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Introduction

Différents stress abiotiques tels la température, I'acidité et la salinité elevées, affectent
la croissance des microbes et les végétaux induisant un dysfonctionnement cellulaire allant
jusqu'a la mort (Roberts, 2005). La salinité des sols et des eaux d’irrigation est I’un des
facteurs limitatifs de la productivité végétale et du rendement agricole.

La résolution de ce probléme résiderait dans la sélection et I'amélioration de souches
bactériennes osmotolérantes promotrices de la croissance des plantes (PGPR), I'amélioration
des procédures de gestion et de choix appropriés aux cultivars des plantes et l'utilisation de
substances naturelles permettant la restauration et I'amélioration de I'agriculture telles que les
halophytes.

En effet, I'application des PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) constitue une
importance majeur dans l'agriculture, elle permet d'amiliorer la croissance des plantes par
I'emploi des ressources biologiques naturelles. Par ailleurs, l'utilisatuion des bactéries dans
I'agriculture offre bon rendement méme dans des conditions séveres comme la salinité, ceci
est genéralement lié a la stimulation du déveleppement racinaire, la biosynthése de
phytohormones et I'apport de nutriments et de I'eau.

Les molécules osmoprotectrices existent chez de nombreux étre vivants confrontés a la
salinité (microbes halophiles, halophytes, macroalgues marines...) leur permettant de vivre
de facon optimale dans des écosystemes salés, ces molécules restaurent aussi la croissance de
nombreuses bactéries halotolérantes (E. coli, Rhizobium) confrontés a des stress osmotiques
(Lamosa et al., 1998).

En effet l'utilisation de tels osmoprotecteurs pour la récupération de sols salés /arides
par la restauration aussi bien des bactéries du sol que les plantes parait intéressante. Bien
évidemment les bactéries et les plantes doivent présenter un intérét agricole. Notre choix s'est
porté sur I'étude des actinomycetes car ils constituent une sources naturelles de différentes
molécules bioactives comme les antibiotiques, les antifongiques, les vitamines et les enzymes
(Basilio et al., 2003) et leurs réponse a l'apport de molécules osmoprotectrices d'extraits d'un
halophyte (Atriplex halimus) une source efficace d'osmoprotecteurs pour les microorganismes

lorsque ils sont cultivés dans des conditions de stress osmotique induites par le sel.






Le sol est un environnement complexe caractérise par une grande diversité
d'organismes (notamment les microorganismes) et les composés chimiques et par la structure
physique complexe (Wild, 1993). Il est formé par la désagrégation physique, chimique et
biologique des roches en petites particules et selon la nature de la roche il y a plusieurs types
de sols dont la sebkha

Le mot sebkha est un terme de langue arabe qui est utilisé pour une dépression (parfois
une zone de plat) occupé par un lac, généralement salés, c'est un sol semi-aride de la nature

de sable, ou a peu pres dépourvue de végeétation et un taux élevé de sel (Kitouni et al., 2005).

I- Les microorganismes du sol

Les microorganismes du sol sont représentés par quelques métazoaires, des protozoaires, des
algues microscopiques, des champignons, des bactéries dont des actinomycetes, des
cyanobactéries et des virus (Wild, 1993; Maier et al., 2000). Une présentation des
microorganismes telluriques fondée sur des classifications traditionnelles et qui privilégie les
caractéristiques trophiques des organismes et leurs activités est proposée par Roger et al.
(2001). (Tab.1)

Tab. 1 : Principaux taxons de microorganismes du sol (Roger et al., 2001).



Grands groupes Taxons consideres comme mportants dans | Commentaires
le sol

VIS
Procaryotes Cyanobactenes Ex. Cyanophyeees (aloues)
photosynthetiques Bactenes pourpres et vertes

Bactenes Pseudomonales chimio-autotrophes
Pseudomonales churmo-heterotrophes
Eubactenales

Protistes infeneurs

Actmomycetes Myecobactenacees Les Actinomyeetes sont des
Actinomyeétaceées (ou Proactinomycetes) | bactéries Gram + a stcture
Streptonrycétacées vepétative de type mycelien
Actmoplanacees
Champignons Muosissures a plasmodium
Champignons a flagelle
Zypomycetes
Champignons supeneurs
Champignons mmparfaits
Algues Alpues vertes

Engléniens anssi dans les Protozoaires
Aloues jaumes, Diatomees
Protozoaires Ammbes

Testaces

Flagelles

Cilies

1- Les champignons

Ils sont hétérotrophes, certains d'entre eux sont saprophytes (Wild, 1993). La grande
majorité des champignons isolés sont ceux formant un grand nombre de spores,
particulierement les Mucorales (Mucor, Mortierella, Rhizous) et les deutéromycetes
(Penicillium, Aspergillus, cladosporium, Fusarium, Alternaria et Botrytis). Leur réle dans la
décomposition de la matiére organique est treés important, Ils dégradent la cellulose et la

lignine des végétaux (Maier et al., 2000).

2- Les algues

Les algues sont confinées a la surface du sol (Wild, 1993) ou aux quelgues centimeétres
supérieurs. Un grand nombre d'espéces a été isolé des sols mais seulement quelques unes sont
communes: Chlorococcum humicola et quelques Oedogonium et Vaucheria, elles sont
inconnues dans les eaux. Les formes du sol sont habituellement plus petites que celles
aquatiques, la plupart sont cosmopolites (ex: Hantzschia amphixus, des espéces de Nostoc,

Chlamydomonas, Stichococcus, Zygogonium, Hormidium).



3- Les protozoaires

Les genres de protozoaires du sol sont les méme que ceux des environnements aquatiques.
Tres peu sont exclusivement trouvés dans le sol. Les espéces les plus communes sont:
Heteromita globosa, Colpoda cucullus et Hartmanella hyalina. Ce sont des consommateurs
de bactéries, de levures et de champignons, ils sont impliqués aussi dans la décomposition de
la matiére organique (Maier et al., 2000)

4- Les Procaryotes du sol

4-1- Procaryotes photosynthétiques

4-1-1- Les cyanobactéries

Les cyanobactéries ou algues bleu-vert sont des procaryotes photosynthétiques dont certains
sont capables de fixer I'azote atmosphérique. Elles ont des formes structurales tres diverses
qui vont des organismes unicellulaires a des organismes pluricellulaires filamenteux
présentant des ramifications de plusieurs types et formant des thalles.

En raison de leur caractére photosynthétique, les cyanobactéries (fixatrices de N, ou non)

sont des producteurs primaires de matiere organique (Roger et al., 2001).

4-1-2- Les bactéries rouges ou vertes (rhodobactéries ou chlorobactéries)

Ce sont des microorganismes qui tirent leur énergie de la lumiére, possédent des pigments
spécifiques (bactériochlorophylles) et ne produisent pas d'oxygene. Les rhodobactéries sont
mobiles; elles se développent a la lumiere en anaérobiose en utilisant le CO, comme source
de carbone et des composés minéraux réduits (H,S, H,) comme donneurs d'électrons. Elles
peuvent aussi croitre a l'obscurité en aérobiose en oxydant des composés organiques et en
utilisant du carbone combiné. Les chlorobactéries sont immobiles et ne se développent qu'en
anaérobiose a la lumiére sur CO,. Les chlorobactéries et les rhodobactéries en raison de leurs
exigences écologiques particulieres (anaérobiose + lumiére) se rencontrent dans des milieux
contenant des sulfures et riches en matiere organique tels que les bassins de décantation, les
eaux lacustres riches en matiere organique, les litieres végeétales aquatiques et certains sols

hydromorphes. Elles ont un réle important dans le cycle du soufre (Roger et al., 2001).

4-2- Les bactéries non photosynthétiques



Les bactéries du sol ont une grande variété de formes. Elles peuvent étre mobiles ou
immobiles et posséder ou non des formes de résistance (spores, kystes).

Chez les bactéries sporulantes deux genres principaux, Bacillus et Clostridium sont abondants
dans le sol. Le genre Bacillus, trés hétérogéne, comprend des espéces anaérobies facultatives
ou aérobies, alors que les Clostridia sont toutes des fermentaires anaérobies stricts. Les
bactéries a Gram positif non sporulantes comprennent trois groupes principaux:

* Les bactéries lactiques fermentaires, donc anaérobies facultatives.

* Les bactéries méthanogenes, anaérobies strictes, utilisent le CO, comme accepteur final
d'électrons et produisent du méthane.

* Les corynébactéries de forme tres variable, intermédiaires entre les bactéries et le grand
groupe des actinomycetes (Davet, 1996).

Parmi les bactéries a Gram négatif hétérotrophes, de trés nombreuses espéces peuvent utiliser
une grande variété de composés organiques comme source de carbone et d'énergie. Ce groupe
d'une grande importance agronomique comprend les genres fixateurs d'azote Azotobacter,

Rhizobium, Pseudomonas, Enterobacter, Azospirilum, Klebsiella, etc... (Davet, 1996)

5- Les actinomycetes

5-1- Caracteres généraux

Les actinomycétes sont des bactéries a Gram positif avec un coefficient de Chargoff (G C)
élevé, saprophytes, largement distribuées dans le sol, l'eau et les plantes montrant une
diversité chimique et morphologique marquée, mais forment une ligne distincte de I'évolution
des organismes (Goodfellow et O'Donnell,1989).
Bien que les actinomycétes soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie
ressemble fortement a celle des micro-organismes eucaryotes comme les champignons
filamenteux (Osada, 1998). Les actinomycetes présentent des similitudes avec les eubactéries
et les champignons. Il existe des formes de transition, mycéliennes typiques et unicellulaires,
présentant une aptitude peu marquée a former un mycélium ramifié. Le diamétre des
filaments des formes mycéliennes est toutefois environ deux fois plus faible (0,5 a 1,2 um)
que celui des mycélia de champignons.

La plupart des actinomycétes sont terrestres, certaines especes sont marines (Mincer et al.,
2002). Les actinomyceétes sont répandus dans lI'environnement et la plupart des especes sont

chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de facon optimale dans la gamme de



pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et Wellington, 1982a;
Goodfellow et Williams, 1983). Les facteurs importants contr6lant I'abondance et I'activité
des actinomycetes dans le sol sont : la disponibilité des nutriments, la nature et I'abondance
de la matiére organique, la salinité, la teneur en humidité relative, la température, le pH et la

végétation du sol (Goodfellow et Williams,1983).

5-2- La taxonomie des actinomycetes

Stanier (1966) subdivise les actinomycétes en quatre familles:

1- Les mycobactériacées

Ce sont les actinomycetes dont la morphologie est la plus voisine de celle des bactéries: le
mycélium formé en début de développement se rompt rapidement pour libérer des batonnets
ramifiés ou irréguliers. Les mycobactériacées présentent des affinités marquées avec les
corynébactériacées et les bactéries lactiques.

IIs se différencient des autres bactéries et actinomycetes, a I'exception de certains

Nocardia, par leur acido-résistance. Cette famille est représentée par le seul genre
Mycobacterium qui comprend des especes pathogenes dont la plus connue est M.
tuberculosis, agent de la tuberculose (Stanier, 1966).

2- Les actinomycétacées (ou proactinomycétes)

Cette famille représentée par les genres Nocardia et Actinomyces occupe une position
intermédiaire entre les mycobactériacées caractérisées par une structure bactérienne et les
streptomycétacées caractérisées par une structure pseudo mycélienne. Elle differe des
mycobactériacées par sa croissance presque entiérement mycélienne avec toutefois une
tendance variable a la segmentation. Elle differe des streptomycétacées par l'absence de
conidies (Tab.2) (Stanier, 1966).

Tab. 2 : Caractéristiques principales de genres d'actinomycetes fréquents dans les sols.
(Stanier, 1966)



Nocardia Filaments qui se fragmentent rapidement en unités bactériformes.
Les filaments se développent rarement au-dessus du milien. Les spores
sont rarement produites.

Thermoactinomvees Spores uniques formées sur des filaments dans et au-dessus du milie.
Spores thermorésistantes. Especes thermophiles.

Strepromyees Longues chaines de spores formées sur des filaments qui se développent
an dessus du milien de culture. De nombreuses espéces produisent des
antibiotiques.

Streptosporangium Spores formées dans des sporanges ou en chaines sur les filaments au-
dessus du milien. Colonies morphologiquement semblables aux
Steptomyees.

Micromonospora Les filaments ne se développent pas au dessus du milien, Spores
uniques produites dans ou a la surface du mulien. Croissance lente.

3- Les streptomycétacées

Cette famille est caractérisée par une structure myceélienne permanente. La

reproduction se fait par conidies et rappelle, pour cette raison, celle des champignons. Le
genre Streptomyces est tres répandu dans le sol ou il représente souvent 70 a 90 % des
actinomyceétes. Il se distingue des Nocardia par leur mycélium végétatif persistant quel que
soit le stade de développement et une reproduction par des conidies en chaine. Les colonies
de Streptomyces comprennent un mycélium végétatif tres serré, implanté dans le milieu et un
mycélium aérien, plus lache, d'aspect poudreux, formé

d'hyphes terminés par des conidies en chaines. Le genre Micromonospora est caractérisé par
un développement faible ou nul du mycélium aérien; les conidies, isolées ou en grappes, sont
portées directement par le mycélium végétatif. Les différentes espéces, pour la plupart

thermophiles, se développent surtout dans les fumiers et les composts (Figl) (Stanier, 1966).
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1 : Principaux groupes d'actinomycétes (Stanier, 1966)

4- Les actinoplanacées
Les especes appartenant a cette famille ont un cycle qui présente un stade mobile

(sporangiospores mobiles). Le genre Actinoplanes est aquatique (Stanier, 1966).

5-3- Role des actinomycétes dans le sol

Dans le sol, la densité des actinomyceétes, essentiellement représentés par les genres Nocardia
et Streptomyces, est en général 3 a 15 fois plus faible que celle des bactéries et varie entre
10° et 10® unités /g de sol. Leur densité augmente dans les sols alcalins et décroit dans les
sols submergés (Goodfellow et Williams, 1983). Leur role dans le sol est important en raison
de leur aptitude a dégrader les substances organiques non biodégradables par les
champignons et les bactéries (Crawford, 1993), et a produire des substances probiotiques et
antibiotiques (Kieser et al., 2000). Les premiers stades de la dégradation de la matiére
organique sont le fait de bactéries et de champignons. Les actinomycéetes ne se développent
pas durant ces premiers stades en raison de leur inaptitude a la compétition, par contre, ils se
développent relativement bien sur une matiére organique partiellement degradee et inapte a

porter une microflore fongique et bactérienne (Crawford, 1993).

1- La production d'antibiotiques



Les actinomycétes sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berdy, 2005). On estime que les deux tiers des quelque six mille
antibiotiques isolés jusqu'ici sont produits par les actinomycetes. Historiquement
A. Waksman fut le premier a démontrer la richesse des actinomycetes dans ce domaine, il
isola quatre des premiers antibiotiques utiles: I'actinomycine (1940)- antitumorale; la
streptomycine (1944)- antibactérienne et antituberculeuse ; la néomycine (1949)-
antibactérienne ; et la candicidine (1953)- antifongique ayant aussi des propriétés
pharmacologiques intéressantes en tant que ligand des stérols. Parmi les especes
actinomyceétales, les Streptomyces sont les plus importants producteurs d'antibiotiques et
autres métabolites secondaires, 75% des antibiotiques sont produits par les espéces de
streptomycétes (Revel et al., 2000).

Les antibiotiques des actinomycetes peuvent étre classés en groupes chimiques dont
voici quelques exemples:
Les aminoglycosides (streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine);
Les macrolides (érythromycine);
Les ansamycines (rifamycine);
Les béta-lactames (thiénamycine);
Les peptides (viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine);
Les tétracyclines (chlortétracycline, oxytétracycline);
Les nucléosides (puromycine);
Les polyénes (nystatine, candicidine, amphotéricine B);
Les polyéthers (monensine) (Berdy, 2005).
Les antibiotiques des actinomycetes sont utilisés aussi dans le traitement de certaines
maladies des plantes. La blasticidine, par exemple, est active sur Piricularia oryzae, un

pathogéne du riz (Tomita et al., 1990).

Les enzymes sont, aprés les antibiotiques, les plus importants produits des
actinomycetes. Certaines sont utilisées dans I’industrie alimentaire (isomérase du glucose) et
dans celle des détergents (protéases)

Les glycosidases des actinomycetes jouent un role important dans la dégradation des
biomasses végétales (amylases, xylanases) et animales (chitinases) (Tsujibo et al., 2003).

Certaines de ces enzymes peuvent avoir des applications médicales (neuraminidases,



estérases et oxydases des stérols), elles sont utilisées en biologie moléculaire (endonucléases
de restriction) (Mitsuiki et al., 2002). Cependant si les actinomycetes sont une source
appréciable d’enzymes, inversement, ils sont aussi une mine d’inhibiteurs d’enzymes de bas
poids moléculaire. Beaucoup d'actinomycetes producteurs d’antibiotiques élaborent non
seulement les enzymes nécessaires a leur formation mais aussi des enzymes inactivant les
antibiotiques pour se protéger de leur action toxique.

En plus des antibiotiques antimicrobiens, les actinomycétes sont une source de
substances antitumorales (actinomycine, adriamycine, rebeccamycine), insecticides
(mikkomycine), miticide (tétranactine), antihelmintiques (avermectines), pesticides
(antimycine A), herbicides (phosphinothricines) et de substances ayant des activités
biologiques les plus diverses (immunosuppressives, immunostimulantes) (Dietera et al.,
2003). Il ne faut pas oublier que les antibiotiques ont trouvé une application en agriculture a
des fins de lutte contre les maladies des animaux et des plantes et aussi pour stimuler la
croissance des animaux domestiques et accroitre les rendements zootechniques (Tomita et al.,
1990).

2- Les anti-fongique

Les antagonistes microbiens sont largement utilisés en lutte biologique contre les
champignons phytopathogenes. L'activité antagoniste de Streptomyces vis-a-vis des
pathogenes fongiques est généralement liée a la production de composés antifongiques
extracellulaires des enzymes hydrolytiques (Prapagdee et al., 2008). Les pramicidines sont
des antifongiques synthétisés par une souche d'Actinomadura bibisca (Tomita et al., 1990).
Elles sont tres actives contre des infection systémiques fongiques malgré leur activité
modérée in vitro (Jean-jacques sanglier et Martha Trujillo, 1997) A coté de leur production
d'antibiotiques, trés importante, les actinomycetes possédent d'autres propriétés intéressantes

parmi elles:

3- La solubilisation des phosphates

Généralement, le contenu de phosphore dans le sol est de 0,05% (p/p), cependant seule une
tres faible proportion des phosphates est disponible aux plantes, la majeure partie est
complexée par l'aluminium, le calcium et le magnésium (Kumar et al., 1999). Il n'est pas

requis en grandes quantités mais peut étre un important facteur limitant de la croissance.



Dans les champs, ce substrat est susceptible d'étre solubilisé par I'action de microorganismes
(Arcand et Schneider, 2006). La littérature décrit ces microorganismes solubilisant les
phosphate (PSM) comme appartenant a des genres d' Aspergillus, Penicillium, Thrichoderma,
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Microccocus,
Aereobacter, Erwinia et Actinomyces (Mba, 1997; Rudresh et al., 2005)

4- La production de phytohormones

Les phytohormones sont de petites molécules régulatrices de la croissance végétale (Zahir et
al., 1996) qui régissent la croissance et le développement en agissant sur la division,
I'élongation et la différenciation cellulaires, la régulation de l'activité enzymatique et
I'induction de la germination des racines (Archad et Frenkenberger, 1992). Les auxines sont
un groupe qui ont la capacité d'améliorer la croissance des plantes en stimulant I'élongation
des cellules, I'initiation des racines, la germination des graines et la croissance des semis (EI-
Tarabily, 2008). L'acide indole acétique (AIA) est une auxine naturelle commune et un
produit du métabolisme du L-tryptophan chez les microorganismes (Zahir et al., 1997).
Environ 80% des bactéries de la rhizosphére peuvent secréter de I'AIA (Bhavdish et al.,
2003). Plusieurs especes de Streptomyces, telles que olivaceoviridis, rimosus, et rochei de la
rhizosphere de tomate, sont concernées (Aldesuquy et al., 1998; Tokala et al., 2002; El-
Taralily, 2008). Aujourd'hui, certains actinomycetes de rhizosphére sont étudiés et mis au

point un produit commercial (Mahadevan et Crawford, 1997).

I1- Effets du sel sur la flore microbienne du sol

Les effets du stress salin sur l'activit¢ microbienne dans un sol sont complexes et
impreévisibles du fait que plusieurs interactions peuvent avoir lieu entre les ions, les bactéries
et les particules du sol (Polonenko et al., 1986). Puisque la membrane cytoplasmique

bactérienne est perméable a I'eau mais non a la plupart des métabolites, un choc hyper ou



hypoosmotique provoque un efflux ou un influx d'eau accompagné, respectivement, par une
diminution ou une augmentation concomitante du volume cytoplasmique. Vu la rigidité de la
paroi bactérienne, le choc hypoosmotique n'entraine généralement qu'une légere
augmentation du volume cytoplasmique. Par contre, le choc hyperosmotique a pour
conséquence de considérable contraction du volume cytoplasmique. L'importance de cette
plasmolyse dépend de I'osmolarité du milieu mais non de la nature du soluté.

L'exposition des bactéries a des conditions d’hyperosmolarités a comme résultat une
diminution de l'activité de I'eau cytoplasmique. Les protéines et d'autres macromolécules
biologiques ont une activité optimale entre certaines limites de valeurs de I'activité de I'eau,
en dehors desquelles celle-ci est perturbée. La plasmolyse entraine la dénaturation des
enzymes (Yancey et al, 1982) et donc [l'inhibition de processus physiologiques tels
I'accumulation de nutriments (Roth et al, 1985) ou la réplication de 'ADN (Meury, 1988).

III- Les mécanismes d'osmoadaptation

Une propriété dynamique et importante de cellules est leur capacité a s'adapter rapidement
aux changements de I'environnement dont lI'augmentation de concentration de NaCl. Pour
s'adapter a des exces externes de NaCl, les cellules accumulent une variété de petites
molécules dans le cytoplasme pour contrecarrer la pression osmotique externe. Les cations
inorganiques (K" et dans certaines cellules Na*) sont souvent des acteurs-clés dans I'équilibre
et la réponse osmotique.

L'accumulation de solutés assure aussi la stabilité des protéines qui agir comme des

chaperons chimiques dans les cellules (Roberts, 2005).

1- Les solutés compatibles

Les solutés compatibles sont de petites molécules osmolytes organiques (les sucres, les
polyols, les acides aminés, et leurs dérivés, les bétaines et les ectoines. Ils sont dits
"compatibles" car n'influent pas sur la physiologie et les processus cellulaires méme a des

concentrations intracellulaires élevées (Robert, 2005). En plus de leur action protectrice sur la



cellule entiére, ces solutés ont des effets significatifs sur les biomolécules in vitro. 1l s'agit &
la stabilisation des protéines et des structures d'acides nucléiques (Matthias, 2008).

Ces osmolytes peuvent étre synthétisées par la cellule ou transportés dans la cellule du
milieu, leur accumulation contribue a maintenir la pression de turgescence interne, le volume
des cellules et la concentration d'électrolytes, tous des éléments importants de la prolifération
cellulaire (Robert, 2005). Les plus rencontrés chez les bactéries sont les ions K, les acides
aminés tels le glutamate, la glutamine, la proline, le y-aminobutyrate et lI'alanine, les sucres
tels le saccharose et le trehalose, le glucosylglycérol et les dérivés méthylés d'acides aminés
tels la glycine bétaine (Brown, 1976; Yancey et al, 1982).

Ces osmolytes permettent non seulement aux cellules microbiennes de résister a une
osmolarité donné, mais également d'étendre leur capacité de coloniser des niches écologiques
plus salines (Kempf et Bremer, 1998; Bremer et Kramer, 2000). Ils ne peuvent traverser
rapidement les membranes cellulaires sans l'aide de systemes de transport et, pour la plupart,
ne portent pas de charge électrique nette aux valeurs neutres de pH (Csonka, 1989).
Cependant, les ions K et le glutamate constituent une exception a cette généralisation, et ces
deux solutés n'apportent aucune osmoprotection contre le stress hyperosmotique comme
certains des métabolites non chargés. 1l faut distinguer 2 classes de soluté compatibles.

Les uns n'ont aucun effet de stimulation sur la croissance des cellules en milieu a
forte osmolarité.

Les autres, par contre, ont un important effet de stimulation sur le taux de croissance
lorsqu'ils sont ajoutés au milieu de culture. Ce sont des osmoprotecteurs (Strem et Cool,
1983).

Lors d'un stress osmotique sévere, leurs concentrations intracellulaires peuvent attendre
1 M; des systémes de transport convenables sont évidemment mis en ceuvre pour les pomper
a partir du milieu extérieur (Csonka et Hanson, 1991; Csonka et Eptein, 1996; Da Costa et al,
1998).

1-1- Le potassium

Le potassium est le cation la plus abondant dans le cytoplasme des bactéries. Suite a
l'augmentation de I'osmolarité du milieu, les ions K™ sont accumulés comme réponse primaire
et transitoire afin de restaurer la pression de turgescence (Imhoff, 1986; Kempf et Bremer,
1998). Cette pression qui est la différence positive entre l'osmolarité interne et externe

(Epstein et Schultz, 1968). La concentration intracellulaire en ions K* augmente a peu prés



proportionnellement a I'osmolarité externe du milieu de croissance (Christian, 1955a;
Christian, 1955b; Christian et Waltho, 1961; Epstein et Schultz, 1968; Tempest et al., 1970;
Reed et Stewart, 1985). L'accumulation des ions K* n'est pas liée directement a la diminution
de l'activité de I'eau mais plutdt a la perte de la pression de turgescence (Laimins et al., 1981;
Meury et al.,, 1985) ou la réduction du volume cytoplasmique (Csonka, 1989). La
concentration intracellulaire du potassium est déterminée a la fois par son taux dentrée
(influx) et son taux de sortie (efflux) (Meury et al., 1985). Ces processus d'échange des ions
K" sont trés rapides. Enfin, la rétention des ions K" nécessite I'accumulation du glutathion
(Meury et Kepes, 1982). Les teneurs en ce métabolite augmentent avec le stress osmotique
(Munro et al., 1972).

1-2- Le glutamate

L'augmentation de la teneur intracellulaire en acides aminés en fonction du stress
osmotique a été constatée chez plusieurs espéces bactériennes (Britten et McClure, 1962;
Brown et Stanley, 1972; Hua et al., 1982; Makemson et Hastings, 1979). Parmi les acides
aminés accumulés, le glutamate, a lui seul, peut constituer plus de 50 % du pool total
(Tempest et al., 1970). Les concentrations atteintes sont directement proportionnelles a
I'osmolarité du milieu (Richey et al., 1987). La glutamine est aussi accumulée, mais ne

servirait que comme précurseur de la synthése du glutamate.

1-3- Le tréhalose

C'est un disaccharide non réducteur, formé de 2 molécules de glucose. Il est trouvé chez
certains animaux qui peuvent résister a la dessication ou il semble étre spécialement efficace
dans la protection des membranes biologiques (Crowe et al., 1984). Il est I'osmolyte
organique dominant chez certaines cyanobactéries (Mackay et al., 1984), Azotobacter
chrococcum, Klebsiella pneumoniae (D'Souza-Ault et al., 1993); Pseudomonas aerogenosa
(Madkour et al., 1990), Rhizobium meliloti (Smith et Smith, 1989). Le tréhalose n'est pas
accumulé en absence de stress osmotique ou quand les cellules se développent sous stress en
présence de glycine bétaine (Larsen et al., 1987), par contre la proline n'affecte pas son taux
d'accumulation (Rod et al., 1988).

1-4- La putrescine



La putrescine est une polyamine polycationique présente en quantités importantes chez
E. coli croissant en milieu minimum a pH neutre. Elle interviendrait dans la synthese de
I'ADN, de I'ARN et des protéines (Tabor et Tabor, 1985). Sa concentration cytoplasmique
est inversement proportionnelles a l'osmolarité du milieu (Munro et Coll, 1972). Elle
équilibrerait les charges sur les acides nucléiques et maintiendrait I'électroneutralité du
cytoplasme en compensant la chute de la concentration en ions K* (Higgins et al., 1987a).

1-5- Les polyols

Le polyols (exp: glycerol, arabitol, sorbitol, mannitol et inositol) sont des soluté
compatibles de des champignons, algues et plantes (Da Costa et al., 1998), rarement
accumulés par les bactéries avec des exceptions , c'est le cas de Zymomonas mobilis (sorbitol)
(Da Costa et al., 1998) et Pseudomonas putida (mannitol) (Kets et al., 1994)

2- Les osmoprotecteurs

Un composé est considéré osmoprotecteur si il stimule considérablement la croissance des
bactéries en présence de concentrations salines inhibitrices du milieu de culture (Le Rudulier,
1993; Wood, 1999).

2-1- La proline

La proline est accumulée a des fortes concentrations intracellulaires chez de nhombreux
microorganismes (Le Rudulier, 1993). Celle-ci peut étre accumulée a des concentrations
molaires (Da Costa et al., 1998). Elle contribue a la stimulation de la croissance de plusieurs
bactéries. C'est le cas de S. thyphimirium et E. coli (Le Rudulier et Bouillard, 1983; Csonka,
1989).

2-2 L'ectoine

L'ectoine (1, 4, 5, 6-tetrahydro-2 méthyle-4pyramidine) est un acide aminé cyclique
chargé positivement (Malin et Lapidot, 1996), découverte pour la premiere fois comme soluté
compatible endogene chez la bactérie phototrophe extrémement halophile Ectothiorhodospira
halochoris, d'ou son nom (Da Costa et al., 1998). Depuis, I' ectoine est détectée comme

osmoprotecteur efficace chez plusieurs genres de bactéries: Streptomyces (Malin et Lapiot,



1996), Pseudomonas (Kets et al., 1996) et E. coli (Talibart et al., 1994; Bremer et Kramer,
2000).

2-3- Les ammoniums quaternaires
Les bétaines, dérivés méthylés d'acides aminés, sont les représentants majeurs de cette
classe d'osmoprotecteurs. Il s'agit essentiellement de la glycine bétaine (G.B), la proline

bétaine, I'nydroxyproline bétaine, pépicolate bétaine (Rhodes et Hanson, 1993).

a- La glycine bétaine

Elle est la plus simple des bétaines. C'est une substance trés soluble dans I'eau et
hygroscopique. Il est donc possible qu'elle joue un réle dans I'attraction et la rétention de I'eau
dans les cellules (Le Redulier et al., 1984). La glycine bétaine est considérée comme le
compose cytoplasmique majeur chez certaines familles de plantes adaptées au stress
osmotique dd au sel (Storey et Wyn Jones, 1977; Wyn Jones et al., 1981), chez les macro-
algues (Ghoul et al, 1995), chez plusieurs espéces bactérienne: Pediococcus soyae
(Sakaguchi, 1960), E. coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae (Le Redulier et
Valentine, 1982; Le Redulier et Bouillard, 1983), Rhizobium meliloti (Bernard et al., 1986) et
chez d'autres bactéries (Csonka, 1989).

La glycine bétaine est un osmoprotecteur & des concentrations aussi basses que 1mM, elle
restaure la pression de turgescence et la croissance cellulaires en s'accumulant en grandes
quantités. Dans des condition de forte osmolarit¢ (NaCl 0,8 M), la concentration
intracellulaire en G.B peut attendre 600 mM (Le Redulier et Bouillard, 1983). Par sa
rétention de l'eau intracellulaire et son accumulation massive, elle rétablit I'équilibre
osmotique entre la cellule et le milieu extérieur et par conséquent, évite a la cellule la
plasmolyse et la déshydratation. La G.B est aussi un soluté compatible, elle s'accumule sans
perturber le métabolisme normal et les fonctions enzymatiques de la cellule. De plus, elle
stabilise la structure et la fonction des protéines et les protége conte I'effet dénaturant de la
force ionique (Brown, 1976; Yancey et al., 1982; Arakawa et Timasheff, 1985).

2-4- La choline
La choline est un composé azoté methylé (Boncompagni et al., 1999), elle effectue son

pouvoir osmoprotecteur suite & son accumulation et oxydation en G.B (Landfald et Strem,



1986; Csonka et Hanson, 1991; Bremer et Kramer, 2000). La voie de conversion se fait en 2
étapes et nécessite l'intervention de 2 enzymes (Landfard et Strgm, 1986), la choline
déshydrogénase (Styrvold et al., 1986) et la glycine bétaine déshydrogénase (Eshoo, 1988).
Ces 2 enzymes peuvent transformer de tres faibles concentrations extracellulaires de choline
(I mM) en des teneurs élevées de G.B intracellulaire (Landfard et Strgm, 1986).
Sinorhizobium mililoti (Smith et al.,, 1988), E. coli (Le Redulier et al., 1984) et

Brevibacterium linens sont des exemples (Bernard et al., 1993; Jebbar et al., 1995).

2-5- Les sulfoniums tertiaires

Ce sont des analogues soufrés des bétaines, utilisés comme solutés compatibles par
différents organismes vivants (Rhodes et Hanson, 1993). Le diméthylsulforiopropionate
(DMSP) est répandu dans les milieux marins (Da Costa et al., 1998). Il est accumulé
specifiquement comme osmoprotecteur lors d'une carence en azote dans le milieu (Ghoul,
1990; Ciula et al., 1997). Le dimethylsulfonioacétate (DMSA) a aussi un effet

osmoprotecteur aussi prononce que celui du DMSP et de la G.B (Chambers et al., 1987).

IV- Effet du sel sur les plantes

L’eau est une ressource indispensable pour les végétaux. Sa présence est une condition
indispensable pour que toute plante puisse se développer et assurer ses fonctions
physiologiques vitales. Cependant, cette ressource n’est pas toujours facile d’acces dans le
sol, suivant le milieu naturel. Ainsi les plantes présentes sur des surfaces séches ou salées

vont étre exposées a un stress hydrique important (Kulkarni et al., 2000). Dans le cas d’un



stress salin, une double problématique se pose a I’organisme végétal : d’un coté, la présence
de sel, en abaissant le potentiel hydrique du sol, menace 1’approvisionnement en eau de la
plante, de I’autre, I’absorption de sel dans les tissus perturbe le fonctionnement physiologique
normal des cellules (Hashem et al., 1998). Face a ce danger, toutes les plantes ne sont pas
égales. Certaines, nommeées glycophytes, ne sont pas capables de supporter la présence de sel
(Grattan et Grieve, 1992). Les halophytes adoptées aux conditions salines, au contraire, ont
développé des réponses physiologiques pour assurer leur approvisionnement en eau tout en

préservant leur métabolisme (Flowers et al., 1986).
1- Les perturbations physiologiques

Un exces de sel dans le protoplasme conduit a des perturbations dans la balance ionique
(Levigneron et al., 1995) et a des perturbations des enzymes (Guerrier, 1983), membranes et
autres macromolécules. Ces perturbations entrainent une faible production d’énergie par la
phosphorylation et la photorespiration, une assimilation de 1’azote perturbée et un
déreglement de nombreuses voies métaboliques (Levigneron et al.,, 1995) . Si la
concentration en sel excede le niveau de tolérance de la plante, des perturbations
fonctionnelles apparaissent au niveau de la photosynthése (Hashem et al., 1998).
L’acquisition de nutriments minéraux (K*, NOs~ ou Ca) est également réduite (Greive et
Shannon, 1999). La croissance des végétaux est perturbée par fortes concentrations de sel. La
plante montre alors des signes de stress par la production d’anthocyanes ou la destruction de
la chlorophylle (Ochatt et al., 1999). Des stress extrémes conduisent au nanisme et a

I’inhibition de la croissance racinaire (Johnson et al., 1996).

2- Les mécanismes d'halotolérance

En général, la tolérance est associée aux caractéristigues morphologiques et
physiologiques. La réponse des plantes et leur capacité a resister aux divers stress abiotiques
varient largement d'un genre a lautre et d'une espece a lautre (Ribaut et al, 2002).

L'halotolérance de nombreuses plantes est fonction des étapes de croissance (age et état



physiologique) (Frangois et al., 1994; Prado et al., 2000) et de la durée d'exposition au sel
(Del Amor et al., 1999).Elle impliquerait une synchronisation entre I'exclusion des ions dans
les pousses, la compartimentation ionique au niveau des feuilles (Carvajal et al., 1998;

Marconi et al., 2001) et I'ajustement osmotique (Marconi et al., 2001)

2-1- L'ajustement osmotique

La stratégiec mise en ceuvre vis-a-vis du stress hydrique est I'accumulation de solutés
dans les cellules (Meek et Oosterhuis, 2000). Ces solutés appartiennent a différentes classes,
les sucres, les alcools, les acides aminés, les ammoniums quaternaires (glycine bétaine et

proline) (Johnson et al., 1996) et les sulfoniums tertiaires (Kiene et al., 1999)

2-2- L'accumulation des solutés compatibles

Les composés azotés (protéines et autres acides aminés), hydroxylés (saccharose,
polyols et aligosaccharides) et les ammoniums quaternaires sont parmi les solutés
compatibles accumulés par les plantes. Le type d'osmolyte accumulé dépend de
I'environnement naturel de chaque espéce végétale (Rhodes et Hanson, 1993; Bohnert et al.,
1995).

3- Les halophytes

Les halophytes sont des plantes naturellement adaptées aux milieux salés. La
concentration intracellulaire de ces plantes en peut attendre 1M grace a I'haloadaptation
spécifique des enzymes de la paroi cellulaire et des tissus (Flowers et al., 1986; Kohl, 1997).

De point de vue écologique les halophytes sont classées en trois catégories:

-Les halophytes proprement dit: tolerent des taux relativement faibles, de 40 a 100 mM dans

une solution de sol.

-Les euhalophytes: pouvant supporter des concentrations salines de l'ordre de 100 a 500 mM,
tel que Atriplex spp.

-Les hyperhalophytes: se développant a des concentrations salines excédant celles de I'eau de

mer, tel que Sueda spp, Salicornia spp (Le Houérou, 1993)



L'ajustement osmotique nécessite l'accumulation de solutés compatibles organiques tels: les
sucres, les polyols, les bétaines et la proline (Prado et al., 2000; Mile et al., 2002)

a- Les ammoniums quaternaires

La glycine bétaine (G.B), I'ammonium le plus répondu chez les plantes supérieures, est
accumulée suite a un stress abiotique, telle une salinité élevee (Rhodes et al., 1993). Elle joue
un réle majeur dans la stabilisation des structures des enzymes et des complexes protéiniques
et dans le maintien de Il'intégrité des membranes contre les effets délétéres de I'exces de sel,
de froid, de la chaleur et la congélation (Hayashi et al., 1997; Sakamoto et Murata, 2002). La
G.B améliore aussi la fixation d'azote par les plantes soumises a un stress salin (Pocard et al.,
1991). Les halophytes accumulent des quantités énormes de G.B (Kohl, 1997; Larguet,
1998). Les épinards (Sulpice et al., 1998), lI'orge (Hayashi et al., 1997) et le blé (Sabry et al.,
1995) sont des exemples de glycophytes accumulant de la G.B. Les plantes supérieures
synthétisent la G.B a partir de la choline dans deux réaction enzymatiques (Nyyossola et al.,
2001; Yokoi et al., 2002)

b- La proline

L'accumulation de la proline est une réponse adaptative des tissus des plantes exposées a
un stress osmotique (Aziz et al., 1999; Mile et al., 2002) et aussi chez certaines halophytes
(Wyn Jones, 1980). La proline joue un réle dans le maintien de la turgescence et la protection
des membranes et des systemes enzymatiques (Monneveux, 1997), elle est accumulée surtout
dans les environnements secs (Bohnert et al., 1995; Sabry et al., 1995). Des concentrations
élevées en NaCl (100 mM) causent l'augmentation de l'accumulation de proline chez les
especes de soja (Bourgouis-Chaillou et al., 1991) et de Poplar (Watanabe et al., 2000).

c- Les sulfoniums tertiaires

Le diméthylsulforiopropionate (DMSP) est particulierement retrouvé chez les algues
unicellulaires et les macro-algues (Kiene et al., 1999) et chez les plantes a fleurs dans les

milieux carencés en azote (Rhodes et Hanson, 1993; Mc Neil et al., 1999).

d- L'ectoine



L'introduction de genes impliqués dans la voie biosynthétique de I'ectoine dans les cellules de
tabac conduit & une meilleure tolérance au choc hyper osmotique chez les plantes
transgeniques (Nakayama et al., 2000)

e- Les polyols

Les polyols fonctionnent dans 2 voies difficiles a séparer: ajustement osmotique (en
facilitant la rétention de I'eau dans le cytoplasme) et osmoprotection (grace a l'interaction
avec les membranes, les enzymes ou les complexes protéiques) (Bohnert et al., 1995).

Le mannitol et le pinitol sont accumulés par les plantes pour I'ajustement osmotique

dans un milieu salé (Bohnert et al., 1995).

La synthése d'inositol augmente chez les plantes d' Arabidopsis en réponse a un stress
salin (Dewald et al., 2001).

f- Le potassium

Le potassium est I'osmolyte inorganique principal des plantes (Aziz et al., 1999). Il est
nécessaire au maintien de la turgescence et a I'ajustement osmotique. Chez les plantes sous
stress salin, il est accumulé dans la vacuole pour servir de soluté compatible (Bohnert et
Shen, 1999).

4- Atriplex halimus

Cette plante est connue pour ses intéréts écologiques et économiques, pour son usage comme
plante fourragére (Alazzeh et abu-zanat, 2004) et pour sa tolérance a la salinité et a I’aridité
(Abbad et al., 2004). Elle est considérée parmi les espéce végétales qui valorisent le mieux
I’eau des terrains salés, grace a sa pression osmotique vacuolaire élevee due a de fortes
concentrations en sels. Elle possede par ailleurs, un systeme racinaire tres développé, fixant
les couches supérieures du sol et peut étre utilisee comme moyen de lutte contre la
désertification. (Belkhodja et Bidai, 2004).



Fig. 2 : Atriplex halimus

VI- L'interaction microbe-plante

Les interactions entre les plantes et les microbes font partie intégrante de notre écosystéeme
terrestre. Il existe plusieurs types d'interactions plantes-microbes.

Les plus courantes sont le commensalisme et le mutualisme ou les deux bénéficient de leur
relation (Campbell, 1995). Les avantages de la connaissance de ces interactions pour les
applications biotechnologiques sont nombreux:

1- Dans la lutte biologique et les traitements pesticides menant a bon rapport co(t /efficacité
et moins d'impact sur la flore environnante (Boddey et al., 2003).



2- La production de composés d'intérét pharmaceutique et industriel avec moins d'énergie
(Wu et al., 2007; Del Giudice et al., 2008)

3- La diminution de la nécessité d'ajouter les précurseurs et les catalyseurs codteux
(Anderson et al., 1993).

4- La séquestration du carbone par des processus de plantes rhizosphére est une méthode
potentiellement durable a la réduction du carbone atmosphérique (Kumar et al., 2006).

1- Effets rhizospheriques

Les rhizobactéries sont des bactéries ayant I'aptitude & coloniser les racines de fagon
intense (Lemenceau, 1992). Les bactéries non symbiotiques répandant a cette définition
appartiennent a différents genres dont les plus étudiés sont: Agrobacterium, Azospirillum,
Bacillus et Pseudomonas (Lemenceau, 1992).

Durant la germination et la croissance racinaire, la libération de matériel organique et
inorganique favorise le développement de populations microbiennes spécifiques autour de la

racine. Ce phénomeéne est appelé:«effet rhizosphére>» (Whipps, 2001).

2- Effet des rhizobactéries sur les plantes

Les études basées sur la bactérisation ont montré deux principaux effets bénéfiques des
bactéries rhizosphériques sur les plantes:
-stimulation de la croissance des plantes.

-protection des plantes contre les maladies d'origine tellurique.

2-1- Les microorganismes promoteurs de la croissance (PGPR Plant Growth Promoting
Rhizo-bacteria

Les interactions plantes-microorganismes sont utilisées pour améliorer la croissance des
plantes pour la production des aliments, de fibres, les biocarburants et les principaux
métabolites. L'interaction mutualiste peut étre bénéfique directement avec des nutriments
pour la plante ou en augmentant la disponibilité des composés tels que le fer ou le phosphate
et également par des composés qui affectent directement le métabolisme des plantes (la
production ou la dégradation de phytohormones). Les phytohormones: les auxines, les

cytokinines, l'acide gibbérellique (GA3), I'acide abscissique et I'éthylene sont des molécules-



signal indispensables a la croissance qui induisent une gamme de processus de

développement dans les plantes (Cindy et al., 2009).

2-2- Les biofertilisants

Puisque les engrais chimiques sont colteux, le développement des engrais biologiques est un
domaine important et passionnant. Les relations symbiotiques établies entre les plantes et les
bactéries comme Rhizobium et des actinomycétes (Frankia par exemple) fournissent la
plupart de l'azote (N) a la disposition des légumineuses et des especes de plantes
actinorhiziennes. Un certain nombre d'études ont tenté de mettre au point la nouvelle
association entre les plantes non Iégumineuses et les bactéries fixatrices d'azote, mais ces

tentatives ont été souvent infructueuses (Preininger et Gyurjan, 2001).

2-3- Modulation de phytohormones

Les bactéries de la rhizosphere et les épiphytes phyllosphére-colonisateurs produisent une
gamme de phytohormones stimulant la croissance des plantes. Une étude récente de Boiero
(2007) a évalué la synthese de phytohormones de souches de Bradyrhizobium japonicum
disponibles dans le commerce cultivées en cultures pures. Celles-ci ont la capacité
différentielle pour produire les cing principales phytohormones: les auxines, les cytokinines,
I'acide gibbérellique (GA3), I'acide abscissique et I'éthyléne.

2-4- La production de composés bioactifs et des biomatériaux

Les métabolites secondaires produits par les plantes constituent une source importante de
composés bioactifs peuvant étre utilisés comme agents thérapeutiques ou pour la production
de biomatériaux. L'interaction plante-microbe peut étre exploité pour améliorer la production
de métabolites secondaires importants (Guillon et al., 2009). Une culture mixte de Salivia
miltiorrhiza et Bacillus sp. favorise la production de tashinone qui est une molécule bioactive
utilisée dans la médecine chinoise contre les maladies cardio-vasculaires et la prévention des
inflammations (Wu et al., 2007).






I- Isolement des actinomycetes a partir de sol salé

1- Echantillonage

Les souches d'actinomyceétes faisant I'objectif de cette étude ont été isolées de sol de trois
sites différents de la Sebkha de Bazer-Sekra (Sétif) au nord-est algerien au début du
printemps 2010.



Les cing premiers centimétres de la couche superficielle du sol sont écartés. A I'aide d'une
spatule stérile 100-150 g de sol sont recueillis dans un flacon stérile a partir de la couche
sous-jacente (rhizoplan) 20 cm de profondeur et transporté le plus rapidement possible au
laboratoire a 4 °C (Pochon et Tardieux, 1962).

L'échantillon est tamisé a travers un tamis mécanique de 2mm, laissé a sécher a l'air libre
et a température ambiante pendant une semaine. Il servira a l'isolement des actinomyceétes
(Saadoun et Gharaibeh, 2003).

2- Isolement des actinomycétes

1g d'échantillon de sol est dilué dans 10ml d’eau physiologique stérile (9 /oo NaCl) puis
agité au vortex deux fois pendant 5 min. Pour cette suspension une série de dilutions
décimales (de10™ & 10™) est effectuée (Boughachiche et al., 2005).

2-1- Préparation de milieu pour I'isolement
a- Starch Casein Agar (S.C.A)
Starch Casein Agar sert a l'isolement des souches actinomycétales du sol (Gordon et al.,
1974; Hayakawa et Nonomura, 1987a) (annexes).

Apres autoclavage (121°C, 15 min) et refroidissement vers 50°C, une solution de
nystatine (antifongique) (Fluka) (50 pg ml™) et 10 pl ml? dacide nalidixique (Fluka)
(antibactérien inhibant les bactéries a Gram neégatif) sont rajoutées au milieu (Cavala et
Eberlin, 1994).

Le milieu SCA est ensemencé avec 0,1ml de chaque dilution (10™ & 10™) (en triplicata). Les
boites sont incubées a 30°C et observées quotidiennement aprés une semaine (Collins et al.,
1995).

2-2- Aspect macro- et microscopique et purification
L'aspect des colonies sur milieu solide (forme et pigmentation) est un critére important
d'identification. L'allure des contours (réguliers, irréguliers...), la surface (colonie lisse et

brillante, rugueuse...) et la consistance (colonie crémeuse, séche...) sont des éléments a



relever. L'odeur apporte également une information précieuse pour quelques souches
(Guiraud et Galzy, 1980).

Toutes les colonies se rapprochant par leur aspect macroscopique aux actinomycetes sont
observées au microscope (x 100) a I'état frais et aprés coloration de Gram. Celles appartenant
aux actinomycetes sont repiquees par la méthode des stries sur le milieu SCA. Cette derniére
operation est répétée jusqu’a obtention de souches pures (Boughachiche et al., 2005).

2-3- Conservation des souches

Les colonies d’actinomycetes isolées, purifiées et ensemencées sur milieu SCA exempt
d’antibiotiques sont incubées a 30°C pendant deux semaines puis conservées a 4°C. Le
repiquage est réalisé tous les deux mois. Pour une conservation de longue durée, des cultures
de deux semaines d'actinomycetes en milieu liquide sont additionnées de glycérol stérile a
une concentration finale de 15% (V/V) et sont immédiatement congelées (Boughachiche et
al., 2005).
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Fig. 3 : Etapes relatives a I'isolement des actinomycétes du sol salé.



II- Effet de NaCl et/ou de glycine bétaine sur la croissance des souches

actinomyceétales
1- Milieux d*étude de I'halotolérance
La croissance des souches actinomycétales, en présence de chlorure de sodium
*(sel), est étudiée en utilisant deux de milieux de culture:
-Le milieu minéral minimum: SMM (Hamdali et al., 2008) (annexes).

Il est additionné de glucose (10g), source de carbone et d'énergie. Le pH est ajusté a 7,2 a

-Le milieu SMM additionné de glycine bétaine (G.B) 1mM (SMM+G.B) molécule

connue pour son role dans la restauration de la croissance bactérienne en milieu d'osmolarités

élevées pour de nombreuses bactéries. Pour ceci, une solution mére de G.B (100 mM)
(Sigma) est stérilisée par passage a travers une membrane Millipore (porosité= 0,22um) et
ajoutée au milieu SMM a une concentration finale de 1 mM.

-Le Starch Casein Agar complexe et hautement nutritif permet une bonne croissance

des actinomycetes. Il est stérilisé a 121°C pendant 15 min et additionné de glycine bétaine
(G.B) ImM.
(*): Les concentrations suivantes en chlorure de sodium (NaCl/Fluka) sont fixées pour

chaque milieu (0,5- 1- 1,5M). Un témoin sans sel est évidemment réalisé.

2- Les cultures bactériennes

05 ml d'un bouillon starch caséin sont ensemencés a partir d'une culture bactérienne
fraiche et incubés a 30°C pendant 7jours. La suspension bactérienne est alors centrifugée a
3000 x g/15 min et le culot est lavé a 3 reprises par 5ml d'eau physiologique (NaCl: 9g/l) puis
repris finalement par 10ml (si la croissance constatée est faible, le volume utilisé sera de
5ml).

La suspension bactérienne lavée servira a inoculer les milieux de cultures répartis en

tubes.



3- Etude de la croissance bactérienne en présence de sel

Les milieux de cultures (SMM, SMM+G.B1mM, SCA, SCA+G.B1mM) de différentes
concentrations en sel sont aliquotés dans des tubes de 10ml.

Les milieux sont ensuite inoculés par 0,Aml de la culture bactérienne homogénéisée et
incubées a 30°C pendant 7j. La croissance bactérienne dans les différents tubes est
déterminée par la mesure de turbidité a 595 nm pour SCA et 600nm pour SMM. La
concentration saline maximale ayant permis la croissance bactérienne est notée a chaque fois

dans les différents milieux.



Préparation de milieux
S.M.MetS.C.A

Addition de sel et/ou la
G.B

Sel:05-1-15M

G.B: 1 mM (stérile)
Témoin: sans sel et sans
G.B

A 4

Préparation de culture
bactérienne

A 4

Inoculation dans les
milieux (S.M.M et
S.C.A salés et
additionnés de G.B

A 4

Incubation (30°C, 7j)

A 4

Lecture de la D.O a 595
nm pour SCA et 600nm
pour SMM par un
spectrophotometre




Fig. 4 : Etapes relatives de I'effet de sel et/ou GB sur la croissance des souches
actinomycetes.
I11- Effet de sel et/ou d'extrait d'halophyte sur la croissance des souches
actinomycetales
1- Choix et préparation d'halophyte
Sur la base de la bibliographie, I'nalophyte choisie est Atriplex halimus. En effet, les
especes de Atriplex (famille: Chenopodiaceae) élabore de la glycine bétaine comme
osmoprotecteur en réponse a un stress osmotique (Wyn Jones et al., 1981; Larguet, 1998).
L'halophyte est prélevé dans la région de (Ain oulman) (Sétif) en Novembre. Apres
élimination des particules de sol adhérant aux racines, la plante entiere laissée a sécher a
I'ombre pendant 2 semaines puis broyée et réduite en poudre (moulinette) afin de permettre

un meilleur relargage des substances intracellulaires.

2- Préparation d'extrait aqueux de Atriplex halimus

L'extrait aqueux d'halophyte est préparé comme suit:
0,5 g de matériel vegétal en poudre est bouilli dans 10 ml d'eau distillée avec agitation pour
un meilleur relargage des molécules osmoprotectrices pendant 2 heures a 100 °C.
L'échantillon est dilué dans un tampon KH,PO, (50 mM) (pH = 4,6). L'échantillon est
refroidi et filtré a travers une membrane 0,45 um (Naguib, 1963).
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Fig. 5 : Préparation d'extrait aqueux de Atriplex halimus (Naguib, 1963).



3- Milieux SMM et SCA et/ou extrait aqueux de Atriplex halimus

1 ml d'extrait aqueux de Atriplex halimus est additionné aux milieux SMM et SCA
(10ml) aux différentes concentrations de NaCl (0- 0,5- 1- 1,5M). lls sont ensuite inoculés par
0.1ml de la culture bactérienne homogeénéisee et incubés a 30 °C. La croissance des souches
éme

est déterminée au jour de croissance par la mesure de turbidité a 595 nm pour SCA et

600nm pour SMM avec un spectrophotometre.
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Fig. 6 : Etapes relative de I'effet de sel et/ou d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance

des souches actinomycetes.

V- Effet de NaCl et d'osmoprotecteurs sur I'activité antibactérienne des

souches
1- Mise en évidence de I'activité antibactérienne des souches actinomycétales

Six souches bactériennes d'origine hospitaliere sont utilisées pour ce test:
Staphylococcus  aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis et Enterobacter aerogenes. Elles sont isolées a partir de produits
pathologiques de malades hospitalisés au Etablissement Hospitalier Spécialise Mére et
Enfant-EL-Eulma, alors que Bacillus cereus est aimablement fourni par le Laboratoire de
Microbiologie Appliquée, Sétif (Mr Belhadj Hani)

La recherche des métabolites antibactériens est effectuée par la technique des cylindres
d’agar qui consiste a prélever des cylindres de gélose (6mm de diamétre) de cultures
d’actinomycétes de 14 jours et de les deposer sur milieu gélose Muller-Hinton (Sigma)
ensemencé avec une bactérie-test. Les zones d’inhibition sont mesurées aprés 24 heures
d’incubation a 37°C. Plus cette zone est grande (@), plus I'activité antibactérienne est grande
(Tortorano et al., 1979; Saadoun et Al moumani, 1997; Lemriss et al., 2003; Petrosyan et al.,
2003).
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Fig. 7 : Mise en évidence de I'activité antibactérienne des souches actinomycétales.

2- Etude de I'effet de NaCl et d'osmoprotecteurs sur I'activité antibactérienne des
souches

L'effet de NaCl et d'osmoprotecteurs sur la production d'antibiotiques est déterminé par
I'ensemencement des souches sur milieu SCA salé (0- 0,5- 1- 1,5M) et de G.B (1mM) et/ou
d'extrait de Atriplex halimus (Singh et al., 2009). La recherche des métabolites antibactériens
est réalisée par la méme technique (celle des cylindres d’agar) (Tortorano et al., 1979;

Saadoun et Al moumani, 1997; Lemriss et al., 2003; Petrosyan et al., 2003)

3- Analyses statistiques

Afin d'apprécier les effects de NaCl, de G.B et d'extrait de Atriplex halimus sur la
croissance et l'activité des souches d'une part et de permettre la comparaison entre les
capacités de chaque souche actinomycetale (11 souches), des analyses statistiques sont
conduites (logiciel ASSISTAT; Francisco de Assis Santos e Sily; Brazil; version 7,6;

g
edition 2011) par l'utilisation de test de Tukey au seuil d'erreur Fischer 2 a ™ 0.05.






Plusieurs paramétres sont étudiés: I'isolement des actinomycétes de la Sebkha, [I'effet
de NaCl et/ou de glycine bétaine sur la croissance. En outre, I'étude de I'impact de I'addition
d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de souches (ayant une activité antibactérienne)

en milieux minimum (SMM) et riche (SCA) et sur I'activité antibactérienne de ces souches.

Les propriétés pédologiques
Les valeurs de pH, de conductivité électrique et de poids sec du sol prélevé sont
respectivement de 8,57- 11,32 mS/cm et de16,04 g / 20g.

I- Isolement des actinomycetes

Sur milieu sélectif utilisé (SCA), 45 colonies bactériennes différentes par leurs forme et
aspect et se rapprochant de ceux des actinomycetes ont été isolés.

L’observation microscopique (état frais et coloration de Gram) a révélé que parmi les 45
colonies, 39 sont a Gram positif, dont 34 presentent un aspect mycélien, les 6 autres sont des
cocci a Gram négatif.



Les 34 souches d'actinomycetes cultivées séparément présentent différents aspects
macroscopiques sur milieu SCA mais sont toutes denses et incrustées dans la gélose, leur

nombre est de 2,30 x 10 * UFC / g.

1- Les caractéristiques morphologiques des souches

Les actinomycetes ont un aspect morphologique trés caractéristique (Boudemagh et al., 2005)
(Fig.8). Les colonies apparaissent séches, rugueuses, colorées ou non, avec un mycélium
moyen aérien et végeétatif en général, certains d'entre eux présentent seulement un mycélium
de substrat. .Les souches se développent a 30°C sur milieu starch casein agar. Les colonies de
taille moyenne, poudreuses, réguliéres ou non, aplaties ou bombées, avec une odeur terreuse

caractéristique des actinomycetes a croissance lente (Boudemagh et al., 2005) (Tab.3).

Tab. 3 : Caractéristiques morphologiques de quelques colonies de souches actinomycetales

isolées.
code | Mycélium | Mycélium | Contour | Elévation | Taille
de vegétatif | aérien

culture

A06 Beige Beige Régulier | Bombée 2mm
Al6 Marron Gris fonceé | Irrégulier | Bombée 3mm
AQ9 Rose Blanc Régulier | Bombée 2mm
A05 Jaune Beige Régulier | Bombée 2mm
A24 Beige Blanc Régulier | Bombée 4mm
A21 Beige Marron Irrégulier | Plate 3mm
Al9 Beige- Beige Régulier | Bombée 3mm

marron

A33 Beige Beige Régulier | Plate 2mm
A07 Beige- Blanc Irregulier | Plate 2mm




marron

A08 Beige Beige Régulier | Bombée 1mm
avec
centre
fonce
A28 Orangé Orange Irrégulier | Bombée 2mm
foncé foncé
A03 Jaune Blanc Irrégulier | Bombée 3mm
clair
A26 Rose Blanc Régulier | Bombée 2mm
avec
contour
rose
A3l Marron Blanc Régulier | Bombée 2mm
avec avec
contour centre
beige noir
A25 Jaune Blanc Régulier | Plate 3mm

T e,




A22

A33 A28

Fig. 8 : Diversité de colonies de 4 souches d'actinomycetes sur milieu SCA.

A22 : des petites colonies plates, avec un mycélium végétatif rose clair, un mycélium aérien blanc et un contour
régulier.

Al2 : des petites colonies bombées, avec un mycélium végétatif rose foncé, un mycélium aérien blanc et un
contour régulier.

A33 : des petites colonies plates, avec un mycélium végétatif beige, un mycélium aérien beige et un contour
régulier.

A28 : des petites colonies bombées, avec un mycélium végétatif orange, un mycélium aérien orange régulier et

un contour irrégulier.

I1- La croissance de souches d'actinomycetes: effet de NaCl, GB et d'extrait
de Atriplex halimus.

La croissance exprimée en DO des différentes souches en milieux minimum (SMM) (600
nm) et riche (SCA) (595 nm) et en présence de NaCl (0- 0,5- 1- 1,5 M), de GB (1mM) et/ou
d'extrait de A. halimus se présente comme suit (Fig 9 a Fig 18).



1- Souche A06

a- Sur milieu minéral SMM
Le sel inhibe la croissance dans toutes les conditions.
b- Sur milieu riche SCA

En présence de 0.5 M/ NaCl, la DO atteint le maximum (0,227) par rapport au témoin
(0,015), mais a 1M une chute est observée (0,01), tandis que a 1,5 M la croissance est nulle
pour toutes les souches étudiées. (La différence est significative au seuil de 0.01) p <0,05.
c- Sur milieu SMM + GB + extrait de A. halimus

En absence de NaCl, la croissance est plutdt inhibée par I'addition de GB (0,010) mais
améliorée significativement par l'extrait de A. halimus (0,193). A 0,5M/NaCl la GB et
I'extrait de A. halimus sont Iégerement inhibiteurs, mais restaurent la croissance alM.
d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus

Sans sel, la GB (0,190) et l'extrait de A. halimus (0,177) stimulent la croissance
significativement. A 0,5 M/NaCl I'effet de I'extrait de A. halimus est plus performant (0,240),
cependant a 1M (0,01) les deux osmoprotecteurs ont un effet positif mais I'effet de GB est
plus (0,109). (Fig.9)
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Fig. 9 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus (A.h) sur la croissance de
A06 sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).



2- Souche A33
a- Sur milieu SMM

Le sel semble activer la croissance a 0,5M/NaCl, et la ralentit a 1M.
b- Sur milieu SCA

A 0,5/NaCl, la souche croit sensiblement au méme niveau que celui de témoin, néanmoins
a 1M, l'inhibition est amorcée.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus

L'apport de GB a 0,5M/NaCl inhibe la croissance alors que I'extrait de A. halimus ne
donne aucun effet. Cependant a 1M, la GB et l'extrait de A. halimus favorisent
significativement la croissance avec un bon effet d'extrait de A. halimus.
d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus

la GB et I'extrait de A. halimus stimulent la croissance dans toutes les conditions (0- 0,5-

1- 1,5) méme si la GB donne une réponse Iégérement meilleure. (Fig.10)
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Fig. 10 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de (Atriplex halimus) sur la croissance de
A33 sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

3- Souche A02
a- Sur milieu SMM

Aucun effet inhibiteur n'est observé en présence de sel.
b- Sur milieu SCA

L'effet inhibiteur de NaCl s'observe a 0.5M (0,132) par rapport au témoin (0,181). La DO
chute drastiqguement vers (0,019) a 1M.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus

Sans sel, avec GB et I'extrait de A. halimus une restauration de croissance est constatée,
cependant a 0,5M c'est la GB qui a un effet positif et I'inverse a 1M.
d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus

A (0- 0,5)/NaCl, les deux osmoprotecteurs améliorent la croissance alors que a 1M
seulement la GB a un effet activateur. (Fig11)
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Fig. 11 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A02
sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

4- Souche A09
a- Sur milieu SMM
Le sel est seulement inhibiteur a 1M.
b- Sur milieu SCA
L' NaCl est stimulateur de croissance & 0,5M et inhibiteur a 1M.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus
Chez le témoin, la GB est efficace mais I'extrait de A. halimus ne c'est pas. A 0.5M [l'extrait
de A. halimus et la GB freinent la croissance. Cependant a 1M, deux derniers la restaure.
d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus
La GB et I'extrait de A. halimus favorisent la croissance significativement en absence et
1M/NaCl. A 0,5M/NaCl une augmentation en présence de GB et une inhibition par I'extrait

de A. halimus sont constatées. (Figl2)
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Fig. 12 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et I'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A09

sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

5- Souche A12
a- Sur milieu SMM
Le sel est seulement inhibiteur & 1M.
b- Sur milieu SCA
L'NaCl est seulement stimulateur & 0,5M.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus
Chez le témoin, seul I'extrait de A. halimus favorise la croissance. A 0,5 M/NaCl I'effet
inhibiteur de deux osmoprotecteurs est net et a 1M l'effet stimulateur est aussi.
d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus
La GB (0,130) n'affecte pas la croissance en absence de NaCl (0,127) cependant I'extrait de
A. halimus I'inhibe (0,054). La GB améliore la croissance et I'extrait de A. halimus inhibe

cette derniére en presence de 0,5M et 1M. (Fig.13)
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Fig. 13 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A12

sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

6- Souche A30
a- Sur milieu SMM
Une amélioration de croissance a 1M (0,026) est observée par rapport au témoin (0,013).
b- Sur milieu SCA
Une diminution de croissance est observée a 0,5 M/NaCl (0,081) et une chute nette a 1M
(0,005) par rapport au témoin (0,102).
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus
Sans sel, I'effet stimulateur est observé avec les deux osmoprotecteurs contrairement au 0,5
M/NaCl. A 1M (0,029) seul I'extrait de A. halimus a un effet positif (0,045).
d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus



L'action stimulatrice de GB et d'extrait de A. halimus est plus performante a 1M. Cependant

chez le témoin et a 0,5M, une inhibition ou aucun effet sont signalés respectivement. (Fig.14)
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Fig. 14 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A30
sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

7- Souche A1l
a- Sur milieu SMM

L'effet inhibiteur de sel est détecté a 0,5M (0,009), cependant a 1M une activation est
signalée (0,032) par rapport au témoin (0,022).
b- Sur milieu SCA
Une inhibition de croissance est observée a 0,5M et a1M/NaCl.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus

L'extrait de A. halimus freine la croissance avec toutes les teneurs en sel. La GB inhibe ou
n'a aucun effet a 0,5M et a 1M respectivement.
d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus

Les deux osmoprotecteurs activent la croissance dans toutes les conditions, I'effet de GB

est plus apprécie. (Fig.15)
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Fig. 15 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et extrait de Atriplex halimus sur la croissance de All
sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

8- Souche A10
a- Sur milieu SMM

A 0.5 M/NaCl est une concentration stimulatrice (0,049), cependant a 1M (0,024) le méme
effet que le témoin (0,024) est observé.
b- Sur milieu SCA

Le sel stimule la croissance a 0,5M (0,166), contrairement a 1M (0,005) par rapport au
témoin (0,050).
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus

La GB inhibe la croissance dans tous les cas, alors que l'extrait de A. halimus agit

positivement a (0- 0,5) M/NaCl.
d- Sur milieu SCA + GB+ I'extrait de A. halimus



L'extrait de A. halimus stimule la croissance a 0,5 et & 1M. L'effet de GB est plus marqué

en absence de stress salin eta 1 M. (Fig.16)
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Fig. 16 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A10
sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).
9- Souche A22
a- Sur milieu SMM
L'addition de 0,5 M/NaCl favorise la croissance (0,028) contrairement au 1M (0,007)
b- Sur milieu SCA
La croissance est nettement restaurée a 0,5 M/NaCl, par contre a 1M il y a une diminution.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus
Les deux osmoprotecteurs inhibent la croissance en présence de sel, I'extrait de A.
halimus a un effet positif a 1M.
d- Sur milieu SCA + GB+ I'extrait de A. halimus



L'addition de GB agit potentiellement sur la croissance en présence de sel, inversement a
I'extrait de A. halimus (Fig.17).
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Fig. 17 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A22
sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

10- Souche A23

a- Sur milieu SMM
Une bonne croissance est signalée a 1M (0,027) par rapport au témoin (0,010) et 0,5M
(0,004).
b- Sur milieu SCA
Le sel est inhibiteur de la croissance.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus

Les deux osmoprotecteurs freinent la croissance a 0,5M et a 1M et n'ont aucun effet chez

le témoin.



d- Sur milieu SCA + GB + I'extrait de A. halimus
La GB active la croissance a 0,5M et a 1M, I'extrait de A. halimus est stimulateur seulement

a 1M, cependant les deux osmoprotecteurs sont des inhibiteurs dans le reste des cas. (Fig.18).
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Fig. 18 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A23

sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

11- Souche A27
a- Sur milieu SMM
La croissance est sensiblement affectée par I'addition de 0,5 M et 1M/NacCl.
b- Sur milieu SCA
Le sel freine la croissance.
c- Sur milieu SMM + GB + I'extrait de A. halimus
La GB est un bon stimulateur dans tous les cas, cependant I'extrait de A. halimus est plus

efficace a 1 M.



d- Sur milieu SCA + GB + d'extrait de A. halimus
Une bonne activation de croissance est observée chez le témoin, a 0,5 et a 1M avec les

deux osmoprotecteurs. (Fig.19)
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Fig. 19 : Effet de NaCl, GB (1 mM) et d'extrait de Atriplex halimus sur la croissance de A27
sur milieux minimum (SMM) et riche (SCA).

ITI- Une comparaison entre la croissance des souches.

A/ Sur milieu SMM
- OM/NacCl
Sans sel, la souche A06 (0,038) semble la meilleure.
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A cette concentration, la souche A10 (0,049) est la plus halotolérante.
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Malgré que cette concentration soit inhibitrice, les souches A22 (0,028), A30 (0,029) et A1l

(0,032) sont les plus osmoadaptatives.
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B/ Sur milieu SCA

- OM/NaCl
En absence de sel, les valeurs de DO atteignent le maximum chez les souches: A12

(0,127), A23 (0,106) et A02 qui est la plus élevée avec une valeur de: (0,181).
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La réaction a cette teneur en sel est pratiquement non équivalente pour toutes les souches.
A02 (0,132), A10 (0,166), Al12 (0,181) et A06 (0,227) semblent les plus halotolérantes, la

croissance est maximale chez A06.
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Cette teneur saline freine la croissance de la majorité des souches, A22 (0,035) se montre la
plus forte.
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C/ Sur milieu SMM + GB
- OM/NacCl
Une nette différence en milieu minimum avec la GB apparait chez la souche A02

(0,132).
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La souche A 02 (DO = 0,215) est la mieux osmoprotégée par la GB.
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En générale la GB augmente Iégérement la croissance de souches & cette concentration
dans le milieu minimum, l'effet est plus marqué chez: A02 (0,025), A30 (0,028), All
(0,033).
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D- Sur milieu SCA +GB
- OM/NacCl

L'osmoprotection par la GB est importante chez les souches: A06 (0,190), A12 (0,130), A1l
(0,199) et A02 (0,214).
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L'effet osmoprotecteur de GB est net et plus important chez la souche A06 (0,227).
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La GB s‘avere une molécule osmoprotectrice pour la majorité des souches actinomycétales.
Elle augmente de fagon importante I'halotolérance des souches: A10, A22 (0,077), A23

(0,09) et A06 (0,109).
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E/ Sur milieu SMM + A. h
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L'efficacité d'extrait de Atriplex halimus est encore marqué chez les souches A02 (0,158) et

A06 (0,193).

Milieu SMM + OM/NaCl+ A h

0,25
0,2
0,15

01

O(600 nm)

o 0,05

Souches actinomyceétales




- 0,5M/NaCl
Les souches A06, A27, A02 (0,010) sont les plus osmoprotégees par I'extrait de Atriplex

halimus, malgré que ce dernier est sans effet ou un inhibiteur de la plupart de souches.
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L'osmoprotection apporté par I'extrait est importante. La restauration et I'amélioration de la
croissance sont plus marquées chez: A30 (0,045) et A02, A10 (0,046).
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Parmi les souches testées, la souche A02 est la plus osmoprotégée par l'extrait de Atriplex

halimus (DO =0,194).
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La croissance est trés nette chez les souches: A12 (0,206), A6 (0,220) et A02 (0,230) qui est

la meilleure.

Milieu SCA + 0,.5M/NaCl + A, h

0,25 706 AO02

0,2 A09
A30

Al12

o A2 A22 A10 A33

0,1 -

DO(595 nm)

Souches actinomycetales




- 1IM/NaCl
L'extrait de Atriplex halimus est le plus utilisé par les souches: A27, A10 (0,030) et A06
(0,035).
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IV- Activité antibactérienne des souches d'actinomycetes: effet de NaCl,

GB et extrait de Atriplex halimus.

22 souches sur 34 possédent une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram
positif (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis), elles n'exerce aucune inhibition contre les
bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis et
Pseudomonas aeruginosa).

Les actinomyceétes agissent difféeremment sur les bactéries en présence de NaCl, de GB et

d'extrait de Atriplex halimus.

1- Staphylococcus aureus :
Parmi les 34 souches 14 (41,177) ont une activité vis-a-vis de staphylococcus aureus.

1-1- Souche A 09



L'activité antibactérienne est nulle a 1M/NaCl. Les deux osmoprotecteurs n‘ont aucun effet

sauf en absence de sel (Fig.20).
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Fig. 20 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur l'activité de A09

contre S. aureus

1-2- Les souches A33, 34
Le sel inhibe I'activité antibactérienne dans toutes les conditions. Les osmoprotecteurs

sont efficace seulement chez le témoin, sans sel (Fig.21).
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Fig. 21 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur l'activité de A33, A34

contre S. aureus.

1-3- Souche A23
L'effet inhibiteur de sel sur l'activité antibactérienne est observée a 0,5 et 1 M/ NaCl. La

restauration de I'activité est constatée seulement a 1M en présence de deux osmoprotecteurs.

(Fig.22)
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Fig. 22 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur I'activité de A23

contre S. aureus.

1-4- Souche A26
Aucune activité antibactérienne n'est observée avec le sel. Les deux osmoprotecteurs inhibe

I'activité chez le témoin et aucun résultat avec le NaCl. (Fig.23).
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Fig. 23 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur I'activité de A26

contre S. aureus

1-5- Souche A04
Le NaCl a un effet négatif sur l'activité antibactérienne. La GB stimule Iégérement

l'activité a 0,5M, cependant chez le témoin les deux osmoprotecteurs freinent l'activité.
(Fig.24)
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Fig. 24 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur I'activité de A04

contre S. aureus

1-6- Souche A29



Le NaCl freine l'activité dans toutes les conditions. La restauration de l'activité est
seulement observée a 0,5M en présence de deux osmoprotecteurs contrairement au témoin,

alors que a 1 M aucun effet n'est observé (Fig.25).
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Fig. 25 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur l'activité de A29

contre S. aureus

1-7- Souche A30
L'effet inhibiteur de sel est net avec toutes les concentrations de NaCl. Aucun effet n'est

constate a 0,5 et LM/NaCl en présence de deux osmoprotecteurs (Fig.26).
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Fig. 26 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur l'activité de 30

contre S. aureus



1-8- Souche A22
Le sel diminue I'activité antibactérienne. Les deux osmoprotecteurs n‘ont aucun effet a 0,5
et 1M/NaCl, cependant chez le témoin la GB est un inhibiteur (Fig. 27).
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Fig. 27 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur l'activité de A22

contre S. aureus

1-9- Souche A12
L'activité antibactérienne est nettement inhibée a 0,5 et 1M/NaCl. Aucune efficacité n'est
observée par I'apport de GB et I'extrait de A. halimus & 0,5M et 1M. (Fig.28)
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Fig. 28 : Effet de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus sur l'activité de A12

contre S. aureus



1-10- Souche A27

L'addition de NaCl diminue l'activité. Chez le témoin une inhibition est signalée en
présence de deux osmoprotecteurs et une activation & 0,5M/NacCl, toutefois a 1M aucun effet
n'est constaté. (Fig.29)
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Fig. 29 : Effet de NaCl, GB et extrait de A. halimus sur l'activité de A27

contre S. aureus

1-11- Souche A02

Le NaCl diminue l'activité a 0,5M jusqu'a l'inhibition totale a 1M. Sans sel la GB et
I'extrait de A. halimus ont un effet inhibiteur, néanmoins ces derniers léve légerement
I'inhibition a 0,5M/NacCl. (Fig. 30)
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Fig. 30 : Effet de NaCl, GB et extrait de A. halimus sur l'activité de A02

contre S. aureus



1-12- Souche A10

A 0,5 et 1M/NaCl l'activité une diminution est observée. La GB restaure sensiblement

I'activité antibactérienne seulement a 0,5M, cependant a 1M les deux osmoprotecteurs ont un

effet inhibiteur. (Fig.31)
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Fig. 31 : Effet de NaCl, GB et extrait de

S. aureus

1-13- Souche A11
Le NaCl inhibe l'activité a 0,5M.

A. halimus sur l'activité de A10 contre

Chez le témoin les deux osmoprotecteurs inhibent

I'activité, alors que 4 0,5 M et a 1M aucune restauration de I'activité n'est observée (Fig.32).
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Fig. 32 : Effet de NaCl, GB et extrait de A. halimus sur l'activité de A1l



contre S. aureus

2- Bacillus subtilis
14 souches/34 possedent une activité contre Bacillus subtilis Le sel inhibe l'activité
antibactérienne, toutefois une remarque s'impose. Les deux osmoprotecteurs (GB et extrait

aqueux de A. halimus) inhibent I'activité antibactérienne.

2-1- L'activité antibactérienne en présence de NaCl, GB et d'extrait de A. halimus

Le NaCl diminue l'activité des souches All, A22, A13, A10, A09, A23, A02, A1l2a05M
et la freine a 1M. Les deux osmoprotecteurs ont un effet inhibiteur, alors que les souches
A28, A27, A26, A34, A33 le NaCl a différentes concentrations inhibe totalement I'activité et

les osmoprotecteurs ne peuvent pas la restaurer.



V- Une comparaison entre I'activité antibactérienne des souches.

1- Staphylococcus aureus
A/ Sur milieu SCA
- OM/NacCl

Parmi les 14 souches, A23 semble la plus active avec un diametre de 22mm.

Milieu SCA+0M/NacCl
A23
— A10 A1l
20 ~ A04 Al2 A27 .

A26 A30 A22 A02

15 - — — —

A29
A09
A33, 34

25

10 -~

Diamétre d'inhibition
(mm)

Souches actinomycetales

- 0,5M/NacCl
Une inhibition remarquable de sel sur I'activité antibactérienne de toutes les souches,

toutefois A23 posséde la plus forte activité a cette concentration (16mm).



Milieu SCA+ 0,5M/NacCl

16

A23
A27
12 AO02
IAO9 A22 Al12 Al10A11
10 4 A04
l33, 3 A26 I A29 A30

Souches actinomycetales

Diamétred'inhibition
(mm)

ON MO ®
1

- IM/NaCl

L'effet inhibiteur de sel sur l'activité antibactérienne de souches active est net.

B- SCA+GB
- OM/NacCl

L'addition de GB provoque l'inhibition de 71,427 de souches, une amélioration de 21,427,
cependant A23 reste la meilleure avec le méme diametre (22mm) dans le milieu SCA sans
GB.



Milieu SCA + OM/NaCl + GB

Diametre d'inhibition
mm

Souche actinomyceétales

- 0,5M/NaCl

Parmi les souches actives, A23 est la plus active malgré que il y a une légére inhibition par
rapport a I'absence de GB.



Milieu SCA +0,5M/NaCl + GB
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Souches actinomycetales

- IM/NaCl
Aucune restauration de l'activité antibactérienne n'est constatée en présence de GB, sauf
chez la souche: A23 (17 mm).

Milieu SCA +1M/NaCl + GB
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Souches actinomycetales

C/SCA+A. h
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Une inhibition de 78, 577 de souches est observée en presence d'extrait de Atriplex halimus
et A23 posséde la plus forte activité (18mm).

Milieu SCA +OM/NaCl + A, h
20 A23
S | A27 A10 Al1l
2 15 1A09 e Al2 "~ A02 . T
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o
£
o] 5 -
[a)]
A29 A22
0
Souches actinomycetales
- 0,5M/NaCl

L'addition de d'extrait diminue l'activité de la majorité de souches et A23 montre la plus
active (14 mm)

Milieu SCA + 0,5M/NaCl +A, h
A23

A27 AO02

A10
All

(mm)

Diamétre d'inhibitior

A30 A22 Al12

Souches actinomyceétales




- IM/NaCl

L'extrait restaure l'activité seulement de la souche A23 (14 mm).

Milieu SCA +1M/NaCl + A, h

16
14
12
10

Diamétre d'inhibition
(mm)

O N A O ©

Souches actinomycétales

2- Bacillus subtilis
A/ Sur milieu SCA
- 0OM/NacCl

En absence de stress salin, il est a signaler que la souche A23 est la plus active (& = 30mm).

Milieu SCA +OM/NacCl
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- 0,5M/NacCl

L'activité antibactérienne est affectée par le sel, toutefois A23 reste la meilleure (15 mm).

Milieu SCA + 0,5M/NacCl

16 A23
14
12
10

(mm)

Diamétre d'inhibition

ON »MO @O

Souches actinomyceéetales

- 1M/NacCl
Aucune activité antibactérienne n'est observée a cette concentration.
- L'apport de GB et d'extrait de Atriplex halimus a 0,5 et 1M/NaCl inhibe I'activité

antibactérienne totalement.

Résultats définitifs:

*La souche A02 semble la meilleure dans I'naloadaptation, I'osmoprotection par la GB et
I'extrait aqueux de Atriplex halimus.

* La souche A23 est la plus active vis-a-vis de Staphylococccus aureus et Bacillus
subtilis est la plus osmoprotégée par la GB et I'extrait aqueux de Atriplex halimus.






Plusieurs facteurs influencent la croissance et l'activité des populations bactériennes
dans le sol (Jensen et Nybroe, 1999; Smalla et al., 2001). Il s'agit essentiellement de la
température, de I'numidité, de la taille des pores des particules de sol, de la qualité et de la
disponibilité des nutriments et les types de stress (Josephson et al., 2000). Dans cette étude 2
facteurs ont été déterminés: le pH et la salinité. La valeur du pH (8,57) convient a la
croissance bactérienne. Les actinomycetes en général préferent les sols neutres ou alcalins
dans un pH entre 5-9 (Goodfellow et Williams, 1983). Le sol étudié est considéré comme
salin, sa teneur en sel est de: 6,56 g/l. Un sol est dit salin si la concentration minimale en
NaCl est de 100 mM (5,84 g/I) (Le Houérou, 1993).

Le sol abrite une grande variété de microorganismes. Les bactéries y sont spécialement
présentes en nombre tres élevé. Les actinomycetes sont généralement les seconds groupes les
plus abondants dans les sols (Coyne, 1999). lls constituent 10 a 507 de la population
microbienne totale. Dans la portion de surface de sol étudié, le nombre des actinomyceétes est
légérement faible (2,47 x 10 UFC/ml) par rapport & celui rapporté par d'autres auteurs: 10° &
10® (Goodfellow et Williams, 1983). Enfin, il est important de signaler que les prélévements
ont été réalisés durant une période pluvieuse ce qui explique le faible nombre
d’actinomycétes isolés. Jiang et Xu. (1996) ont démontré que les actinomycetes sont
généralement plus abondants durant les saisons seéches que les saisons pluvieuses.

Sur milieu sélectif Starch casein agar (SCA) utilisé 34 souches sont isolées. Ce nombre
est grand en comparaison avec celui obtenu par Kitouni et al. (2005) qui isola 08 souches et
au Yan. (2009) avec 27 souches.

Le milieu SCA additionné d’antibiotiques s’est révélé efficace en permettant une bonne
récupération des actinomycéetes a partir des milieux naturels. Cette performance
s’expliquerait par la présence, dans ce milieu, d’amidon et de caséine, qui stimulent la
croissance des actinomycetes préférentiellement aux autres bactéries, favorisant ainsi leur

récupération a partir des milieux naturels (Williams et cross, 1971).



1- Appréciation de I'halotolérance des souches actinomyceétales

1-1- En milieu minimum (SMM)

Les souches A33, Al12 et A10 tolérent dans ce milieu minimum une concentration saline
de 0,5 M. Par contre, dans les méme conditions le sel est inhibiteur des souches: A06, A09,
A30, All, A22 et A27. Cette concentration peut étre considérée comme stimulatrice de A12
et A10.

Les souches bactériennes testées présentent une halotolérance intrinseque, elles
possedent les capacités endogenes pour équilibrer leur pression de turgescence et de résister
au stress osmotique en dehors de toute osmoprotection externe. Elles portent donc
I'information génétique et I'équipement enzymatique nécessaire a l'osmotolérance. Cette
halotolérance intrinseque ne permet cependant qu'une adaptation limitée au stress osmotique.
Les capacités d'osmotolérance ne sont pas similaires. L'intensité de la réponse au stress serait
liee aux possibilités de synthese de la cellule.

L'osmoprotection apportée par la GB (1mM) est marquée chez les souches: A06, A33,
A27, A02, A09 et Al2. La restauration et I'amélioration de la croissance sont significatives.
Ces souches possedent les capacités de son transport et de son accumulation (systemes ProP
et ProU). La GB est un osmoprotecteur efficace aussi chez les bactéries entériques (Le
Rudulier et Bouillard, 1983; Ghoul, 1990) chez Sinorhizobium meliloti (Bernard et al., 1986)
et chez les espéces de Pseudomonas mondocina (Pocard et al., 1994). La GB soulage mais ne
peut pas sarmenter complétement le stress osmotique imposé aux cultures bactériennes.

Cependant ce phénomene n'est pas ubiquitaire, la GB est sans effet chez les souches A12
et A30 et méme chez certaines autres espéces bactériennes (Le Rudulier et Bernard, 1986;
Csonka, 1989). D'autre part la levée de l'inhibition due au stress osmotique peut étre faible,
modérée ou forte.

L'effet de la GB est subordonné a l'activité de son transport, a la transcription des géenes
proP et proU a l'existence de mutations (déficience en ProU et/ou en ProP) ou autre
phénomeéne. La GB peut encore rester inefficace chez les souches A06, A33, A27, A02, A09

et Al12 et aussi chez certaines especes de Salmonella ou de Acinetobacter, c'est le méme cas



pour certaines souches de Rhizobium meliloti (Larguet, 1998) et chez R. leguminosarum, R.
fridii et R. japonicum (Bernard et al., 1986). Deux possibilités d'interprétation peuvent étre
évoquees:

- La GB est transportée, son efficacité est comparable a celle des mécanismes endogenes.
Par exemple, le NAGGN et le glucosylglycérol endogénes apportent une osmoprotection
similaire a celle de la GB chez Pseudomonas (Pocard et al., 1994).

- Ou bien elle n'est pas transportée par déficience de I'équipement enzymatique.

Enfin, elle augmente I'osmotolérance chez des mutants de S. typhimurium déficients en
putP, proP et proU (Le Rudulier et Bouillard, 1983), ce qui suggére que I'accumulation de la
GB pourrait étre assurée par un systéme de transport spécifique. L'effet inhibiteur de GB est
constaté chez les souches A06, A10 et A22.

1M/NaCl est une concentration inhibitrice pour les souches A06, A33, A27, A09, A12 et
A10 cependant il y a une légere stimulation chez les souches: A30, All, A22 et A23. Ces
souches seraient halophiles et ne croissent pas en absence de sel: les ions de sodium (Na®)
sont indispensables a leur croissance pour au moins 4 raisons, car ils interviennent dans:
(Dimroth, 1987)

-les systemes de cotransport Na*/soluté,

-la conservation et la transduction d'énergie,
-les mécanismes de I'équilibre du pH,
-I'activation d'enzymes spéciales.

La GB est un osmoprotecteur efficace a 1M/NaCl chez les souches A06, A33, A27, A02,
A09 et A12 et aussi chez les bactéries entériques (Le Rudulier et Bouillard, 1983; Ghoul,
1990), chez Sinorhizobium melilooti (Bernard et al., 1986), chez Pseudomonas aurogenosa
(D'Souza-Ault et al., 1993) et chez Bacillus (Boch et al., 1996). Son pouvoir protecteur est
plus net a une valeur de contrainte osmotique ne permettant aucune croissance en son
absence.

En présence de GB, le taux de croissance est faiblement inhibé chez les souches A10, A22
et A23 et reste sans effet chez A30 et A1l et méme chez Brevibacterium lactofermentum
(Gouebset et al., 1992) et chez la plupart des bactéries non halophiles (Csonka, 1989). La
GB peut étre utilisée comme source de carbone, d'azote, d'énergie et d'osmoprotection (ex. P.
aeruginosa). Chez E. coli, elle ne peut étre intégrée dans les composants cellulaires et sert

seulement d'osmoprotection (Smith et al., 1988).



La GB est efficace a de faibles teneurs dans le milieu extérieur. La concentration (1
mM) est celle utilisée par la quasi-totalité des chercheurs bien qu'un effet maximal de la GB
soit observé avec des concentrations de I'ordre du nanomolaire chez E. coli (taux réel trouvé
dans la nature) (Cosquer et al., 1999). 0,5 mM est efficace sur Agrobacterium tumefaciens
(Smith et al., 1990) et les bactéries entériques (Le Rudulier et Bouillard, 1983).

1-2- En milieu riche (SCA)

Le SCA, milieu complexe, permet la plus forte haloadaptation des souches
actinomycétales. Le milieu riche apporte assurément I'osmoprotection la meilleure. Il est
possible que milieu Starch Casein Agar contient des substances Dragendorff-positives dont
probablement la GB. Il existerait ainsi une synergie entre les différents osmoprotecteurs du
SCA qui expliquerait les rendements éleves de croissance a de fortes osmolarités. De plus le
SCA constitue une source énergétique appréciable. Dans ce milieu, presque toutes les
souches tolerent 0,5 M, le nombre est moins élevé a 1M. En outre, les éléments nutritifs du
milieu riche pourrait stimuler la synthése d'osmolytes compatibles endogenes. Par exemple,
la proline, la glutamine et I'arginine stimulent la synthese et I'accumulation du glutamate chez
R. meliloti (Larguet, 1998).

La GB stimule la croissance des souches en absence de stress salin, elle constitue a de
faible osmolarités une source de carbone et d'azote (Kiene et Hoffmann Williams, 1998). La
croissance bactérienne est nettement améliorée a 0,5 M par l'apport exogene de GB. En
présence de 1M/NaCl, la GB agit potentiellement sur la restauration de la croissance des
souches, l'effet osmoprotecteur de la GB est évident a de fortes osmolarités. Le transport et
I'accumulation de la GB sont déclenchés par la seule élévation de la pression osmotique du
milieu extérieur (Le Rudulier et Bouillard, 1983). L'accumulation d'osmoprotecteur est

variable d'une souche a une autre.

2- Effet osmoprotecteur d'extrait aqueux de Atriplex halimus sur les

souches actinomycetales



Pour tester I'effet d'osmoprotecteur naturel, une halophyte a été choisie: Atriplex
halimus (accumule la GB) (Djerroudi et al., 2010). Les solutés compatibles intervenant dans
I'ajustement osmotique sont accumulés dans le cytoplasme des cellules végétales supérieurs
alors que les ions «toxiques»> (Na® et CI” principalement) sont retenus dans la vacuole
(Flowers et al., 1986; Rodes et Hanson, 1993). Les capacités osmoprotectrices des extraits
d'halophytes sont trés importantes et dépassent en général celles de la GB dans le milieu
minimum.

L'addition d'extrait aqueux aux 2 milieux de croissance SMM et SCA a des effets
contrastés. En absence de NaCl, A. halimus augmente considérablement la croissance
bactérienne; elle constitue un apport supplémentaire en matiere organique spécialement dans
le milieu minimum. L'extrait est riche en acides aminés et éventuellement en autres éléments
nutritifs qui favorisent la croissance bactérienne et stimulent la synthese d'osmolytes
compatibles endogénes comme il pourrait constituer l'apport énergétique nécessaire au
transport des molécules osmopretectrices a partir de milieu.

En présence de 0,5 M/NaCl, A. halimus améliore la croissance de A06, A27, A02 et A33
dans le milieu minimum et la souche A02 dans le milieu riche le reste est inhibé. La perte de
I'nalotolérance en présence d'extrait de certains halophytes serait due a une répression des
réponses osmorégulatrices au niveau enzymatique ou au niveau des genes codant pour ces
enzymes ou & la présence d'une substance devenant inhibitrice en présence de sel.
L'indisponibilité du potassium qui constitue le second signal (aprés la turgescence) pour toute
réponse osmorégulatrice est une autre hypothese. D'autre part, il est fort probable que certains
extraits d'halophytes véhiculeraient des substances inhibant la croissance des souches
actinomycétales. Des alcaloides (Wu et al., 1997), des isoflavanones a activité anti-
bactérienne ainsi que les tanins (polyphénols) connus pour leur pouvoir de précipiter les
protéines (Zhu et al., 1997) et d'inhiber la respiration bactérienne ont été décrits chez les
plantes. De plus, la synthése de composés phénoliques constitue une réponse importante aux
stress biotique et abiotique.

L'extrait aqueux d'halophyte contient au départ du sel ce qui expliquerait aussi le faible
effet et méme l'inhibition qu'il manifeste sur la restauration de la croissance des souches
d'actinomycétes.

L'effet osmoprotecteur des halophytes est également présent chez E. coli et Pseudomonas,

les extraits permettent a ces souches une haloadaptation équivalente ou supérieure a celle



apportée par la GB ou le milieu riche (Csonka, 1989). Ceci s'explique en partie par la
présence de composés-oniums et la proline chez ces plantes. La GB est connue pour son
pouvoir osmoprotecteur aussi bien chez E. coli (Csonka, 1989; Ghoul et al., 1995) que chez
Pseudomonas aeroginosa et P. putida (Ghoul, 1990).

Les extraits de plantes constituent probablement un milieu complexe riche en nutriments
divers (acides aminés, sucres, lipides...) favorisant la croissance des souches et
éventuellement le transport des molécules osmoprotectrices a des quantités intracellulaires
importantes et/ou la synthese d'osmolytes compatibles endogenes. En effet, la synthése de
telles substances dépend de la composition du milieu de culture. Le saccharose, par exemple,
stimule I'accumulation du mannitol chez Pseudomonas putida (Kets et al., 1996). La synergie
entre les différents solutés compatibles (exogeénes et endogéne) serait également possible.

Enfin, la teneur en osmoprotecteurs chez les halophytes dépend de leur stade de
développement; dans notre cas, la récolte d'’halophyte a été effectuée a la fin du mois de
Novembre. D'autre part, toutes les parties de la plante étaient utilisées afin de récupérer le
maximum d'osmoprotecteurs.

Il faut noter aussi que les techniques classiques de dénombrement adoptées dans cette
étude ne permettent pas de récupérer une grande proportion des souches actinomycétales. La
libération incompléte des bactéries a partir des particules de sol au cours de I'extraction ou
leur mauvaise séparation durant I'étape de dilution sont parmi les causes de la faible
récupération (Maier et Pepper, 2000). Enfin, la perte de la capacité de former des colonies est
un artefact expérimental causé par I'exposition des bactéries a un stress oxydatif sur boites
Pétri (Mascher et al, 2002).

D'autre part, plusieurs microorganismes ne se développent pas une fois déplacés de leurs
environnements, les connaissances actuelles relatives aux conditions favorisant leur division

cellulaire sont tres limitées (Josephson et al., 2000).



Conclusiomn



Sur le milieu starch casein agar (SCA) les numérations atteignent 2,47 x 10* UFC/ml.
Les 34 souches d'actinomycétes isolées présentent différents aspects macroscopiques
(mycélium végétatif, mycelium aérien, taille, élévation et contour des colonies).

L'effet de NaCl sur la croissance des souches est hétérogéne sur le milieu riche (SCA)
et le milieu minimum (SMM). 0,5 M/NaCl stimule considérablement la croissance de
quelques souches (A06, A09, Al2..), et inhibe la croissance des autres (A02, A30, All..).
Cependant 1M/NaCl inhibe la plupart des souches, tandis que 1.5M est une concentration
inhibitrice pour toutes les souches. Selon la souche et la concentration de NaCl I'addition de
GB (1mM) provoque différents effets sur la croissance. Elle entraine une amélioration de la
croissance de la plupart des souches, une inhibition de quelques unes et aucun effet pour les
autres. L'extrait aqueux de A. halimus ainsi que la GB (1 mM) améliorent la croissance des
souches d'actinomycetes dans les échantillons témoins et salé. A 0,5 M en milieu riche (SCA)
la GB est plus performante, cependant a cette concentration en milieu minimum (SMM)
I'extrait de A. halimus est plus efficace. L'efficacité de la GB est manifeste a 1M en (SCA),
alors que en (SMM) a cette concentration I'extrait de A. halimus restaure plus la croissance. Il
faut noter aussi que avec certaines concentrations (a 0,5 M par exemple) il y a un effet
inhibiteur de GB et méme d'extrait de A. halimus, cependant dans autres cas aucun effet n'est
signale.

Concernant l'activité antibactérienne, il est a souligner que sur les 34 souches isolées,
seules 22 sont actives. La majorité des souches actives agissent sélectivement contre les
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis). L'addition de NaCl
diminue l'activité antibactérienne des souches actives contre staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis a 0,5 M et la inhibée totalement a1 M. La supplémentation en GB et d'extrait
de A. halimus restaure I'activité antibactérienne a 0,5 M contre staphylococcus aureus de
quelques souches, inhibe ou ne présente aucun effet pour d'autres souches, cependant a 1M
les deux osmoprotecteurs n'ont aucune amelioration. Tandis que, L'activité des souches

contre Bacillus subtilis est inhibée totalement en présence de GB et I'extrait de A. halimus.



Les osmoprotecteurs (GB) et (I'extrait aqueux de A. halimus) apportent une véritable
halotolérance aux souches d'actinomycetes isolées de sol de sebkha. Ceci pourrait suggérer
leur utilisation dans les sols affectés par la salinité qui entraine une réduction des surfaces
cultivables et menace 1I’équilibre alimentaire mondial, leur recuperations a des fins agricoles
serait extrémement bénéfique. Il reste de cibler les études sur le choix de la souche la plus
active (les différentes activités), I' identifier et I' inoculér a une plante a intérét ogronomique.
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Annexes

1/ La croissance (donsité optique) de souches actinomycetales dans milieux SCA et
SMM en présence de NaCl, GB et/ou d'extrait de Atriplex halimus apreés 7 jours

d'incubation
NaCl
+GB L a souche
et/ou
A06 A33 A02 A09 Al2




extraitde | SCA | SMM | SCA | SMM | SCA | SMM | SCA | SMM | SCA | SMM
Atreplex
halimus
oM 0,015| 0,038 | 0,012 | 0,009 | 0,281 | 0,018 | 0,036 | 0,011 | 0,127 | 0,014
0+GB 0,19 0,01 0,09 | 0,011 |0,214| 0,232 | 0,086 | 0,028 | 0,13 | 0,012
0+A.h 0,177 | 0,193 | 0,071 | 0,024 | 0,194 | 0,158 | 0,056 | 0,011 | 0,054 | 0,019
05M 0,227 | 0,022 |0,015| 0,015 | 0,102 | 0,010 | 0,206 | 0,01 |0,181| 0,02
0,5+GB 0,22 | 0,007 |0,205| 0,008 | 0,23 | 0,215 | 0,187 0 0,206 0
0,5+A.h 0,24 0,01 |0,025| 0,014 | 0,217 | 0,01 0,02 | 0,004 | 0,038 | 0,003
1 0,01 | 0,006 |0,003| 0,006 |0,019| 0,016 |0,002| 0,006 |0,032| 0,01
1+GB 0,109 | 0,018 | 0,014 | 0,018 | 0,077 | 0,025 | 0,045| 0,023 | 0,073 | 0,021
1+A.h 0,035 | 0,014 |0,017| 0,03 0,010 | 0,046 |0,011| 0,036 | 0,005| 0,034
NaCl
+GB La souche
et/ou
extrait de | A30 All A10 A22 A23
Atreplex
halimus SCA SMM | SCA | SMM | SCA | SMM | SCA | SMM | SCA | SMM
oM 0,102 0,013 | 0,041 | 0,022 | 0,05 | 0,024 | 0,043 | 0,029 | 0,106 | 0,01
0+GB 0,085 0,015 | 0,199 | 0,027 | 0,065 | 0,01 0,08 0,01 |0,073| 0,01




0+A.h 0,04 0,02 |0,188| 0,016 | 0,022 | 0,097 | 0,022 | 0,024 | 0,016 | 0,011
05M 0,081 0,006 | 0,024 | 0,009 |0,166 | 0,049 | 0,028 | 0,007 | 0,06 | 0,004
0,5+GB 0,165 0 0,126 0 0,104 0 0,116 0 0,119 0
0,5+A.h 0,08 0 0,034 0 0,213 0 0,02 0 0,033 0
1 0,005 0,029 | 0,007 | 0,032 |0,005| 0,024 |0,035| 0,028 0 0027
1+GB 0,056 0,028 | 0,04 | 0,033 |0,089| 0,019 |0,083| 0,022 | 0,09 | 0,014
1+A.h 0,023 0,045 | 0,014 | 0,024 | 0,03 | 0,049 | 0,03 | 0,043 | 0,026 | 0,016
2/La composition de Starch Casein Agar (S.C.A)

Amidon 10g

KNO; 29

K,HPO, 29

NaCl 290

Caséine (Difco) 0,39

MgS0, .7H;0 0,05¢

CaCos 0,02¢g

FeS0O,4.7H,0 0,01g

Agar Agar 189

Eau distillée gsp 1000 mi

3/La composition de milieu minéral minimum: SMM (Hamdali et al., 2008)

.NaNO;
KCI

.FeS0,4.7H,0

K2HPO4

.Eau distillée qsp

29
0.5g
0.29

0.01g
0

1000 ml




Résumé
Des souches actinomycetales (nb=34) isolées de sol de la sebkha de Bazer-sekra (Setif) (E.C
= 11.32 mS/cm) sur milieu riche (SCA) et minimum (SMM) additionnés de différentes
concentrations de NaCl (0- 0,5- 1- 1,5 M), glycine bétaine (ImM) et/ou d'extrait aqueux de

Atriplex halimus sont testées pour leur halotolérance.



L'effet de NaCl est hétérogéne: si 0,5 M/NaCl favorise la croissance de plusieurs souches,
par contre 1M et 1,5M/NaCl sont inhibitrices. Dans les mémes conditions, la production de
métabolites secondaires antibactériens par la méthode de cylindres d'agar vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis révele que seules 22 souches sont actives. L'activité est
généralement inhibée par NaCl. La GB et I'extrait de Atriplex halimus osmoprotégent les souches
bactériennes a 0,5 et 1M. L'osmoprotection de I'extrait aqueux de Atriplex halimus dépasse celle de
la GB. Son apport a des sols affectés par la salinitt comme moyen naturel d'osmoprotection

pourrait étre envisagée.

Mots clés : Actinomycetes, sel, osmoprotection, glycine bétaine, Atriplex halimus.

Abstract

Actinomycetales strains isolated (34 strains) from sebkha soil of Bazer-Sekra (Setif) (E.C

= 11.32 mS/cm) on rich (SCA) and minimum (SMM) medium supplemented with various



concentrations of NaCl (0- 0,5- 1- 1,5 M), GB (1 mM) and/or extract of Atriplex halimus
were tested for their halotolerance.

The effect of NaCl is heterogeneous: if 0,5 M/NaCl increase the growth of several
strains, 1M and 1,5M inhibit the majority. In the same conditions the production of
antibacterial secondary metabolites by the method of cylinders of agar against
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis is realized, 22 strains are active while activity is
generally inhibited by NaCl. GB and Atriplex halimus extract give a good osmoprotectant for
several strains at 0,5 and 1M/NaCl. The osmoprotectant of Atriplex halimus extract exceed
that of GB. Their use in soils affected by salinity as natural means of osmoprotection can be
envisaged.
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Résumé



Des souches actinomycétales (nb=34) isolées de sol de la sebkha de Bazer-sekra (Sétif) (E.C = 11.32 mS/cm) sur
milieu riche (SCA) et minimum (SMM) additionnés de différentes concentrations de NaCl (0- 0,5- 1- 1,5 M), glycine
bétaine (1mM) et/ou d'extrait aqueux de Atriplex halimus sont testées pour leur halotolérance.

L'effet de NaCl est hétérogéne: si 0,5 M/NaCl favorise la croissance de plusieurs souches, par contre 1M et
1,5M/NaCl sont inhibitrices. Dans les mémes conditions, la production de métabolites secondaires antibactériens par la
méthode de cylindres d'agar vis-a-vis de Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis révele que seules 22 souches sont
actives.

L'activité est généralement inhibée par NaCl. La GB et I'extrait de Atriplex halimus osmoprotégent les  souches
bactériennes a 0,5 et 1M. L'osmoprotection de I'extrait aqueux de Atriplex halimus dépasse celle de la GB. Son apport

a des sols affectés par la salinité comme moyen naturel d'osmoprotection pourrait étre envisagée.

Abstract
Actinomycetales strains isolated (34 strains) from sebkha soil of Bazer-Sekra (Setif) (E.C = 11.32

mS/cm) on rich (SCA) and minimum (SMM) medium supplemented with various concentrations of NaCl (0-
0,5- 1- 1,5 M), GB (1 mM) and/or extract of Atriplex halimus were tested for their halotolerance.

The effect of NaCl is heterogeneous: if 0,5 M/NaCl increase the growth of several strains, 1M and 1,5M
inhibit the majority. In the same conditions the production of antibacterial secondary metabolites by the method
of cylinders of agar against Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis is realized, 22 strains are active while
activity is generally inhibited by NaCl. GB and Atriplex halimus extract give a good osmoprotectant for several
strains at 0,5 and 1M/NaCl. The osmoprotectant of Atriplex halimus extract exceed that of GB. Their use in soils
affected by salinity as natural means of osmoprotection can be envisaged.
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