dans le tableau 11 a, on peut dire que tous les isolats
d'actinomycetes sont capables de dégrader le tween 80 donc la dégradation des acides gras est
traduite par l'apparition d'un halo opaque autour de colonie ce qui est traduit la présence des

estérases, elle a éte détectee chez 100% de ces isolats (planche 12).

Ceux résultats rassemblent a ceux présentés par Brault, (2014) ont mis en évidence la
production de lipases appartenant principalement a streptomyces fradiae et streptomyces
coelicolor (Alkama , 2014), nos résultats montrent également qu'il existe une activité lipasique

parmi les souches ayant donné des résultats positifs qui appartenant au genre streptomyces.
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On conclure que l'utilisation de ces enzymes classées dans les bactéries filamenteuses a gram
positif d'une cas exceptionnelle les actinomycetes (Borkar, 2022) qui sont connu pour la
production de lait écrémé et la dégradation de gélatinase , Des acides gras, de sels de sodium,
cellulose a partir des enzymes spécifiques tel que coagulase, nitrate réductase, gélatinase,
estérases et lipases qui sont des enzymes robustes de l'actinomycétes ainsi que cellulase
(Suneeta, 2011 ; Benhadj et al., 2019 ) .

Tableau 11 b : Résultats de tests de la biodiversité métabolique des 19 isolats.

est

N° Amidon | Caséiné- | Hymo- | Manni- | Fruc- | Galac- | Arabi- | Té-
Souch Ase Lytique | Tol Tose |Tose | Nose | Moin
ATSP1 |- - Y + ++ ++ + +
ATSP2 |- - Y - ++ ++ - +
ATSP3 |+ - Y ++ ++ + ++ +
ATSP4 |+ - Y - + ++ - +
ATSP5 |- - Y + ++ |- - +
ATSP6 |+ - Y + + ++ - +
ATSP7 |- - Y + ++ + + +
ATSP9 |- - Y - + - - +
ATSP10 | - - Y ++ - + + +
ATP15 - - Y ++ ++ ++ ++ +
ATP28 |+ - B ++ ++ ++ ++ +
ATP35 |+ - B ++ ++ ++ ++ +
ATP41 |+ + ] ++ ++ ++ + +
GH60 - + Y + ++ + + +
GH61 |- - Y - - - - -
0S65 + - B ++ ++ ++ ++ +
OS 66 + + B ++ ++ ++ + +
ATSP77 | + - Y - - + - +
ATSP78 | + - Y ++ ++ ++ + +

(-): Absence, (+) : Présence, (B):Claire, (y): Absence, (P) : pigmentation
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VI .7. Resultats d’hydrolyse de I'amidon : recherche d'amylase

A partir le tableau 11 b et la planche 13 le test d’hydrolyse d’amidon est positif pour 10
isolats qui donné 53 % enzymes produit par les actinomycetes (Gunasinghe et al., 2020).

Donc ces souches présentent une activité amylolytique sur milieu GN a base amidon aprés
I'addition du Lugol I'absence de coloration bleue autour des colonies bactériennes signifie que
I'amidon est hydrolysé dans cette zone .Cette hydrolyse est due a la présence des amylases dans
le milieu qui sont secrétes par les actinomycetes (Stamford et al., 2001 ; Santos et al., 2012)
comme les souches (ATSP 3, ATP 28, OS 65) alors que l'apparition d'un couleur brune des
souches ( ATSP1, ATSP 15, GH 60 ) signifie que I'amidon n'a pas été hydrolysé .

Plusieurs travaux rapportent les mémes résultats de test amylase par rapport aux souches
d'actinomycetes qui sont comparables avec les études de Allouani et al., (2019) ainsi que Saci et

al., (2017), ces études confirment que les actinomycetes possédent une activité amylatique.
VI .8. Résultat d'hydrolyse de la caséine

Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau 11 b apres 14 jours de culture en milieu
a base de caseine 5%, I’hydrolyse de la caséine est indiquée par l'apparition d'un halo autour des
colonies et la production de caséinase par 3 souches d'actinomycetes ATP 41, GH 60, OS 66 par
opposition le restes des souches ne montre aucune résultat positive de production de caséinase
(planche 13) , la présence de ces zones claires signifie que la caséine présente dans le milieu de

culture a été hydrolysée les enzymes des actinomycetes.

Plusieurs travaux réaliser sur les actinomyceétes prouvent que la plupart de ses souches
peuvent hydrolyser les caséines du lait (Mihaela et al., 201; Ara et al., 2012 ; Palaniyandi et
al., 2013) et autres travaux réaliser sur les actinobactéries prouvent que la plupart des souches
Streptomycess peuvent hydrolyser les caséines du lait (Mihaela et al., 2011 ; Palaniyandi et al.,
2013 ; Boughachiche et al., 2016).

V1 .9. Resultat d'hémolyse : recherche d*hémolysine

D'aprés le Tableau 11 b, on peut voir que 26,32% de ces souches ont une activite B-

hémolytique et 73,68% (y) n' ont pas des zones d’hémolyse ( voir matériel et méthode ).

Ces résultats concordent avec ceux présentés par Le brun et al., (2015) et Guérin et al.,
(2008) qui exprime que des genres Arcanobactériu , Mobiluncus et Actinomyces ont une activité
hémolytique au gélose au sang sous forme des colonies d'activité hémolytique variable (planche

13).

70



Résultats et discussion

V1 .10. Résultat de test d'utilisation des composés glucidiques

D'aprés le Tableau 11 b et la planche 14 on remarque que 14 isolats (soit 73, 68% ) croissent
en milieu ISP9 contenant le mannitol comme une seule source de carbone alors que les restants
des isolats ne sont pas poussée. Par ailleurs 16 des souches d'actinomycetes (soit 89,47% )
utilisent le fructose comme une seule source de carbone et les 3 autres n'utilisent pas le fructose,
les résultats obtenues montrent la croissance des isolats ATSP 1, ATSP 3, ATSP 7, ATSP 10,
ATSP 15, ATP 28, ATP 35, GH 60, OS 65, OS 66, ATSP 78 en présences de différentes souches
de carbone comme galactose et arabinose avec pourcentage de 63,15%, donc ces souches ont la
capacité d'utilisé le galactose et arabinose comme source de carbone pour la synthése des
métabolites essentielles a leur croissance a I'exception des souches ATSP 5, ATSP 9, GH 61
qui n'utilisent pas le galactose et arabinose comme une seule source de carbone. La souche ATSP
77 pousse seulement en présence de galactose comme un seule source de carbone (planche 13).

Les travaux de (Boudjelal —Benchikh, (2012) ; Belhout , (2012) ; Hamza et al., (2018) ;
Messaoudi, (2020 ) confirment ce résultats, d'un autre part, ces résultats sont similaires avec
ceux par Boudjalleb, (2009) qui montré que les différentes souches d'actinomycétes ont la
capacité d'utiliser différentes sources de carbones et produisent certains enzymes essentielles
pour leur métabolisme, ces enzymes ont utilisées dans plusieurs domaines comme les industries
alimentaires, l'industrie du textile, la bioconversion des déchets cellulosiques (Melki et al.,
2010 ; Merabti et al. , 2018) .
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Test de I'action sur lait écrémé

Test de citrate de simons

Test de bouillon nitrate Test de gélatinase

Test cellulase
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Planche 12. Photos des résultats de différentes tests métaboliques.
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Test Amidon Test caséinase Test ésterase

ATSP78

Planche 13. Photos des résultats de différentes tests d'amidon, caséinase et test éstérase .
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Test d’hymolyse

Test de dégradation les sucres

Galactose
k

Mannitol

Planche 14. Photos des résultats dedifférentes tests d'hémolyse et dégradation des sucres.
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VII . Résultat de I'étude statistique des isolats testées

L’étude statistique de I’ensemble des caracteres phénotypiques est représenté sous forme d’un

dendrogramme qui est représenté dans la figure 15 .
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Figure 15. Dendrogramme des tests physiologiques et chimiques des 19 isolats.

Selon les caractéristiques physiologiques et biochimiques étudier on a été traiter un
dendrogramme regroupe tous ces caracteres a été établir via le logiciel Excel stat version 2018.

D'apres les résultats I'ensemble des 19 isolats et regroupés en 3 classes :

La premiere classe regroupe 14 isolats, cette classe et subdivisé en 2 sous classes la premier
contient des similarités entre 1’isolat ATSP7, ATSP1, ATSP6, ATSP 9, ATSP 2 et ATSP 10 de
I'échantillon Hassi Tijran et GH 61 de I'échantillon de sol Ghardaia.et sous classe deux continent
I'isolat suivantes ATSP 77, ATP35, ATSP 15, ATP 28, ATSP 5, ATSP3 et ATSP 4.

Probablement ces résultats montrent que ces isolats appartiennent aux mémes genres mais des
especes differentes car leur caractere phénotypique est différents et les classifications selon ces
dernier caractéres est limitée (Shirling et Gottlieb, (1976) ; Benhadj et al., 2018).

La classe 2 comporte deux isolats de régions différentes (ATP 41 et GH 60) mais contient des
similarités entre eux ce qui montrent que ces isolats appartiennent aux méme mais et différentes

especes.

La classe 3 comporte une similarité entre 3 isolats de deux régions différentes oued souf et Hassi

Tijran sans plante ce qui montrent ce sont des especes différents appartient au méme genre.

On conclure que la classe 1 comporte les nombre d’isolats les plus élevés et leur similarité

importante, d'apres les résultats on remarque une diversité importante des 19 isolats.
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Conclusion et perspectives

Les objectifs essentiels de ce travail étaient la caractérisation phénotypique des souches
d’actinomycétes du sol des régions arides et semi-aride et la mise en évidence de leur
biodiversité métabolique secondaire biologiquement active (production des enzymes et activité

de biodégradation).

Dans ce travail nous avons isolée 56 souches d'actinomycetes a partir de quatre échantillons
de sol prélevés a différentes régions de 1’Algérie, 1'échantillon de Hassi Tijran sans plante

(ATSP) présentait le pourcentage le plus élevé d'isolats d'actinomycetes.

Alors que dans cette étude nous sommes basées a mettre en évidence la biodiversité
métabolique biologique de 19 isolats d'actinomycetes issus de la collection total d'actinomycetes

isolées.

D'autre part, nous nous intéressons aux phénotypes (macromorphologie et
micromorphologie), aux aspects physiologiques. Par ailleurs la caractérisation phénotypique
indique que tous les isolats sont des organismes Gram-positifs avec un aspect filamenteux
caractéristique des actinomycetes (Zergoug et al., 2020). Ainsi on a observé une diversité
culturale sur la gamme des ISP, reconnue par les nombreuses couleurs du mycélium de substrat
et du mycélium aérien aussi la présence ou l'absence de pigments solubles (Prescott et al.,
2003), a partir des études physiologiques indiquent que la plupart des isolats sont mésophiles
tolérants au sel et neutrophiles. Des études métaboliques ont révélé la capacité de l'isolat
particulier qui sont capables a biodégrader diverses molécules a activité cellulolytique et

amylolytique ainsi que la capacité a dégrader I'amidon, la caséine et la gélatine.

Nous pouvons conclure a I’issu de ce travail que les zones semi-aride de I’ Algérie présentent
une diversité taxonomique impressionnante des actinomycétes, ces derniers sont dotés d’une

diversité métabolique contribuant a plusieurs activités de biodégradation.
En perspective :

-Isolement des souche des actinomycetes a partir de d’autres régions arides et semi-aride ainsi

que d’¢élargir la gamme des milieux de cutures pour I’isolement.
-Identification moléculaire des isolats.

-Etude du pouvoir antagoniste des souches d’actinomycétes isolées vis-a-vis des bacteries,

levures et champignons filamenteux.
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Annexes
I. Les milieux d'isolement

1. ISP2 modifié

Extrait de levure.................... 49
Extrait de malt................ 10g
Glucose.....ccveveiieiree 49

Agar......200

H20 distillé modifié ................ 1000ml
PH:7.2

2. Caséine amidon modifié

Lait €écréme ........ccovvivviiiiiiiiiiinann. 0,3g
Extraitde levure ......................... 4g
Extraitdemalt ........................ 10g
GlUCOSE...uvvieiiiiiiiiiie, 4g
Bicromate de potassium ............ 30 mg
H20 distille modifié ................ 1000 mi
PH:7.2

Les Annexes

I1. Composition des milieux utilisés pour la purification et la conservation

Le milieu ISP2 :(purification et conservation )1.

Extrait de levure.................... 49
Extrait de malt................ 10g
GlUCOSE.....cvveviiiiici 49
Agar......200
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H20 distillé ................ 1000ml

2. Le milieu SFM ( conservation )

Mannitol....................... 20g
Farine de soja ................. 20g
Agaragar ................ 20g

H20 distillé .............. 1000ml

III. Les compositions des milieux utilisés pour I’étude morphologique des
actinomycetes

1. Les milieux ISP

ISP1

Agar ......................20g
H20 distillée ........ 1000ml
PH:7.0a7.2

ISP 2

Agar.....20g

H20 distillée................ 1000ml
PH:7.2

ISP 3

Avoine ....................20g

Solution saline standard.................. Iml

PH :7.2

L’ISP 4

Amidon ..........................10g
K2HPO4 ... lg
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Solution saline standard................ 1ml

H20 distillée.........coovveveie 1000ml

Agar. oo, 20g
PH:70a74

L’ISP 5

Glycérol.................. 109
L-Asparagine.............1g

K2HPO4 .................1¢g

Solution saline standard................1ml

H20 distillée .......................1000ml

Agar. ... 20g

PH:7.0a74

L’ISP 6

Peptone.......cccceeeen.e. 20g

Extraitde levure................cooiiiiiine, g

Citrate ferrique ammoniacal........................... 0.5g

K2HPO4 .............1¢g
Thiosulfate de sodium ..........0.08¢g
Agar. ........... 15¢

H20 distillée.................... 1000ml
PH:7.2

L’ISP 7

Glycérol ........15¢g
L-Tyrosine......0.5g
L-Asparagine ......1g

KH2PO4 ............0.5¢g

MgS04, 7H20 ......0.5g
NaCl........0.5¢g

FeSO4 7H20................0.01g
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Solution saline standard...........1ml
Agar .....20g

H20 distillée...........cccorvennne. 1000ml
PH:7.2

2. Composition des milieux utilisés pour I’étude physiologique

2.1Test Tolérance au Na Cl

Peptone de caséine........................... 10g/1
Extraitde levure........................... 5.0g/1
H20 distillée ..........cccccveeenrenneee..... 1000ml
Agar.......coooeiiiiiiinnn. 20.0g/1

PH:7.0a74
3. Composition des milieux utilisés pour I’étude de la biodégradation

3.1Milieu amidon 1%

GN..oooiiii, 100ml

Amidon .................. lg

3.2Milieu caséine 5%

Eau distille.................... 100ml

Agar ... 2g

Caséine soluble ......................eee. S5¢g

PH:6a6.5
3.3 Milieu de test action sur le lait écrémé 10%
Eaudistillé ...........cc....... 100ml

Solution saline ......50ml

CaCl22H20......ccceovvinnnnn. 0.1g
Tween 80.......ccvviiiiiiiiiiiiiinn 10ml
AT oo 18¢g
Eau distillé....................... 1000ml

3.5Citrate de Simmons
Citrate de SImmons......................... 28.29¢g



Eau distillée ........... 1000ml

PH:6a46.2

3.6bouillon nitrate « ISP 8 »

Bouillon nitrate ...................... 21g

Eau distillée..............cooooeieinnl. 1000ml
PH:7.2a7.2

3.7 ISP 9 liquide

(NH4)2SO04........cevenn. 2.64g

KH2POA4... ..o 2.38g
K2HPOA4......coiiii 5.65¢g
MgS04.7H20..........c........ lg

Solution saline 2.............. Iml

Eau distillée.................oooennie 1000ml
PH:6.8a7

3.8 Gélose Columbia au sang de patient a 10%
Columbia agar base ........................ 42.5¢
Eaudistillé ..., 1000g

IV . Les solutions et Réactifs

1.Solution saline standard

K2HpOA4... oo 0.25¢g
MgS04 TH20. ..o 0.125¢g
NaCl......0.125¢g

FeSo4 7H20......0.001g
MnSO4......iieeeenn, 0.001g

Eaudistille .................. 50ml

2.Solution salinel

FeSo4 7H20..............0.1g

Mn CI2 4H20.............0.1¢g

ZnS0O4 7H20.............. 0.1g

Eau distille............... 100ml

3.Solution saline 2

CuSo4 7TH20......cccevinnnn.. 0.64 g
FeSo4 7H20................0.11g
Mn CI2 4H20........coveeennnn 0.79¢
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ZnSO4 TH20.......covvenenenn. 0.15g
Eaudistille ...........ccoooeiiiiinnin. 100ml
4.Eau physiologique
NaCl..oeeeveenne 85¢g

H20 distillée................. 1000 ml
5.H20 distillé modifié

Echantillon de Sol................... 50g
Eaudistillé ..................... 250ml
Ajitation ...l 30min
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