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Résumé

Une combinaison de techniques culturale et indépendante de la culture (métagénomique
par clonage moléculaire), a été utilisée pour étudier la biodiversité des actinobactéries
halophiles et halotolérantes, vivant dans les sols de la sebkha d’Ezzemoul, du chott
Tinsilt et de la sebkha de Djendli (situés dans le Nord-Est de I’Algérie). Ces
écosystemes sont principalement, extrémement salés, alcalins, avec des taux faibles
d’humidité. Selon 1’analyse phylogénétique des séquences du géne de I’ADNr 16S : 40
isolats du site Ezzemoul sont assignés aux especes des genres Nocardiopsis (dominant),
Streptomyces et Rhodococcus; 42 autres isolats du site Tinsilt sont attribués a
Streptomyces (dominant), Nocardiopsis, Actinopolyspora et Brevibacterium; et 22
isolats du site Djendli appartiennent aux mémes genres Streptomyces (dominant) et
Nocardiopsis. Parmi tous ces isolats, il y a une forte probabilité de la présence de
nombreuses nouvelles especes. De plus, 24 séquences de clones dérivées du site
Ezzemoul, sont affiliées aux genres Demequina (dominant), Plantactinospora,
Friedmanniella et Mycobacterium. Aussi, 15 séquences de clones issues du site Djendli,
sont reliées aux genres Marmoricola, Phytoactinopolyspora et Streptomyces ; et a un
clone d’actinobactéries non classifié. Certaines seéquences (des deux sites) sont
apparentées a des clones non cultivables et/ou n’appartenant pas a la classe
Actionbacteria (dominants dans le site Djendli). Par ailleurs, les isolats obtenus a partir
des trois sites d’étude, sont: halophiles et halotoléerants modérés, mésophiles,
neutrophiles ou acido-alcali-tolérants. Plusieurs d’entre eux peuvent produire en méme
temps, des enzymes extracellulaires hydrolytiques comme la cellulase, 1’amylase, la
lipase, la pectinase et les protéases ; ainsi que des molécules bioactives contre les
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) et les champignons
(Candida albicans et Aspergillus niger). Les résultats de cette recherche montrent une
grande diversité taxonomique, physiologique et métabolique des actinobactéries,
provenant de sebkhas et de chott. Ces bactéries peuvent donc, étre d’excellentes
candidates pour de futures applications biotechnologiques.

Mots clés: Biodiversité, lacs salés, actinobactéries halophiles, actinobactéries
halotolérantes, métagénomique, clonage, biotechnologie.



Abstract

A combination of cultural and culture-independent (the latter is metagenomics by
molecular cloning) techniques, was used to study the biodiversity of halophilic and
halotolerant Actinobacteria, living in Ezzemoul sebkha, Chott Tinsilt and Djendli
sebkha soils (located in northeastern Algeria). These ecosystems are mainly, extremely
saline, alkaline, with low moisture content. According to the phylogenetic analysis of
the 16S rDNA gene sequences: 40 isolates from the Ezzemoul site are assigned to
species of the genera Nocardiopsis (dominant), Streptomyces and Rhodococcus;
Another 42 isolates from the Tinsilt site are attributed to Streptomyces (dominant),
Nocardiopsis, Actinopolyspora and Brevibacterium; and 22 isolates from the Djendli
site belong to the same genera Streptomyces (dominant) and Nocardiopsis. Among all
these isolates, there is a high probability of the presence of many new species. In
addition, 24 clone sequences derived from the Ezzemoul site are affiliated with the
genera Demequina (dominant), Plantactinospora, Friedmanniella and Mycobacterium.
Also, 15 clone’s sequences from the Djendli site are related to the genera Marmoricola,
Phytoactinopolyspora and Streptomyces; and to an unclassified actinobacterial clone.
Some sequences (from both sites) are related to uncultured clones and/or not belonging
to the class Actionbacteria (dominant in the site Djendli). Furthermore, the isolates
obtained from the three study sites are: moderately halophilic and halotolerants,
mesophilic, neutrophilic or acid-alkali-tolerant. Several of them can produce at the same
time, extracellular hydrolytic enzymes such as cellulase, amylase, lipase, pectinase and
proteases; as well as bioactive molecules against Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis) and fungi (Candida albicans and
Aspergillus niger). The results of this research show a wide taxonomic, physiological
and metabolic diversity of Actinobacteria, from sebkhas and chott. These bacteria can
therefore be excellent candidates for future biotechnological applications.

Key words: Biodiversity, saline lakes, halophylic Actinobacteria, halotolerant
Actinobacteria, metagenomics, cloning, biotechnology.
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Introduction

Les actinobacéries, également connues sous le nom d’actinomycetes, sont des
bactéries a coloration de Gram positives a forte teneur en G+C, caractérisées par un
cycle de vie complexe, et constituent I’un des plus grands phylums bactériens (Ventura
et al., 2007). Ces bactéries sont ubiquitaires dans la nature et peuvent méme étre
rencontrées dans les environnements extrémes comme par exemple, les lacs salés, les
banquises, les sources d’cau chaude, etc....Elles sont particulierement abondantes dans
le sol (Oskay et al., 2004), ou elles jouent un réle essentiel dans la décomposition de la
matiere organique, comme la cellulose et la lignine. L'intérét biotechnologique de ces
microorganismes réside dans leur capacité a produire différents composés bioactifs
(Naikpatil et Rathod, 2011), tels que : les enzymes, les vitamines, les antiparasitaires,
les antiviraux, les immunostimulants, les immunosuppresseurs et les produits
cosmeétiques. 1ls sont surtout réputés pour la production d’antibiotiques, car prés de 80%
des antibiotiques du monde proviennent d'actinomyceétes, et principalement des genres
Streptomyces, Micromonospora et Nocardiopsis (Pandey et al., 2004). Plusieurs études
récentes en Algérie, ont exprimé I’importance de certaines actinobactéries dans : la
réduction de I’aflatoxine B1 (Lahoum et al., 2017), la production d’enzymes (Gasmi et
Kitouni, 2017) et la dégradation de fongicide (Hocinat et Boudemagh, 2015).

Parmi les actinobactéries, celles qui sont halophiles ou halotolérantes suscitent
de plus en plus d’intérét, aussi bien du point de vue taxonomique que du point de vue
biotechnologique (Saker, 2015). Bien que les actinobactéries halophiles aient été
découvertes, il y a plus de quatre décennies, la connaissance de leur biologie et de leur
application industrielle potentielle n'est pas encore completement étudiée (Hamedi et
al., 2015).

Les écosystemes extrémes non ou peu exploités, représentent un terrain de
recherche trés convoité, visant des especes microbiennes rares ou nouvelles pouvant
avoir un potentiel de production intéressant et bénéfique. En ce sens, les sols salés du
Sahara algérien, exposés a des conditions climatiques arides, ont déja fait 1’objet
d’études sur les actinobactéries halophiles, ainsi que leur production de métabolites
secondaires (Harir et al., 2017; Saker, 2015; Meklat et al., 2011). Cependant, les
actinomycetes halophiles et halotolérantes des zones humides algériennes ont rarement

été mentionnés dans la littérature.
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Les zones humides sont, sur le plan biologique, les plus importants et les plus
productifs des écosystemes sur terre (Bedford et al., 1999). Ces hydrosystéemes sont
reconnus pour leur réle dans la migration et la reproduction des oiseaux d'eau ; et pour
leurs valeurs économiques générés par l'extraction des minéraux, l'agriculture et les

activités touristiques (Demnati et al., 2017).

L'Algérie abrite plusieurs zones humides (chott, sebkha ou lac salé), dont 50 sont
classés comme ayant une importance internationale en tant que sites Ramsar. La plus
part d’entre elles sont endoréiques caractérisées par une grande diversité de paysages et
d'espéces (Balla, 2012). Elles sont peu étudiées et encore peu détaillées, a I’exception de
certaines études pédologiques (Aliat et al., 2016; Chenchouni, 2009) et plusieurs
d’autres sur la diversité de la faune ( Bellagoune, 2015; Aberkane, 2014) et la flore
(Neffar et al., 2016; Chenchouni, 2009) ainsi que certains microorganismes halophiles
(Kharroub, 2007) dont les actinomycetes (Boughachiche et al., 2016; Kitouni et al.,
2005).

De nos jours, il est connu que la majorité des microorganismes dans
I'environnement ne peuvent étre cultivés, en utilisant des méthodes de culture
conventionnelles ; de ce faite, la grande majorité du microbiote reste non découverte
(Vartoukian et al., 2010). Cette limitation a récemment encouragé l'utilisation des
approches moléculaires indépendantes de la culture comme la métagénomique, pour
détecter les incultivables et évaluer la diversité microbienne dans les habitats naturels et
méme extrémes (Hozzein, 2015). Bien que de nombreuses nouvelles méthodes
moléculaires aient été appliquées pour étudier la biodiversité et le rble des
microorganismes dans l'environnement, la culture reste utile pour comprendre le
métabolisme et les fonctions de ces organismes, car elle rend possible la manipulation

génétique, tout en confirmant certaines fonctions précieuses (Pham et Kim, 2012).

Jusqu'a présent, a notre connaissance, il y a peu ou pas de recherches sur la
taxonomie des actinobactéries dans les zones humides. Par conséquent, nous nous
sommes orientés vers la réalisation d’une étude sur la biodiversité des actinobactéries
dans le sol de la sebkha d’Ezzemoul, la sebkha de Djendli et le chott Tinsilt, qui font
partis de la région des Hauts Plateaux, située dans le Nord-est du pays. Cette derniére
est caractérisée par un climat semi-aride. Ainsi, les sols de ces sebkhas et chott
accumulent de grandes quantités de sels solubles, liées a la rareté de la pluie qui

empéche une infiltration importante (Rengasamy, 2006) ; alors qu'en présence d'eau, la
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dissolution des sels et l'ascension capillaire sont rapides, en raison d'une forte
évaporation. Cela conduit a des sols salins avec des complexes de calcium, ou certains
de leurs sels dissous, sont facilement ramenés a la surface et dautres sont precipités
(Florea et Al-Joumaa, 1998).

Pour réaliser ce travail nous avons procéder par des approches culturales et non
culturales (métagénomique par clonage moléculaire), en se basant sur 1’analyse

phylogénétique du gene ADNr 16S et nous nous sommes fixés comme objectifs :

» L’isolement, la purification et la mise en évidence des actinobactéries
halophiles et halotolérantes dans les sites choisis.

» L’évaluation de la fréquence de ces dernicres dans différents
prélevements.

» L’étude de la biodiversité phylogénétique, physiologique et métabolique
des isolats d’actinobactéries.

» L’étude de la diversité des actinobactéries dans les écosystéemes choisis

par une approche métagénomique.
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1. Zones humides
1.1. Définition d’une zone humide

Selon le premier article de la convention de Ramsar (Ramsar, 1994) : les zones
humides sont des étendues de marais, de fagnes, de tourbiéres ou d’eaux naturelles ou
artificielles, permanentes ou temporaires, ou 1’eau est courante ou stagnante, douce,
saumatre ou salée, y compris des étendues d’eau marine dont la profondeur ne dépasse
pas six metres.

Selon I’article L211-1 du code de I’environnement : on entend par zone humide,
les terrains exploités ou non, habituellement inondés ou gorgés d’eau douce, salée ou
saumatre de fagon permanente ou temporaire ; la végétation quand elle existe, y est

dominée par des plantes hygrophiles pendant au moins une partie de I’année.

1.2. Lacs salés : chott et sebkha ou garaet

Les écosystemes salés sont caractérisés par une faible irrégularité des
précipitations associées a une importante évaporation favorisant 1’accumulation des sels
dans le sol. L’Algérie se situe parmi les pays touchés, presque 3,2 millions d’hectares
de sa surface sont considérés comme salins (Hamdy, 1999).

Les lacs salés sont classés en zones humides (Tiner, 2003), et a ce titre, ils sont
protéges par le Traité international de Ramsar pour les zones humides, depuis 1971
(Ramsar, 2006). Dans une étude de Jellison et al., (2008), ils ont constaté que seulement
10% des zones humides protégées a I'échelle internationale, sont des lacs salés.
Différents termes locaux ont été utilisés pour caractériser les zones humides salines
(Rosen, 1994). En Afrique du Nord et plus particulierement en Algérie, les lacs salés
sont considérés comme des chotts et des sebkhas ou garaets. Les termes chotts et
sebkhas se référent aux dépressions fermées, qui sont I'équivalent des lacs salés (Aubert,
1976). En 2002, Dubost, (2002) a décrit les chotts comme une zone salée entourant la
sebkha (zones humides au fond des dépressions). Les Sebkhas sont considérées comme

des dépressions fermees qui sont réguliérement inondées et accumulent des sels.

1.3. Mesures de conservation des zones humides (convention de
Ramsar)

Les zones humides offrent une large variété de services aux agriculteurs et aux
gens en général, les populations humaines peuvent étre considérées a 1’origine des

causes de perte et de dégradation de ces écosystemes fragiles, parmi ces causes :
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I’intensification agricole, les pollutions agricoles et industrielles et le prélévement
d’eau.

La conservation des zones humides est essentielle non seulement pour
I’approvisionnement en eau mais aussi pour la préservation de la biodiversité et pour
assurer les services indispensables pour la santé et le bien-étre des populations du
monde entier (Barnaud, 1998).

La convention de Ramsar est un traité international pour la conservation et
’utilisation durable des zones humides, son titre officiel est : Convention relative aux
zones humides d’importance internationale particulierement comme habitat des oiseaux
d’eau. La convention a été €laborée et adoptée par les nations participantes lors d’une
réunion a Ramsar ; Iran 2 Février 1971 ; elle est rentrée en vigueur le 21 Décembre
1975. La liste des zones humides d'importance internationale contient actuellement
2282 sites, représentant une surface d’environ 220 667 273 hectares (Ramsar, 2017).

L’adhésion de I’ Algérie a la convention de Ramsar a été effective en 1984, par le
classement de deux sites sur la liste des zones humides d’importance internationale : le
lac Tonga et le lac Obeira, situés tous les deux dans le complexe des zones humides
d’El kala. A ce jour, 50 sites sont classés sur la liste de Ramsar, couvrant une superficie

de 2 991 013 hectares (Ramsar, 2017).

1.4. Zones humides des hautes plaines de I’Est algérien

Ces hautes plaines, connus aussi sous le nom de plateaux du Sud constantinois,
constituent I’un des complexes de zones humides parmi les plus vastes et diversifiés
d’Algérie. Une vingtaine de zones humides naturelles (Chotts, Sebkhets et Garaets)
composent cet éco-complexe qui s’étend sur prés de 300 km d’Est en Ouest, a des
altitudes variant entre 800 et 1200 m. Ces zones humides encore mal connues, sont dans
leurs majorités, peu profondes, tres salines et difficilement accessibles. La région des
Hauts plateaux est enclavée entre les wilayas d’Oum El-Bouaghi, Batna et Khenchela,
et elle est principalement caractérisée par un climat semi-aride a hivers froids et a étés
trés chauds. La plupart de ces écosystemes aquatiques, dont la mise en eau est trés
dépendante de la pluviométrie, s’asséche dés le mois de juin (Houhamdi et al., 2009 ;
Maazi, 2009).

Les terres entourant ces zones sont utilisées depuis longtemps par les riverains
pour cultiver des céréales, surtout du blé dur et de ’orge. Les étendues non cultivées

sont occupées principalement par des cruciferes (Mauricondia arvensis, Matthiola
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fructicolosa et Diplotaxis muralis) et des chénopodiacées halophiles (Atriplex halimus,
Suaeda fructicosa et Salicornia fructicosa) (Adjal et Mouici, 2004; Zemouchi et
Ounissi, 2004).

Les principales zones humides des hauts plateaux de I’Est de 1’Algérie sont
citées dans le tableau 1. La sebkha d’Ezzemoul, le Chott Tinsilt et la sebkha de Djendli
qui ont fait I’objet de cette étude sont décrits dans la partie matériel et méthodes.

Tableau 1. Principales zones humides des hautes plaines de I’Est algérien (Houhamdi et

al., 2009).

Zone humide Coordonnées | Superficie | Statut de conservation
Garaet Tarf 3057‘13081320112 25500 ha | Site Ramsar (2004)
Garaet Ank Djemel 30561542424521;51 6750 ha | Site Ramsar (2004)
Garaet EI-Maghssel 305621%55821911\5] 110 ha Site Ramsar (2004)
Garaet Guellif 30560"‘;542424521]\51 5500 ha | Site Ramsar (2004)
Chott Tinsilt %2523;5;;511; 2154ha | Site Ramsar (2004)
Garaet Ezzemoul ?)563:;)’,123)2)”1;’ 6765 ha | Site Ramsar (2009)
Lac de Timerganine 3()56?5972446181;51 1460 ha | Site Ramsar (2009)
Lac Boulhilet 32)560"14752422212 856 ha Site Ramsar (2009)
Ougla Touila (Garaet Boucif) 3057(1%15129?]\; 175 ha Néant
Garaet Djendli ?:)21111,:41692,’1:3, 3200 ha | Proposé site Ramsar
Garaet Gémot 3057230%35%3611\5] 57 ha Néant
Chott Melah 3057?06541‘;661\]51 85 ha Néant
Chott Zehar 30572306313315412 76 ha Néant
Sebkhet Ouled Amara 3057121052462191]\5] 340 ha Néant
Sebkhet Ouled MBarek 305722303371?2 950ha | Néant

6
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2. Propriétés générales des actinobactéries

Les actinobactéries ou traditionnellement les actinomycetes sont des bacteries
riches en GC (dont ’ADN a une teneur en bases GC supérieure a 50 % par mole),
Gram-positives, aérobies, mais elles se distinguent par la formation d’hyphes
filamenteux qui se différencient pour produire des spores asexuées. Elles ressemblent
fortement aux champignons par leur morphologie générale. Cette ressemblance résulte
probablement en partie d’une adaptation aux mémes habitats.

Les actinobactéries constituent un groupe de microorganismes fascinant. lls sont
la source de la plupart des antibiotiques utilisés en médecine aujourd’hui. IlIs produisent
aussi d’autres métabolites importants, employés dans différents domaines. Cet aspect
pratique des actinomycetes est trés étroitement lié a leur mode de croissance.

Le cycle biologique de nombreux actinomycétes comprend le développement de
cellules filamenteuses, appelées hyphes, et de spores. Lorsqu’ils croissent sur un
substrat solide comme le sol et la gélose, les actinobactéries développent un réseau
ramifi¢ d’hyphes. Ceux-ci poussent a la fois a la surface et a I’intérieur du substrat pour
former un tapis dense d’hyphes, qu’on appelle mycélium végétatif (ou du substrat). Des
septums divisent habituellement les hyphes en longues cellules (20 um de long et plus)
contenant plusieurs nucléoides. Chez beaucoup d’actinobactéries, les hyphes végétatifs
se différencient en hyphes qui poussent vers le haut et forme un mycélium aérien qui
s’éléve au-dessus du substrat. C’est a ce moment-la que les composés médicalement
utiles sont synthétisés (Prescott et al., 2010). Les hyphes aériens forment par septation
des spores a paroi mince (figure 1). Si les spores sont localisées dans un sporange, on
peut parler de sporangiospores. Ces spores peuvent avoir des formes tres variables. La
sporulation actinomycétale répond habituellement a une privation en éléments nutritifs.
La plupart des spores d’actinomycétes ne sont cependant pas particulierement
résistantes a la chaleur, mais elles supportent bien la dessiccation et ont, de ce fait, une
importante valeur adaptative (Prescott et al., 2010).

D'autre part, les membres de la famille des Micromonosporaceae produisent un
mycélium de substrat étendu avec un mycélium aérien absent ou rudimentaire (Barka et
al., 2016). Les rhodocoques forment des filaments allongés sur le substrat et ne
produisent pas de véritable mycélium (Locci et Schaal, 1980). Le genre Sporichthya sp.
ne présente pas de mycéllium végetatif, mais produit des hyphes aériens qui adherent a
la surface du milieu par des crampons (Barka et al., 2016). La figure 2 illustre les

différents types de spores que I'on peut trouver dans les genres d'actinomycetes. Ainsi,
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chez les genres Micromonospora, Micropolyspora et Thermoactinomyces, la formation
de spores se produit directement sur le mycélium du substrat (Cross et Goodfellow,
1973), tandis que chez Streptomyces, les spores se développent a partir du mycélium
aérien. La plupart des actinomycétes ne sont pas mobiles. Les groupes Actinoplanes et
Actinosynnema sont caractérisés par des spores mobiles, tandis que Thermoactinomyces
posséde des endospores thermorésistantes uniques (Cross et Goodfellow, 1973).
D'autres genres d'actinobactéries ont des sclérotes (Chainia), des synnémas
(Actinosynnema), des vésicules contenant des spores (Frankia) ou des vésicules

dépourvues de spores (Intrasporangium).

|-\I ‘I\‘?_‘) Ségrégation des
Hyphe || / '| chromosomes et
aérien |I | __  cloisonnement
| « —_:..'__(__.

. Maturation
des spores
Formation
A\ N
O

d’hyphes aériens
reproducteurs

Dispersion
des spores

O Spore libre

Germination
de spore
Croissance
agitative
\ végétative / )
Production %Eg -—
d’antibiotiques ‘

My célium
du substrat

Figure 1: Représentation schématique du cycle de vie des actinomycétes (Barka et al.,
2016).



Revue bibliographique

Actinoplanes Filimelia Spirilospora Streptosporangium

Ampulariella Dactylosporangium

ool IR,

Micromonospora  Thermomonospora  Saccharomonaspora  Thermoactinomyces

Catellatospora Microbispora Microtetraspora Streptomyces

Figure 2 : Dessins schématiques des différents types de chaines de spores produites par
les actinomycétes (Barka et al., 2016).

En outre, les actinobactéries peuvent étre hétérotrophes ou chimioautotrophes,
mais la plupart sont chimiohétérotrophes et peuvent utiliser une grande variété de
sources nutritionnelles, y compris divers polysaccharides complexes (Zimmerman,
1980; Lechevalier et Lechevalier, 1965).

La composition de la paroi cellulaire des actinobactéries varie fortement d’un
groupe a I’autre et prend une importance taxinomique considérable. On peut distinguer
quatre types principaux de paroi sur la base de trois caractéristiques de la composition
et la structure du peptidoglycane : 1’acide aminé en position 3 du tétrapeptide, la
présence de glycine dans les ponts interpeptidiques et le contenu en sucres du
peptidoglycane (tableau 2). Les extraits cellulaires totaux des actinomycetes dotés d’une
paroi des types II, 11l et IV contiennent également des sucres caractéristiques, utiles

pour I’identification (tableau 3).
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Tableau 2 : Types de paroi chez les actinobactéries (Prescott et al., 2010).

Isomére de Glycine dans
Types oo Sucres . .
. I’acide le pont A Genres représentatifs
deparoi | . . " . . L caractéristiques
diaminopimélique | interpeptidique
I L L 4 NA? Nocardioides,
Streptomyces
Micromonospora,
] méso + NA Actinoplanes,
Pilimelia
i méso NA Actmomag:lura,
- Frankia
. Arabinose, Saccharomonospora,
v méso .
- galactose Nocardia

NA?, non applicable ou non déterminé.

Tableau 3 : Sucres cellulaires totaux des actinobactéries (Prescott et al., 2010).

Type enscuocrpep;gsmon en Sucres caracteristiques Genres représentatifs
A Arabinose, galactose Nocardia, Rhodococcus,
Saccharomonospora
Actinomadura,
B Madurose” Streptosporangium,
Dermatophilus
Thermomonospora,
C Aucun Actinosynnema,
Geodermatophilus
D Arabinose, xylose Mlcro_monospora,
Actinoplanes

20n ne trouve de sucres caractéristiques que dans les types de paroi Il & IV, les actinomycétes a acide
méso-diaminopimélique. °Le madurose est le 3-O-méthyl-d-galactose.

Certaines autres propriétés sont précieuses en taxinomie : la morphologie et la
couleur du mycélium et des sporanges, les caracteres de surface et la disposition des
spores, le pourcentage en GC de I’ADN, la composition phospholipidique des
membranes cellulaires et la résistance des spores a la chaleur. Les séquences de I’ARN,
16S s’est évidemment révélée précieuse. Plusieurs génomes d’actinomycétes ont été
séquences, notamment ceux de Mycobacterium tuberculosis (Wada et al., 2017),
Mycobacterium leprae (Rambukkana, 2001), Streptomyces coelicolor (Bentley et al.,
2002), et Tsukamurella sp.1534 (Oulmi et al., 2012).

Les actinobactéries ont aussi une grande importance économique. Ce sont
essentiellement des habitants du sol et ils sont trés largement distribués dans les
écosystemes terrestres et aquatiques, y compris les habitats extrémes. Elles se

développent bien a pH neutre, mais certains sont acidophiles ou alcalophiles. D'autres
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sont des halophiles et certains sont thermophiles (Barka et al., 2016). Elles peuvent
dégrader un nombre et une variété énormes de composes organiques et ils sont
extrémement importants pour la minéralisation de la matiere organique. Bien que
beaucoup d’actinomycétes soient des microorganismes vivant librement, quelques-uns
sont pathogeénes chez 1’homme, chez d’autres animaux et chez certains végétaux
(Prescott et al., 2010).

3. Actinobactéries halophiles et halotolérantes

La classification des microorganismes halophiles et halotolérants, la plus
largement utilisée par la plupart des scientifiques, a été proposée par (Kushner et
Kamekura, 1988). Cette classification est basée sur la croissance optimale de ces
microorganismes (et notamment des actinobacétries) par rapport a la concentration de
NaCl. Sur la base de cette classification, les microorganismes halophiles peuvent étre
divisés en trois catégories :

Les halophiles extrémes (Actinopolyspora halophila et Saccharomonospora
halophila), capables de croitre de maniere optimale dans les milieux avec 15 a 30 %
(2,5-5,2 M) de NaCl.

Les halophiles modérés (Actinopolyspora alba et Actinopolyspora erythraea), ont une
croissance optimale dans les milieux avec 3 a 15 % (0,5-2,5 M) de NaCl.

Les halophiles faibles (Saccharomonospora marina), capables de croitre de fagon
optimale entre 1 et 3 % (0,2-0,5 M) de NaCl.

En revanche, les microorganismes non-halophiles (la plupart des eubactéries)
sont des organismes qui poussent de fagon optimale, dans des milieux contenant moins
de 1 % (0,2 M) de NaCl. Cependant, les bactéries capables de croitre en I'absence ainsi
qu'en présence de sel, et qui peuvent tolérer des concentrations relativement élevées de
NaCl, sont désignées comme halotolérantes (Nocardiopsis halotolerans). Elles sont
considérées comme étant extrémement halotolérantes, si la tolérance dépasse 15 %
(2,5 M) de NaCl.

4. Diversité taxonomique des actinobactéeries halophiles et
halotolérantes

Dans I’ancien « Bergye’s Manual » de 1989, les actinobactéries ou
actinomycetes étaient classées, selon la morphologie et la chimiotaxonomie en plusieurs
genres, qui appartenaient a un seul ordre Actinomycetales (Holt et al., 1994 ; Williams

et al., 1989). Selon Kampfer, (2010), les actinobactéries étaient classées dans 50
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familles ; et 1’ordre principale des Actinomycetales regroupait a lui seul, environ 45
familles et pres de 290 genres.

Dans la nouvelle taxonomie de la derniére édition du « Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria » de 2015 (Goodfellow, 2015), basée sur la
séquence de I’ADNr 168, le phylum Actinobacteria englobe six classes, 23 ordres, 53
familles et de nombreux genres. Les classes constituantes sont : Acidimicrobiia,
Actinobacteria  (Stackebrandt et al., 1997), Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria, et Thermoleophilia. La classe Actinobacteria comprend 42 familles
rassemblées dans 15 ordres, parmi lesquels se trouve ’ordre Actinomycetales. Ce
dernier est restreint a cing genres (Actinomyces, Actinobaculum, Arcanobacterium,
Mobiluncus et Varibaculum) appartenants a une seule famille (Actinomycetaceae). Les
autres classes du phylum Actinobacteria ne contiennent ensembles que 11 familles.

Le phylum Actinobacteria est l'un des principaux taxons dans le domaine
Bacteria ; ceci est déduit de sa position dans l'arbre phylogénétique basé sur I'ARNTr
16S (Ludwig et Klenk, 2005 ; Garrity et Holt, 2001) et des signatures d’ARNr 16S
spécifiques a ce taxon (Zhi et al., 2009). De plus, certains indels (Insertion/délétion)
conservés dans I'ARNr 23S et des séquences protéiques, soutiennent la distinction des
membres des actinobactéries de toutes les autres bactéries (Gao et Gupa, 2005).

Il a été rapporté par Maheshwari, (2015), que les actinobactéries halophiles et
halotolérantes sont incluses dans les dix ordres suivants: Actinopolysporales,
Corynebacteriales, Glycomycetales, Jiangellales, Micrococcales, Micromonosporales,
Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales et Streptosporangiales. Les
genres Nocardiopsis (de la famille Nocardiopsaceae) et Nesterenkonia (de la famille
Micrococcaceae) contiennent le plus grand nombre d’espeéces Halophiles et
halotolérantes.

Les actinobactéries halophiles et halotolérantes de différents taxons montrent
une gamme remarquable de morphologies différentes, formant ainsi : des cocci (Ruania
et Serinicoccus), des batonnets courts (Cellulomonas), des batonnets irréguliers
(Microbacterium et Salinibacterium), des batonnets et des cocci (Arthrobacter) et des
myceliums qui se fragmentent en éléments coccoides et en batonnets (Nocardiopsis).
D'autres bactéries, montrent une différenciation morphologique plus étendue, allant de
celles qui produisent des hyphes de substrats fortement ramifiés qui portent des spores

(Micromonospora) a celles qui forment un mycélium stable ramifié, qui porte des
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hyphes aériennes qui se différencient en chaines de spores courtes ou longues

(Actinopolyspora et Streptomyces). En général, les spores sont non mobiles.

Les espéces d’actinobactéries halophiles et halotolérantes appartenant a 34

genres, validement publiées, sont répertoriées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Liste de la plupart des espéces valides d’actinobactéries halophiles et
halotolérantes (Maheshwari, 2015 ; Hamedi et al., 2013).

Espéces d'actinobactéries Gamme de  Especes d'actinobactéries halophiles ~ Gamme de
halophiles et/ou halotolérantes NaCl (%) et/ou halotolérantes NaCl (%)
Actinopolyspora alba 10-25 Nocardiopsis rosea 0-18
Actinopolyspora algeriensis 7-32 Nocardiopsis rhodophaea 0-18
Actinopolyspora biskrensis 10-30 Nocardiopsis chromatogenes 0-18
Actinopolyspora erythraea 10-25 Nocardiopsis baichengensis 0-18
Actinopolyspora halophila 10-30 Nocardiopsis arabia 0-15
Actinopolyspora mortivallis 5-30 Nocardiopsis litoralis 10-15
Actinopolyspora mzabensis 7-32 Nocardiopsis salina 10-20
Actinopolyspora righensis 15-25 Nocardiopsis sinuspersici 0-15
Actinopolyspora saharensis 10-30 Nocardiopsis arvandica 0-17,5
Actinopolyspora xinjiangensis 10-15 Nocardiopsis terrae 10-15
Amycolatopsis halophila 1-15 Nocardiopsis flavescens 0-10
Amycolatopsis marina 0,5-12 Nocardiopsis coralliicola 0-18
Amycolatopsis salitolerans 0-15 Nocardiopsis gilva 0-20
Amycolatopsis halotolerans 0-15 Nocardiopsis halophila 10-15
Amycolatopsis cyhanbeyliensis 0-15 Nocardiopsis kunsanensis 10-15
Arthrobacter halodurans 0-12 Nocardiopsis xinjiangensis 10-15
Cellulomonas pakistanensis 02-7 Prauserella halophila 5-25
Cellulomonas phragmiteti 02-7 Prauserella alba 0-25
Corynebacterium halotolerans 0-10 Prauserella marina 0-5
Georgenia halophila 5-15 Prauserella rugosa 10-15
Glycomyces halotolerans 04-5 Prauserella flava 10-15
Haloactinobacterium album 2-16 Prauserella salsuginis 10-15
Haloactinopolyspora alba 7-23 Prauserella sedimina 10-15
Haloactinopolyspora alkaliphila 7-23 Prauserella aidingensis 10-15
Haloactinospora alba 10-15 Saccharomonospora paurometabolica 5-20
Haloechinothrix alba 9-23 Saccharomonospora halophila 10-30
Haloglycomyces albus 3-18 Saccharomonospora saliphila 5-20
Isoptericola halotolerans 0-25 Saccharopolyspora gijiaojingensis 1-22
Kocuria halotolerans 0-15 Saccharopolyspora halophila 10-30
Kocuria marina 0-10 Saccharopolyspora lacisalsi 5-25
Kocuria aegyptia 01-5 Saccharopolyspora paurometabolica 10-15
Marinactinospora thermotolerans 0-5 Salinactinospora gingdaonensis 1-23

nd : non déterminé.
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Tableau 4. Liste de la plupart des espéces valides d’actinobactéries halophiles et
halotolérantes (Maheshwari, 2015 ; Hamedi et al., 2013) (Suite).

Especes d'actinobactéries halophiles et/ou  Gamme de  Espéces d'actinobactéries halophiles ~ Gamme de
halotolérantes NaCl (%) et/ou halotolérantes NaCl (%)

Nesterenkonia alba 3-12 Streptomonospora flavalba 5-25
Nesterenkonia aethiopica 0-15 Streptomonospora alba 5-25
Nesterenkonia lacusekhoensis 4-18 Streptomonospora halophila 5-20
Nesterenkonia halobia 0-16 Streptomonospora amylolytica 5-20
Nesterenkonia jeotgali 3-20 Streptomyces oceani 2,5-12,5
Nesterenkonia aethiopica 0-10 Streptomyces pharmamarensis 9
Nesterenkonia flava 0-10 Streptomyces albiaxialis 0-10
Nesterenkonia suensis 0-10 Streptomyces chilikensis 0-10
Nocardiopsis xinjiangensis 3-20 Thermobifida halotolerans 0-10
Nocardiopsis kunsanensis 3-20 Yaniella halotolerans 0-25
Nocardiopsis halophila 3-20 Yuhushiella deserti nd
Nocardiopsis composta 0-15 Zhihengliuella halotolerans 0-15
Nocardiopsis halotolerans 0-15 Zhihengliuella salsuginis 5-15

nd : non déterminé.

5. Adaptation des actinoactéries au concenration élevées de sel

L'adaptation est un processus évolutif par lequel un organisme développe sa
capacité a vivre dans son habitat (Dobzhansky et al., 1968). Les actinobactéries
halophiles survivent et se développent dans les environnements extrémes ou les
concentrations de sel sont élevées. Parmi ces bactéries, 1’espéce Actinopolyspora
halophila, est capable de croitre dans une concentration de NaCl saturante, car elle a
été isolée pour la premiere fois, sur un milieu de culture contenant 25% de NaCl
(Johnson et al., 1986). Les actinobactéries halotolérantes ont une grande capacité
d'adaptation & Na*, K* et Mg®*, tandis que quelques souches peuvent croftre méme & de
faibles concentrations de CaCl, (Tang et al., 2003).

Les microorganismes halophiles et halotolérants supportent une forte pression
osmotique exercée par leur milieu hautement salin. Il existe chez les halophiles deux
mécanismes fondamentaux pour contrer le trés fort gradient de sodium existant entre
milieu extérieur et milieu intérieur, et assurer 1’équilibre osmotique (Prieur, 2014).

- Le premier mécanisme consiste en I’accumulation d’ions inorganiques dans le milieu
cellulaire, et en I’occurrence 1’accumulation d’ions K* et CI', jusqu’a une concentration
de 5 M. Seuls quelques taxons accumulent du KCI dans le milieu intracellulaire pour
équilibrer la pression osmotique. Chez les bactéries, ce mécanisme et utilisé par certains

Firmicutes de I’ordre des Halanaerobiales et le genre Salinibacter.
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- Le second mécanisme consiste a synthétiser et accumuler des molécules organiques
solubles, appelées « solutés compatibles ». 1ls sont dits “compatibles” car n'influent pas
sur la physiologie et les processus cellulaires méme a des concentrations intracellulaires
élevées (Roberts, 2005).

Contrairement a 1’accumulation de sels, l’utilisation de molécules organiques ne
nécessite pas une adaptation poussée des systemes enzymatiques, et permet donc une

plus grande adaptabilité aux fluctuations de 1’environnement (Prieur, 2014).

L’accumulation de solutés compatibles est pratiquée par les bactéries halophiles et
halotolérantes telles que les actinobactéries. Ces molécules sont trés diverses, parfois
synthétisées par la cellule, ce qui est colteux en énergie, parfois prélevées dans le
milieu extérieur, ce qui I’est moins. Les solutés compatibles les plus courants sont
neutres ou zwittérioniques et comprennent des acides aminés, des sucres, des polyols,
des deérivés de certains de ces composés, tels que : les bétaines, les ectoines, le
saccharose, le tréhalose et le glycérol. Certaines de ces molécules, en particulier la
glycine bétaine et les ectoines, ont une importance biotechnologique considérable
(Ventosa et al., 1998).

Certains solutés compatibles produits par des actinomycetes halophiles sont utilisés
comme protecteurs de protéines et de cellules dans diverses applications industrielles,
impliquant la congélation et la décongélation (Maheshwari, 2015). L'ectoine et
I'nydroxyectoine obtenues a partir des actinomycetes halophiles sont commercialement
utilisées comme agents protecteurs et stabilisants des cellules de mammiféres (Pastor et
al., 2010).

Comme exemple d’actinobactéries des sols salins, nous avons Actinopolyspora
halophila, qui est lI'une des rares bactéries hétérotrophes capables de synthétiser de novo
le soluté compatible glycine bétaine, ainsi que Nocardiopsis halophila, qui utilise par
contre, un dérivé hydroxylé de l'ectoine et du f-glutamate comme solutés compatibles
(DasSarma et Arora, 2001).

Le groupe de genes (ect-ABCD) codant les enzymes pour la biosynthése de l'ectoine et
de la 5-hydroxyectoine a été identifié dans les génomes de S. coelicolor A3 (2), S.
avermitilis, S. griseus, S. scabiei et S. chrysomallus, suggérant un réle important de ces
solutés compatibles comme protecteurs de stress dans le genre Streptomyces (Bursy et

al., 2008). En outre, Rubrobacter xylanophilus est une actinobatérie thermophile et
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halotolérante, qui accumule du tréhalose et du mannosylglycérate (MG) (Empadinhas et
al., 2007).

6. Diversité écologique et distribution des actinobactéries
halophiles et halotolérantes

Les actinobactéries sont largement distribuées dans les habitats terrestres et
aquatiques, y compris les habitats extrémes, tels que les environnements hypersalins qui
sont largement distribués sur notre planete (Ventosa et al., 2008). Les sols salins, les
saumures, 1’eau de mer, les lacs salés, les milicux salins alcalins sont considérés comme
les meilleurs habitats pour isoler les actinobactéries halophiles. La plupart des especes
d’actinobactéries halophiles connues et validement décrites, ont été isolées de sols
salins (Maheshwari, 2015). Certains exemples comprennent  Actinospolyspora
mortivallis (halophile modérée, isolée de sol salins en Californie, USA) (Yoshida et al.,
1991), Amycolatopsis salitolerans (halotolérante, isolée a partir d'un sol hypersalin, en
Chine) (Guan et al.,, 2012). Prauserella isguenensis et Mzabimyces algeriensis
(halophiles, isolées de sols désertiques algériens) (Saker et al., 2015, 2014).
Récemment, une nouvelle espéce Streptomyces massilialgeriensis a été isolée d’un sol
extrémement salé, dans le garaet de Ank el Djemel, en Algérie (Djaballah et al., 2018).

En dehors des sources salines terrestres, de nombreuses espéces halophiles et
halotolérantes ont été isolées a partir des eaux salines, principalement celles des lacs
salés. Les especes suivantes sont des exemples: Streptomonospora amylolytica et
Streptomonospora flavalba (Cai et al., 2009) et Saccharopolyspora lacisalsi (Guan et
al., 2011), qui ont été isolées de lacs salés en Chine. D'autre part, Nesterenkonia
lacusekhoensis a éteé isolé a partir d'un échantillon d'eau de 23 m de profondeur du lac
Ekho (un lac hypersalin, en Antarctique oriental) (Collins et al., 2002).

Outre les lacs salés, de nombreuses espéces d'actinobactéries provenaient de
sources marines. Parmi elles : Nocardiopsis litoralis (halophile, isolée d'une anémone
de mer, en Chine) (Chen et al., 2009b), Microbacterium sediminis (halotolérante, isolée
des sédiments profonds, en Chine) (Yu et al., 2013), Arthrobacter halodurans
(halotolérante, isolée d’une eau de mer, en Chine) (Chen et al., 2009a), et Kocuria
marina (halotolérante, isolée des sédiments marins, en Sibérie orientale) (Kim et al.,
2004).

Certaines actinobactéries halophiles et halotolérantes ont été retrouvées dans
d’autres habitats peu explorés, nous pouvons mentionné : Zhihengliuella salsuginis

(modérément halophile, isolée de saumure souterraine prélevée dans une mine de sel, en
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Chine) (Chen et al., 2010). De plus, Saccharopolyspora dendranthemae (endophyte et

halotolérante, isolée d’une plante de marais salant cotier, en Chine) (Zhang et al., 2013).

7. Importance biotechnologique des actinobactéries halophlies
et halotolérantes

Les actinobactéries halophiles et halotolérantes sont une source trés intéressante
de nouvelles molécules chimiques bioactives, avec une importance croissante pour

plusieurs applications biotechnologiques dans différents domaines.

7.1. Production de composés antimicrobiens, antiviraux et
thérapeutiques

Les actinomycétes halophiles peuvent produire une variété de composés
bioactifs, qui ont un large éventail d'activités biologiques, tels que : les antibactériens,
les antifongiques, antiviraux, et d'autres composés d’intérét médical.

L'arénimycine est un nouvel antibiotique isolé de 1’actinomycéte Salinispora
arenicola (halophile extréme, d’origine marine). II a démontré une activité
antibactérienne puissante contre Staphylococcus aureus résistant a la rifampicine et a la
méthicilline (Asolkar et al., 2010).

La Chandrananimycine A est une nouvelle substance antifongique produite par
Actinomadura sp. (souche M048, d’origine marine), qui a montré une forte activité
antifongique contre Mucor miehei. Cette substance présente d'autres activités :
antibactérienne, anticancéreuse et anti-algale (Maskey et al., 2003).

Le N- (2-hydroxyphényl)-2-phénazinamine (NHP) est un nouvel antibiotique produit
par Nocardiopsis dassonvillei (actinomycéte halophile, issue de sédiments marins). Il
posséde une puissante activité antifongique contre Candida albicans (Gao et al., 2012).

Les études sur les agents antiviraux des actinobactéries halophiles, sont peu
nombreuses. L'antimycine A est une substance antivirale produite par Streptomyces
kaviengensis (isolée a partir de sédiments marins). Elle a une activité puissante contre le
virus de l'encéphalite équine de 1’Ouest, et contre plusieurs virus a ARN dans les
cellules cultivées, y compris les membres des familles : Togaviridae, Flaviviridae,
Bunyaviridae, Picornaviridae et Paramyxoviridae (Raveh et al., 2013). La benzastatine
C extrait de Streptomyces nitrosporeus, est un compose a activité antivirale contre les
virus de I’herpés simplex de type 1 et 2, et contre celui de la stomatite vésiculeuse (Lee

et al., 2007).
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Des études sur les actinomycétes halophiles, ont conduit au développement de
nombreux composés thérapeutiques, parmi lesquels on trouve : les anticancéreux, les
anti-inflammatoires, les antioxydants et les antipaludiques. La lodopyridone est un
agent anticancéreux (contre la lignée cellulaire d'adénocarcinome du célon humain
HCT-116), obtenu d’une actinobactérie marine Saccharomonospora sp. (Maloney et al.,
2009). Le cyclomarine A (Renner et al., 1999) est un nouvel agent anti-inflamatoire
isolé des halophiles Streptomyces sp. La trioxacarcine est une nouvelle substance
antipaludéenne isolée de Streptomyces sp. (Maskey et al., 2004). Les actinosporines C
et D sont de nouveaux antioxydants (contre les dommages génomiques induits par le
peroxyde d'hydrogéne dans la lignée cellulaire promyélocytaire humaine, HL-60)
produits par l'actinomycéte Actinokineospora sp. (souche EG49) associé a une éponge
marine (Grkovic et al., 2014).

7.2. Biodégradation de produits chimiques

Les environnements salins, en particulier les eaux et les sols, sont toujours
exposés a la contamination par des métaux lourds ou d'autres substances chimiques
toxiques en raison des activités anthropiques (Ventosa et al., 1998). La dégradation de
différentes substances dans I'environnement est un processus continu dd aux activités
continues des microorganismes. Ces derniers dégradent les composés toxiques en
matériaux non toxiques tels que le H,O, le CO, ou d'autres composés inorganiques
(Philip et al., 2005). Les actinobactéries ont été signalées comme l'un de ces
microorganismes qui contribuent a la dégradation des composés organiques dans la
nature et jouent un réle dans la minéralisation de la matiére organique (Subramani et
Aalbersberg, 2012). Les substances pétrolieres constituent I'un des matériaux qui
contaminent, particulierement, les habitats marins (Fathepure, 2014). Dans une étude
réalisée sur des bactéries halophiles utilisatrices de pétrole, les résultats phylogénétiques
ont montré que 30% de tous les isolats appartenaient a des actinobacétries (Hamedi et
al., 2013). On a rapporté que l’actinobactérie extrémement halophile, Streptomyces
albiaxialis, pouvait se développer dans un environnement extréme en utilisant du
pétrole brut comme unique source de carbone dans un taux de salinité allant jusqu'a
10% de NaCl. Une autre actinobactérie halophile Rhodococcus erythropolis a été isolée
d’un sol pollué par les hydrocarbures en Russie, et elle a été cultivée dans un milieu
contenant du pétrole brut comme seule source de carbone (Zvyagintseva et al., 2001).

Une nouvelle souche dactinomycéte extrémement halophile appartenant a

18



Revue bibliographique

Actinopolyspora sp. a été isolée dans un environnement salin et aride d'un champ
pétrolifere du Sultanat d'Oman. Cette souche présentait la capacité de dégrader les

alcanes jusqu'a Cys et, a un rythme plus lent, jusqu'a C,s (Al-Mueini et al., 2007).

7.3. Production d’enzymes d’importance industrielle

Les enzymes extracellulaires produites par les actinobactéries halophiles
présentent des avantages significatifs dans les applications biotechnologiques, telles que
les procedés de biosynthése, la bioremédiation environnementale et le traitement des
aliments. Ces bactéries ont la capacité de sécréter des enzymes extracellulaires telles
que : les lipases, les DNases, les protéases, les estérases, les pullulanases, les
galactosidases, les nucléases, les xylanases, les inulinases, les cellulases, les pectinases,
les gélatinases, les alpha-glucosidases, les béta-glucosidases, les alpha-mannosidases,
les béta-mannosidases, les chitinases, les xylose isomérases, les fructokinases, les
ribokinases, etc., qui présentent une activité plus élevée et une stabilité, en pH alcalin et
a des concentrations de solvants organiques élevées, dans leur environnement
(Essghaier et al., 2010 ; Ningthoujam et al., 2009). L'enzyme alpha-amylase halophile
isolée de Nesterenkonia sp. pourrait tolérer divers solvants organiques tels que : le
chloroforme, le cyclohexane, le benzéne et le toluéne. De telles propriétés des a-
amylases halophiles pourraient étre exploitées dans les industries de transformation de
I'amidon, de la boulangerie, du brassage, du textile et de la distillation (Shafiei et al.,
2011).

Les cellulases et les protéases sont les enzymes extracellulaires les plus recherchées et
constituent 60% des ventes mondiales d'enzymes (Niladevi et Prema, 2005). Les
cellulases halophiles obtenues a partir des actinomycétes et de la bibliotheque
métagénomique de certaines bactéries marines étaient halostables, thermostables et
alcalostables, toutes favorables aux industries du textile et de la lessive (Shivanand et
al., 2013). Des études affirment qu'un certain nombre d'actinomycetes alcaliphiles et
halophiles produisent des enzymes protéases extracellulaires (Dodia et al., 2006). La
protéase halophile sécrétée par Nocardiopsis prasina HA-4 résiste a une large gamme
de pH (7-10) et de température (20-42 °C). Nocardiopsis halotolerans et
Saccharomonospora halophila récupérées au Koweit, ont montré une meilleure activité
kératinolytique sous forte concentration en sel (Al-Zarban et al., 2002). Une enzyme

dégradant la lignine est produite par Streptomyces psammoticus. Ce type d’enzymes a
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des applications dans la décoloration des textiles, la délignification de la pulpe et le

traitement des effluents (Niladevi et Prema, 2005).

7.4. Autres applications potentielles

Les actinobactéries halophiles et halotolérantes peuvent sécréter d’autres
molécules comme les biosurfactants, les inhibiteurs d’enzymes et les pigments ; qui
peuvent étre trés avantageuses dans différents domaines d’applications. Ces derniéres
années, un biosurfactant (de type lipopeptide) halothermophile et hautement actif contre
plusieurs microorganismes, a ¢t¢ dérivé d’une souche B3 de Streptomyces sp.
Modérément halophile (Khopade et al., 2012). L’amylostreptine est parmi I’un des rares
exemples d’inhibiteurs de 1’enzyme alpha-amylase, qui est produit par I’actinobactérie
halotolérante Streptomyces corchorusii subsp. rhodomarinus. Cet inhibiteur est trés
utile pour la suppression de maladies telles que le diabéte, 1’obésité et 1’hyperlipémie
(Imada et Simidu, 1988). Le streptocarbazole A et le N-(2-hydroxyphényl)-2-
phénazinamine (NHP) sont des pigments jaunes, originaires des halophiles
Streptomyces sp. (souche FMA) et de Nocardiopsis dassonvillei (souche BM-17),
respectivement. Ces pigments sont cytotoxiques et peuvent étre utilisés dans le
traitement de divers cancers (Fu et al., 2012; Gao et al., 2012).

8. Méthodes d’étude de la biodiversité bactérienne dans le sol

De maniére générale, la diversité peut &tre déefinie comme étant « la mesure de la
composition en espeéces d’un écosysteme, en terme du nombre d’espéces et de leurs
abondances relatives » (Legendre et Legendre, 1984). Appliquer cette définition aux
communautés microbiennes revient donc a décomposer la diversité en deux éléments :
non seulement le nombre d’espéces microbiennes ou UTOs (Unités Taxonomiques
Opérationnelles) dans la communauté, mais également leur abondance (Berdoulay,
2008).

Le sol est un systeme biologique complexe, hétérogéne et dynamique, qui abrite
une grande diversité d’étres vivants dont les bactéries, qui sont représentées
majoritairement par des Proteobacteria, Acidobacteria et Actinobacteria (Rebuffat et
Zirah, 2018). Jusqu’a il y a environ quinze ans, il était encore difficile de déterminer la
composition des communautés microbiennes dans le sol (Nannipieri et al., 2017). La
caractérisation des communautés bactériennes des sols se faisait et se fait toujours par
des meéthodes de culture in vitro, bien que ces derniéres présentent des limites en, ne

permettant pas d’accéder a la diversité d’une maniére exhaustive. Aujourd’hui, le
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développement révolutionnaire des approches moléculaires, offre la possibilité d’affiner
la classification des bactéries et de mieux comprendre leur diversité dans les sols
(Theodorakopoulos, 2013).

8.1. Approche culturale

Pour observer une bactérie, on a le plus souvent recours a la mise en ceuvre de
I’arsenal classique de 1’approche culturale (Pochon et Tardieux, 1962). Celui-ci
comprend les cultures d’enrichissement, I’isolement de cultures pures, 1’estimation du
nombre (ou de I’abondance) par comptage de colonies exprimé en UFC (unité formant
colonie) par gramme de sol, et la caractérisation taxonomique et fonctionnelle de
I’organisme isolée. Cette dernieére est basée sur 1’é¢tude des critéres morphologique,
physiologique, biochimique et métabolique. De plus, le séquencage de I’ADNr 16S des
colonies isolées (comme approche moléculaire), peut ici aussi amener de nouvelles
précisions dans la diversité bactérienne (Gobat et al., 2010). Aussi, des milieux
synthétiques additionnés de sel ou deau de mer pour enrichir et isoler les
actinobactéries halophiles et halotolérantes des échantillons environnementaux ont
souvent été utilisées.

Toutefois, les méthodes dépendantes de la culture présentent un désavantage
majeur de ne pas rendre compte totalement de la composition de la communauté
bactérienne présente dans le sol. En effet, les bactéries qui ne peuvent étre cultivées en
laboratoire représentent une grande fraction de la diversité totale existant dans la nature
(Pham et Kim, 2012). Les causes principales qui font que de nombreuses bactéries
échappent a la culture peuvent étre les suivantes :

e les conditions de cultures (composition des milieux, pH, temps de croissance,
température d’incubation etc.) utilisées lors de 1’isolement ne reflétent,
généralement pas les véritables conditions de 1’environnement, et donc ce n’est
pas toutes les bactéries qui peuvent s’y adapter (Barka et al., 2016) ;

e L’existence de cellules viables mais non cultivables (VNC). Ces derniéres ne
croissent pas sur les milieux de cultures traditionnelles, bien qu’elles aient une
activité métabolique faible. Elles sont rentrées dans un état dormant qui pourrait
étre dd au stress lié au changement des parametres environnementaux. Nous
pouvons citer dans ce cas, I’exemple du groupe Halophaga-Acidobacterium
fréquent dans les sols, qui a été obtenu par des clones moléculaires et jamais par
culture (Theodorakopoulos, 2013 ; Gobat et al., 2010) ;
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e [’absence de molécules signal qui peuvent étre importantes dans la croissance
de certaines bactéries. Par exemple, Micrococcus luteus sécréte une protéine
appelée Rpf (Resuscitation promoting factor), qui est un facteur favorisant la
croissance des cellules dormantes, du méme organisme ; en plus d’étre efficace
pour stimuler la croissance d’autres bactéries comme Mycobacterium bovis
(Mukamolova et al., 1998) ;

e La concentration inhibitrice de nutriments dans le milieu, car la croissance des
bactéries initialement présentes dans des environnements pauvres en substrat
sera inhibée en présence d’une concentration trop ¢élevée de ce méme
substrat (Gobat et al., 2010 ; Calcott et Postgate, 1972) ;

e [’impossibilité de croitre ou de former des colonies sur gélose pour certaines
bactéries (Gobat et al., 2010).

Or, au cours des 25 derniéres années, de nombreuses avancées dans les techniques
de culture, ont largement contribué a notre compréhension des microbes vivants. Parmi
ces avanceées on peut citer l'utilisation des milieux modifiés (Alain et Querellou, 2009) ;
les changements des conditions de croissance (Alain et Querellou, 2009) ; la culture
communautaire et co-culture pour la croissance de bactéries syntrophes (Vartoukian et
al., 2010) ; et I’assistance des méthodes indépendantes de la culture (Tyson et Banfield,
2005).

Bien qu’il soit difficile d’accéder de maniére totale et précise a la diversité des
bactéries dans les sols par I’approche culturale, celle-ci est encore largement utilisée
notamment dans des études de diversité et d’activités antimicrobiennes des

actinobactéries, dans les sols extrémes salins (Gad, 2017 ; Harir et al., 2017).

8.2. Approche moléculaire

Actuellement, il est plus facile d’étudier la diversité du monde bactérien et de
s’affranchir du probleme des non cultivables, grace aux avancées technologiques de la
biologie moléculaire, et a 'utilisation de techniques et de stratégies de plus en plus

sophistiquées.

8.2.1. ARNr 16S et phylogénie
Dans I’identification et I’étude de la diversité bactérienne, on fait souvent appel
aux genes qui codent pour les acides ribonucléiques des ribosomes (les ADNr), en

particulier au geéne qui code pour I’ARNr 16S.
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La séquence du geéne qui code pour I’ARN ribosomal 16S (constituant de la petite sous-
unité 30S des procaryotes) est maintenant fournie par presque tous les auteurs décrivant
une nouvelle espéce. Un grand nombre de séquences différentes d'amorces ciblant le
géne 16S a été publié. Elles peuvent étre universelles (permettant I’amplification de la
plupart des sequences d’ADNr 16S bactérien) (Baker et al., 2003) ou spécifiques pour
un groupe particulier, comme par exemple les amorces pour Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Bacilli et Planctomycétes (Blackwood et al.,
2005; Stach et al., 2003).

Pour étre informative, la séquence de I’ADNr 16S doit étre de bonne qualité
(moins de 1 % des bases indéterminées) et d’une longueur d’au moins 1000 nucléotides
sur les 1500 qui constituent ce gene (Bertrand et al., 2012). Elle est composé de régions
conservées permettant [’appariement d’amorces « universelles » (servant a
I’amplification puis au séquengage) et de neuf zones hypervariables (de V1 a V9)
(Baker et al., 2003) permettant la distinction de 1’espéce (Van de Peer et al., 1996). La
majorité des principaux groupes bactériens posséde une ou des séquences
nucléotidiques caractéristiques que l'on nomme des séquences signatures
oligonucléotidiques (qui sont exclusives d’un groupe taxonomique donné) (Woese,
1987). Des exemples de signatures de trois familles des actinobactéries sont représentés
dans le tableau 5.

Tableau 5 : Signatures basées sur les séquences du géne codant pour I’ARNr 16S de
trois familles d’actinobactéries (Goodfellow, 2015).

Familles Position des signatures dans PARNr 16S

Streptomycetaceae 127:234 (G-C), 449 (A), 672:734 (C-G), 950:1231 (U-G),
952:1229 (U-A), 955:1225 (C-G), 965 (C), 986:1219 (A-U),
1362 (C).

Nocardiopsaceae 440:497 (U-U), 485 (G), 501:544 (G-C), 502:543 (A-U),
833:853 (U-G), 1355:1367 (G-C).

Actinopolysporaceae | 127:234 (A-U), 242:284 (C-G), 480 (U), 564 (C), 657:759 (G-
C), 672:734 (C-G), 828 (A), 829:857 (G-C), 831:855 (U-G),
832:854 (G-U), 833:853 (U-G), 840:846 (C-G), 952:1229 (U-
A), 986:1219 (U-A), 1100 (U), 1117:1183 (G-C), 1309:1328
(G-V).

L’analyse phylogénétique des séquences d’ADNr 16S permet de préciser la
position du microorganisme considéré par rapport aux autres microorganismes dont les
séquences d’ADNr 16S sont connues. Un avantage de cette approche est que le

séquengage du géne codant pour ’ARNr 16S peut étre fait non seulement sur des
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isolats, mais aussi sur des communautés complexes (Bertrand et al., 2012), ou encore
directement sur des échantillons de 1’environnement. Dans ce dernier cas, certains
groupes phylogénétiques entiers, n’ont aucun représentant cultivable et 1’appellation de
« Candidate Division » leurs est destinés (Theodorakopoulos, 2013).

Les séquences d’autres génes sont parfois utilisées dans le but de ne pas
dépendre I’identification sur un seul marqueur. Cette approche appelée MLST
(Multilocus sequence Typing) s’est développée suite a la constatation que la phylogenie
de nouveaux génes ne suivait pas nécessairement celle de I’ADNr 16S. En effet, la
quantité d’information présente dans I’ADNr 16S peut parfois étre insuffisante pour
positionner d’une maniére fiable des souches. L’utilisation de marqueurs
phylogénétiques alternartifs est donc importante pour affiner la postion phylogénétique
des microorganismes étudiés par rapport a ce qui peut étre obtenu avec le géne de
I’ARNr 168 seul. Grace a I’augmentation des capacités de séquengage, il est tout a fait
possible que dans le futur la séquence génomique complete soit demandée pour
I’identification d’un isolat (Bertrand et al., 2012).

En plus de la caractérisation phénotypique, le rapprochement d’un nouvel isolat
de taxons déja décrits fait appel, de plus en plus fréquemment, a [’analyse
phylogénétique. Cette derniere permet d’aborder 1’étude de la biodiversité¢ et la
classification des procaryotes, en utilisant des techniques moléculaires directes qui
s’affranchissent de la mise en culture des microogranismes. L’analyse phylogénétique a
pour but de déterminer les relations de parenté entre taxons (souches, especes, genres,
etc.) et donc les plus proches parents connus de la souche d’intérét. Le marqueur de
référence utilisé pour ces analyses est le géne codant pour I’ARNr 16S. Ce dernier, a été
choisi comme marqueur phylogénétique par Woese, (1987), pour plusieurs raisons : il
est (ubiquiste) présent chez tous les procaryotes, ou il joue le méme role dans la
traduction de I’ARN messager en protéines ; il évolue lentement ; sa séquence est une
alternance de régions dont les vitesses d'évolution varient, permettant de comparer des
especes trés proches sur des régions hypervariables et des especes trés éloignées sur des
régions trés conserveés (figures 3 et 4) ; et il est aisément séquencé grace a ses régions
hautement conservées avec peu de mutations fixées au cours de 1’évolution.

Une identification basée sur ce gene améne la question du niveau de similarité, seuil en
dessus duquel il est considéré que 1’isolat appartient a une espéce définie classiquement

par hybridation ADN-ADN (Wayne et al., 1987).
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Stackebrandt et Goebel, (1994) ont proposé qu’un seuil de 70 % d’hybridation d’ADN
génomique entre souches de la méme espece correspondait a un pourcentage d’identité
d’au moins 97 % de leurs génes codant pour I’ARNr 16S. 1l faut comprendre le nombre
de 97 % comme un seuil en dessous duquel il ne sera pas nécessaire de faire une
hybridation ADN-ADN car il s’agit d’espéces différentes. Ceci ne signifie pas que dans
la situation inverse (plus de 97 % d’identité au niveau des ARNr 16S), I’hybridation
ADN-ADN entre les génomes des deux souches ne soit pas nécessaire. Plus tard, une
proposition a été faite pour élever ce seuil, a 98,7 % par Stackebrandt et Ebers, (2006).
Ces derniers auteurs ont pu montrer, suite a une analyse statistique tres fine, que les
séquences qui partagent moins de 98,7 % de similarité du géne codant pour I’ARNr 16S

correspondent a des espéces différentes.

ADNr 168 — ARNr 168 — Petite sous unité ribosomale
ADNTr 16S
O | . B e W W i1542
475 pb
910 1300

I RéEgions conservées : séquences nucléotidiques identiques pour toutes
les bactéries
= Regions non conserveées : séquences nucléotidiques spécifiques du genre

et de I'espéce bactérienne

Figure 3 : Organisation du géne codant pour I’ARNr (Boisset, 2008).

0 250 500 750 1000 1250 1542
355F 533F 806F 026F 1194F
i 3R 5158 R oOTR 11758 W
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[

Régions conservées ciblées par les amorces

Figure 4 : Représentation schématique du géne codant pour I’ARNr 16S. Les cercles
représentent les régions conservées utilisées pour le design d’amorces nécessaires a
I’amplification et au séquengage (Reller et al., 2007).
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L’analyse phylogénétique de marqueurs moléculaires (I’ARNr 16S par exemple)
s’effectue en plusieurs étapes. La premicre consiste a comparer la séquence d’intérét
afin de rechercher si des séquences homologues déja connues sont présentes dans les

banques de séquences, par exemple la banque de données généraliste Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ou la base de données spécialisée EzBioCloud

(https://www.ezbiocloud.net/). Cette premiére recherche est basée sur la similarité (ou la

ressemblance) entre les séquences de la banque et la séquence analysée. En effet, plus
deux souches sont apparentées, plus les séquences de leurs génes (dont I’ARNr 16S)
sont proches. Un des logiciels les plus fréquemment utilisés pour effectuer ces
recherches est BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de Genbank. Il permet
d’identifier les régions similaires entre deux séquences nucléiques ou protéiques.
L’identification des séquences homologues a une séquence d’intérét ne permet d’obtenir
qu’un positionnement taxonomique brut (niveau du genre ou supérieur) qu’il importe
d’affiner par une analyse phylogénétique. Pour 1’analyse phylogénétique, toutes les
séquences homologues provenant de microorganismes proches du microorganisme
analysé sont extraites de la base de données et alignées (par un logiciel d’alignement
multiple comme Clustal W). Les régions pour lesquelles 1’homologie entre les sites est
non-ambigué (régions conservées et ne présentant pas d’insertion/délétion au niveau de
I’alignement multiple) sont utilisées pour construire I’arbre phylogénétique. Une des
méthodes de reconstruction d’arbre les plus utilisées en taxonomie est le « Neighbor
joining » (Saitou et Nei, 1987) en raison de sa simplicité et de sa rapidité. Le
« Neighbor joining » appartient a la famille de reconstruction phylogénétique dite de
distances, car la premiere étape du « Neighbor joining » passe par la quantification des
distances génétiques ou distances évolutives entre toutes les paires de séquences
homologues étudiées. L’estimation des distances évolutives entre les séquences est
basée sur I’utilisation d’un modele évolutif. Le calcul des distances évolutives entre
chaque base de séquences permet I’¢établissement d’une matrice de distance. Ces
distances sont ensuite représentées sous forme d’arbres phylogénétiques dont les
longueurs des branches sont proportionnelles aux distances évolutives entre les
séquences. Un des avantages du « Neighbor joining » est qu’il permet de traiter un
grand nombre de séquences en un temps trés court (quelques secondes pour analyser
plusieurs centaine de séquences. Son utilisation est préférable a ’'UPGMA (Unweighted

Pair-Group Method using the Arithmetic Average) qui suppose que toutes les séquences

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ezbiocloud.net/

Revue bibliographique

évoluent a la méme vitesse, mais moins satisfaisante que le Maximum de
Vraisemblance (Bertrand et al., 2012).

8.2.2. Métagénomique

On peut dire que I'un des événements les plus remarquables dans le domaine de
I'écologie microbienne au cours des derniéres décennies a été l'avénement et le

développement de la métagénomique.

L’idée de la métagénomique a été initialement énoncée par (Pace et al., 1985).
Par la suite, (Schmidt et al., 1991) ont été les pionniers & appliquer ce concept, en
clonant directement de I'ADN extrait d'échantillons d'eau de mer dans des phages
lambda. La technique fut ensuite reprise et améliorée par DelLong et son équipe qui ont
cloné des grands fragments d'/ADN planctonique marin dans des fosmides, marquant
ainsi le point de départ de la métagénomique (Stein et al., 1996). En 1998, c’était la
premiére fois que le terme métagénomique a été mentionné officiellement par
(Handelsman et al., 1998), qui ont appliqué I’approche du clonage sur le microbiote du
sol.

La métagénomique, ou encore génomique environnementale ou génomique des
communautés, indique 1’étude du métagénome, qui lui-méme référe a I’ensemble des
séquences d’ADN extraites de communautés multi-especes prélevées dans
I’environnement (sol, eau, etc.). Ces communautés sont genéralement composées
d’organismes non cultivables, soit qu’ils ne sont pas ciblés par les conditions de culture
car non-connus, soit qu’ils résistent aux tentatives de culture (Baussand et Carbone,
2006). En d’autre terme, la métagénomique est 1’étude des séquences de tout ou partie
de ’ADN extrait d’échantillons de milieux naturels qui renferme les génomes de la
totalit¢ des organismes présents. Elle permet 1’é¢tude des communautés de
microorganismes directement dans leur environnement naturel, sans passer par les
méthodes d’isolement et de culture en laboratoire de souches individuelles (Chen et

Pachter, 2005).

Récemment, des études sur la métagénomique, la métatranscriptomique et la
métaprotéomique ont proposé un criblage rapide de nouvelles enzymes a partir de
microorganismes non cultivables spéecialement identifiés dans des environnements
extrémes comme, les régions arides, salines, thermophiles et arctiques ( Mukhtar et al.,
2017).
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8.2.3. Clonage et séquencage de ’ADNr 16S

Cette approche est I’une des premicres a avoir été utilisée pour s’affranchir des
méthodes culturales. Les différentes etapes de cette approche consistent : a extraire et a
purifier ’ADN bactérien total, a partir d’un échantillon prélevé dans 1’environnement
(sol) ; a amplifier par PCR le gene codant pour I’ARNr 16S ; a cloner les produits ainsi
géneérés ; a séquencer les clones de la bangue ; et enfin offrir la possibilité d’estimer la

diversité bactérienne par génération d’arbres phylogénétiques.

8.2.3.1. Extraction et purification de I’ADN bactérien du sol
Apres échantillonnage, il est tres important de bien conserver les échantillons de
sol afin de garder les cellules intactes et de limiter la dégradation des acides nucléiques.

La méthode de conservation dans le froid par congélation est la plus souvent utilisée.

La phase la plus critique dans I’approche moléculaire de la biodiversité du sol
est certainement celle de I’extraction de I’ADN. Une autre difficulté a résoudre tient a la
purification de I’ADN du sol : les acides humiques sont difficiles a séparer de I’ ADN et
inhibent fortement la réaction de la PCR (Daniel, 2005). Pour réaliser I’amplification
d’un segment d’ADN par PCR, il est indispensable que ce segment ne soit pas coupé ;
I’ADN doit étre le plus intact possible, ce qui interdit I’application de traitements
d’extraction trop violents. Or, ’ADN bactérien est contenu dans le cytoplasme lui-
méme entouré d’une paroi solide qu’il faut rompre pour I’extraction. Certaines bactéries
ont une paroi particuliérement résistante (comme celle des Gram positives), aussi leur
ADN risque-t-il de n’étre que peu, voire pas du tout extrait. C’est 1a 1’'un des principaux
obstacles de I’approche moléculaire. Méme limité par 1’extraction de la molécule, la
fenétre ouverte sur la diversit¢ microbienne a partir de I’ADN du sol est donc bien
différente et probablement plus large que celle définie par la culture des organismes
(Gobat et al., 2010).

Plusieurs protocoles d’extraction d’ADN ont été mis au point, et de nombreux
kits commerciaux d'extraction d’/ADN sont disponibles (Daniel, 2005). Ces protocoles
utilisent plusieurs méthodes de lyse des cellules qui peuvent étre chimique (par des
détergents et enzymes), mécanique (par des billes en mouvement « bead beating ») ou
physique (rupture par microonde). La purification des ADN extraits se fait

géneralement sur des colonnes de silice (Miller, 2001).
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8.2.3.2. Méthode de la PCR
L'étape d’amplification va permettre de cibler le locus génomique d'intérét, qui
est dans notre cas I’ADNr 16S, et d'en synthétiser une quantité suffisante pour le

clonage et/ou le séquencage.

La PCR consiste a amplifier un segment défini d’ADN au moyen d’une enzyme,
I’ADN polymérase, travaillant a température élevée. Ce segment est défini par deux
séquences de 15 a 25 bases, situées chacune a 1’'une de ses extrémités sur,
respectivement, 1’'un et l'autre brin de la molécule. C’est a partir de ces amorces
complémentaires, que vient se fixer la polymérase pour effectuer la réplication de la
molécule. Le choix des amorces se fait souvent sur base bibliographique, en utilisant un
couple déja valide par des études précédentes sur le méme type de microbiote
(Siegwald, 2017).

Chaque doublement de la quantité d’ADN du segment considéré implique trois
phases, se déroulant a des températures différentes, contrdlées par une machine
automatique (thermo-cycler) : la dénaturation (séparation des deux brins d’ADN, p.ex.
94°C), la fixation des amorces (p.ex. 62°C) et la replication (p.ex. 72°C). A chaque
cycle de ces trois phases la quantit¢ d’ADN du segment considéré est doublée. Apres
une vingtaine de cycle, le segment d’ADN d’origine est amplifié jusqu’a un million de
fois. En choisissant par exemple un couple d’amorces, dont les séquences de
nucleotides correspondent a des regions identiques chez toutes les Bacteria, et situées
pres de chacune des extrémités du géne codant pour I’ARNr 16S, on amplifie par PCR
un segment représentant la plus grande partie de ce gene chez tous les ADN bactériens
présents. Les génes correspondants dans les ADN des autres domaines d’organismes
(Eucarya et Archaea) ne sont en revanche pas amplifiés, car les amorces spécifiques
aux bactéries n’y trouvent pas leurs séquences complémentaires.

Des genes codant pour des fonctions peuvent également étre amplifiés par PCR,
a condition qu’ils soient homologues et possédent des séquences de nucléotides
suffisamment chez les différentes especes, de manicre a ce qu’ils soient reconnus par

des amorces communes (Gobat et al., 2010).

8.2.3.3. Clonage moléculaire

De maniere a caractériser les fragments PCR et a essayer d’identifier les
organismes d’origines, il faut les amplifier individuellement. Pour cela, il est nécessaire

de les cloner, c'est-a-dire de les introduire dans des cellules bactériennes (organisme
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hote), généralement Escherichia coli, apres les avoir inclus dans des plasmides
specifiques de cette bactérie. Le fait de faire rentrer de I'ADN étranger au sein d'une
cellule hote s'appelle une « transformation » chez les procaryotes. Les plasmides sont
les vecteurs, les plus souvent utilisés pour I’insertion des produits PCR de petite taille
(1500 pb pour ’ADNr 16S). Ce sont des molécules d’ADN extrachromosomiques,
circulaires, bicaténaires, de petites tailles et doivent posséder pour réaliser le clonage,
au minima : une origine de réplication, un site de clonage multiple et un ou plusieurs

génes permettant la sélection (résistance a un antibiotique, Lac Z...) (Saulnier, 2015).

Le clonage peut étre réalisé directement sur produits de PCR en utilisant le
principe du clonage TA (TA-cloning) (Mead et al., 1991) ou aprés digestion du produit
de PCR et d'un vecteur afin de réaliser des clonages en bouts francs et ou en bouts
cohésifs. L'avantage de la derniére méthode est de connaitre I'orientation du fragment
inséré, mais le traitement du produit de PCR par des enzymes peut entrainer une
digestion partielle de ce dernier. Il n'est alors pas possible d'accéder a la séquence du

géne dans son intégrité (Corre, 2000).

Le "TA-Cloning™ est une methode de clonage simple et rapide. Le principe de
cette méthode repose sur le fait que les ADN polymérases dépourvues d’activité
exonucléase de 3° vers 5° (dont la Taq polymérase) ajoutent préférentiellement une
Adénine (A) supplémentaire en 3’ en fin d’¢longation. Par le biais de vecteur de clonage
fournis linearisé avec une Thymine (T) sortante a chaque extrémité 3'OH (par exemple :
pGEM-T). L'insertion du fragment d'intérét sera facilité, grace a la complémentarité des
bases. Cependant, linsertion du fragment n'est pas orientée. En vue d'un futur
séquencage, cela n'est pas nécessaire. Chacun des clones ainsi obtenus reproduit la
séquence du gene ADNr 16S d’un des membres de la communauté bactérienne de
I’échantillon. On choisit un certain nombre de ces clones recombinés, qui sont le plus
souvent sélectionnés avec le systéme blanc/bleu de I'opéron lactose, d’ou I’on extrait les

segments en question, pour le séquencer et le caractériser (Saulnier, 2015).

La détermination de la taille de I'insert cible, du vecteur de clonage et du nombre
minimum de clones de la bibliotheque est régie par le type de genes recherches et la
complexité de la communauté microbienne (Sabree et al., 2009). Des courbes de
collection ou d’abondance (de raréfaction) ainsi que des estimateurs de richesse
specifique ont été produits, et permettent de vérifier si une librairie de clones est

suffisamment large pour estimer une richesse phylotypique stable d’'une communauté
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microbienne environnementale (Kemp et Aller, 2004). Les estimateurs les plus

couramment utilisés sont les indices de Simpson, de Shannon et Chao 1.

8.2.3.4. Séquencage de Sanger

Le séquengage de I’ADN, est la détermination de la succession des nucléotides
le composant.

% Principe de la Méthode de Sanger et al., (1977)

Cette méthode est basée sur I’interruption de la synthése enzymatique d’un brin
d’ADN complémentaire (arrét d’élongation). L’ADN a séquencer est cloné et de
nombreuses molécules d’ADN simple brin sont produites. Une amorce (généralement
synthétisée chimiquement et éventuellement marquée) est ajoutée a I’ADN. Le point de
fixation de I’amorce sert de point de départ pour la synthése du brin complémentaire. La

polymérase est alors ajoutée avec :

- les quatre nucléotides normaux : d-ATP, d-CTP, d-GTP et d-TTP (au moins un d’entre
eux est marqué au phosphore 32, au Phosphore 33 ou au soufre 35) ;

- une faible concentration de quatre nucléotides analogues dans des incubations
séparees. Les analogues sont des didésoxynucléotides (ddNTP) qui sont identiques aux
nucléotides normaux sauf que les groupes hydroxyles (OH) des riboses sont remplacés
par des hydrogenes (H). La polymérase ne peut pas distinguer ce substrat des

nucléotides normaux.

La synthése du brin d’ADN complémentaire est initiée au niveau de [’amorce.
L’intégration d’un didésoxynucléotide dans le brin synthétisé entraine 1’arrét de
I’¢longation en raison de 1’absence du groupement OH, nécessaire a I’extension. Les
quatre incubations contiennent donc un mélange de molécules partiellement
synthétisées d’ADN double brin marqué. La longueur des fragments d’ADN varie en
fonction du point d’intégration du didésoxynucléotide. Comme cette intégration est
aléatoire, I’ensemble des molécules dans un mélange représente 1’ensemble des
positions pour une base particuliére. Les quatre mélanges sont analysés simultanément
sur un gel d’électrophorése. Celui-ci contient un composé qui entraine la dénaturation
de ’ADN double brin et le processus est mené sous un voltage fort pour éviter la
réassociation des brins. Les bandes sont révélées par autoradiographie et la séquence est
lue directement sur le gel. Une adaptation de cette technique consiste a marquer les
didésoxynucléotides plutét que les amorces, ce qui permet de n’utiliser qu’un seul

mélange au lieu des quatre nécessaires dans le cas d’un marquage des amorces. Chaque
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didésoxyribonucléotides est marqué par un fluorophore spécifique. Les fragments
d’ADN synthétisés portent ce fluorophore terminal. On les appelle des terminateurs
d’¢longation ou “Big Dye Terminators” ou “Dye-labeled terminator”. Dans ce cas on
parle d’un séquengage par arrét de syntheése a I’aide d’un terminateur marqué «dye
terminator sequencing» proposé par Smith et al.,, (1986). C’est la technique

actuellement utilisée dans certains séquenceurs automatises.

+« Automatisation de la technique de Sanger et al., (1977)

Au cours des 40 derniéres annees, la méthode de Sanger a été largement développée

grace a plusieurs avancées technologiques importantes :

e Le développement de la synthese chimique automatisée des amorces.

e L'introduction de traceurs fluorescents a la place des marqueurs radioactifs
utilisés initialement. Ce progrés a permis de sortir le séquencage des pieces
confinées, réservées a l'usage des radioisotopes.

e L 'adaptation de la technique PCR pour le séquencage.

e L 'utilisation de séquenceurs automatiques de génes.

e L'utilisation de I'électrophorese capillaire pour la séparation et l'analyse (EI
Fahime et Ennaji, 2007).

A cOté des séquenceurs en gel plat, les séquenceurs capillaires ont apporté une
plus grande automatisation dans les laboratoires de plus en plus demandeurs en
séquencage de routine. La technique de Sanger est celle qui est mise en ceuvre dans les
premiers séquenceurs automatiques (Le premier séquenceur automatisé a e€té mis au
point en 1987, par la compagnie Applied Biosystem ABI). En général 1’automatisation
requiert I’emploi :

e d'un systeme d'électrophorese piloté par ordinateur,

e des marqueurs fluorescents de différentes couleurs qui sont révélés apres
excitation par un laser a l'aide d'une caméra CCD (Charge Coupled Device),

e des logiciels permettant I'analyse des signaux sortant de I'appareil et leur mise en

forme sous forme de résultats (électrophorégramme et séquence) (figure 5),

e d'un robot passeur d'échantillon permettant d'enchainer les échantillons les uns a

la suite des autres (notamment passage de plaques de réaction a 96 puits).
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Figure 5 : exemple de deux électrophorégrammes A et B.

% Séquenceurs capillaires

Un séquenceur de genes a capillaire utilise des tubes capillaires de verre ayant
quelques microns de diamétre, sur plusieurs dizaines de centimétres de longueur (30 a
50 cm en général), pour réaliser la séparation des brins d’ADN durant 1’électrophorése.
Avec généralement un nombre de capillaires multiples de 2 (2, 4, 8, 16...). On multiplie
ainsi le nombre de migrations simultanées, ce qui permet de passer un plus grand
nombre d’échantillons dans le méme laps de temps. Les instruments a capillaire les plus
modernes de séquencage automatique de I’ADN sont capables de lire jusqu’a 384
échantillons d’un coup (1 run) et réaliser jusqu’a 24 runs en une journée. Ces
instruments ne réalisent que la séparation des brins et la lecture des pics ; les réactions
de séquencage, la purification et la suspension dans un tampon approprié doivent étre
réalisées séparément, de fagon manuelle ou a 1’aide d’un robot pipeter. Les séquenceurs
automatiques présentent de nombreux avantages : I’automatisation et 1’utilisation d’une
chromatographie au lieu d’une é€lectrophorése permet un gain de temps appréciable. Le
colt de revient est bien moindre. De plus, alors qu’on ne peut guére espérer lire plus de
300 nucléotides de maniere correcte lors d’un séquengage « a la main », les séquenceurs
permettent de lire plusieurs centaines de nucléotides avec une tres bonne qualité,
jusqu’a 1000 a 1100 pb pour les appareils les plus performants. La seule limitation a
I’utilisation de séquenceurs automatiques reste leur colt ¢levé d’achat et de
maintenance, ce qui impose, concrétement, la mise en place de services communs de

séquencage dans les centres de recherches (EI Fahime et Ennaji, 2007).
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8.2.3.5. Séquencage de nouvelle génération

Par clonage-séquencage des genes ribosomiques, on peut identifier la position
phylogénétique des organismes d’une communauté, mais on n’a pas d’information sur
les fonctions qu’ils sont & méme de remplir. De méme pour les génes fonctionnels, on
peut établir et comparer leurs séquences, mais on ne sait pas a quelle espéce ces genes
appartiennent. En outre le choix des amorces pour la PCR se fait a partir de séquences
connues d’organismes cultivés. De nombreux génes aux séquences inconnues échappent

ainsi a I’investigation (Gobat et al., 2010).

Actuellement, la métagénomique s'appuie fortement sur le séquencage de
nouvelle génération (NGS: Next-Generation Sequencing) afin de réaliser du
séquencage a tres haut débit. Il s’agit en fait de séquencer un trés grand nombre (des
millions) de fragments d’ADN provenant d’un échantillon, directement aprés extraction,
sans passer par une étape laborieuse de clonage. Parmi les technologies NGS qui ont été
largement appliquées aux échantillons métagénomiques, on peut citer : les systemes 454
ou pyroséquencages (de Roche) et Illumina (de Solexa). Le colt de production des
données est ainsi de plus en plus faible. Mais, si l'utilisation des NGS permet d'obtenir
énormément de données a colt modéré, ces nouvelles technologies apportent aussi leur
lot de difficultés. En effet, depuis peu de temps, la génération des données n'est plus le
point limitant d'une étude métagénomique ; c'est dorénavant l'analyse des données qui
est longue et colteuse. L'augmentation considerable de la quantité de données pose ainsi
de nouveaux challenges aux logiciels existants d’ou la recherche et le développement

continuels d’outils informatiques puissants.

Bien que I’avénement des NGS offrent une vue assez large sur la diversité, il faut
préciser qu'il est souvent tres difficile, voire impossible, d'avoir en sortie d'une analyse
métagénomique la liste précise de tous les génomes présents dans I'échantillon a
I'origine. Par contre, on peut avoir des informations pertinentes sur la communauté
microbienne qui vit dans le milieu, sur 'activité d'un écosystéme a un moment donné...
Enfin, cela permet d'étudier le fonctionnement des organismes tels qu'ils sont dans leur
environnement et non pas tels qu'ils sont apres quelque temps passé dans un laboratoire,

isolés des autres organismes (Nicolas, 2012).

Aussi, le séquencage de Sanger est toujours appliqué aprés culture ou dans la
métagénomique, en raison de son taux faible d’erreurs et de sa longueur de lecture qui

est supérieure a 700 pb.
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1. Sites d’étude
Au cours de ce travail, trois sites de prélevements ont été ciblés (figures 6, 7, 8 et 9).

1.1. Sebkha d’Ezzemoul

Le site fait partie des hauts plateaux de 1’est situés dans les étages bioclimatiques

semi-arides a arides (100 a 400 mm/an de précipitation) et renfermant de grandes
dépressions continentales salées appelées chotts et sebkhas. Il est situé a 17 Km au sud
de la ville de Ain M’lila et a 10 Km a I’est de la commune de Souk Naamane, a
proximité du chott Tinsilt, avec pour latitude : 35° 53” 14°* au Nord, et pour longitude :
06° 30’ 20 a I’Est. Il a été classé comme site Ramsar le 18 décembre 2009. La
commune d’Ouled Zouai se trouve & environ 200 m de la rive sud de la sebkha qui,
administrativement, dépend de la Wilaya d’Oum El Bouaghi, des dairas de Souk
Némane et de Ain Kercha puis des communes d’Ouled Zouai et Harmelia. Cette
derniere est située a 1 Km au Nord-Est du site.
Cette sebkha est constituée d’un plan d'eau salé, temporaire et peu profond atteignant
rarement les 40 cm. Elle a une superficie de 6 765 hectares. Ce plan d’eau est cerné
d’un encrolitement de sel trés important, limité par une prairie a base d’une végétation
halophile, et de terrains agricoles a céréales. L’extraction de sel par ’ENASEL se fait a
partir de la rive Ouest de la sebkha dans sa partie orientale. Il est adjacent a un autre lac
salé, classé sur la Liste Ramsar, Chott Tinsilt (Moali et Remichi, 2009).

Figure 6 : Photo de la vue générale de la sebkha d’Ezzemoul.

1.2. Chott Tinsilt

Le site se situe dans 1’étage bioclimatique semi-aride caractérise par un climat

continental froid, pluvieux en hiver et chaud et sec en été. Il se situe a 5 km de la
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commune de Souk-Nadmane et & 17 Km au sud de la ville de Ain M’lila. Il longe la
route nationale n°3 desservant les villes de Constantine, Batna et la voie ferrée qui
dessert Constantine et Biskra et la sebkha d’Ezzemoul. Il se trouve a I'Est avec pour
latitude : 35° 53’ 00” au Nord, et pour longitude : 6°29'00"”a I’Est). |l est classé
comme site Ramsar depuis le 12 décembre 2004. Il fait partie, sur le plan administratif,
de la wilaya d’Oum El Bouaghi, de la daira de Souk Nadmane et de la commune
d’Ouled Zouai. Il a une superficie de 2 154 hectares et une profondeur qui ne dépasse
jamais 0,5 metre (Boumezbeur et Khalfallah, 2005).

Le chott est alimenté essentiellement par les eaux pluviales provenant de 1’Oued
Zrhaib et des eaux usées du village de Souk Naamane (Ladjal, 1995).
Le chott est exploité par la céréaliculture. Nous notons aussi la présence d’une
végétation naturelle dont les especes connues sont représentées par Salicornia arabica,
Ruppia maritima et Atriplex (Messaoui et Besouli, 2004).

Figure 7 : Photo de la vue générale de Chott Tinsilt.

1.3. Sebkha de Djendli

Ce site « ancien Lacus Regius » fait partie de la wilaya de Batna, de la daira de
Chemora et de la commune de Boumia avec pour latitude : 35° 43" 15"au Nord, et pour
longitude : 06° 32" 23" a I’Est).
A elle seule et avec ses 3200 hectares, sa faune et sa flore, la sebkha de Djendli, située
non loin de la commune de Djerma, est pratiguement la seule zone humide importante
de Batna. Elle peut ainsi prétendre & une inscription sur la liste Ramsar. Des procédures
préliminaires ont été engagées et la sebkha de Djendli a été proposé en février 2007 afin

d’étre classée comme site Ramsar (Chenchouni, 2009). Elle se trouve entourée de trois
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chaines de montagnes : Djebel Bou Arif au Sud, Djebel Toumbait au Nord et Djebel
Tafraout a I’Est. Elle s’ouvre également a 1I’Est sur les plaines de Boulhilet et de
Chemorah (Adjal et Mouici, 2004).

Le site est alimenté principalement par les eaux pluviales ; il est fréquenté
réguliérement par une grande variété d’oiseaux d’eau, notamment le flamant rose et le

Tadorne de Belon.

Figure 8 : Photo de la vue générale de la sebkha de Djendli.

37



Matériel et méthodes

C. Tinsilt

v

G. Ezemmoul

G!. Djendlil

Algérie

G. B-Maghssel

G. Ank Demel

Lac Boulhilet

20 km

Oum El Bouaghi

G. Guellif

G. Timerganine

G. BoucH

G. Tar

G.|Gémat C. Zehar

C. Melah

Khenchela G. Ouled Amara

G. Ouled M'barek

Figure 9 : Situation géographique des zones humides des hauts plateaux de I’Est de 1’ Algérie. Les trois zones de cette étude (Ezzemoul, Tinsilt
et Djendli) se trouvent en haut a gauche de la figure. C : Chott et G : Garaet (Houhamdi et al., 2009).
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2. Echantillonnage
27 échantillons de sol ont été prélevés des trois sites : la sebkha d’Ezzmoul,

Chott Tinsilt et de la sebkha de Djendli (9 échantillons ont été prélevés de chaque site,
en allant de la rhizosphére vers le centre) (figures 10 et 11). L’échantillonnage a été

réalisé au mois de mars de I’année 2013.

A T’aide d’une spatule stérile, les cinq premiers centimétres de la couche
superficielle du sol sont écartés, 100 a 150 grammes de terre (entre 5 et 15 centimetres
de profondeur) sont alors prélevés avec une petite spatule stérile. Ils sont déposés sur
une feuille d’aluminium stérile. Les gros débris sont écartés (pierre, racines etc.) et
environ 50 grammes sont placés dans un flacon stérile et transportés au laboratoire
(Pochon et Tardieux, 1962).

Sm Sm
Plus de végétation E; X1 = » X2 « » X3
Moins de végétation E, X1 X2 X3
Pas de végétation E; X1 X2 X3

Figure 10 : Schéma du processus d’échantillonnage par site. E; : Echantillon prélevé de
la partie du site contenant de la végétation (rhizosphére), E, : Echantillon prélevé de la
partie du site ou il y a moins de végétation, E3 : Echantillon prélevé de la partie du site
ouil n’y a pas de végétation. Chacun des échantillons E;, E;, E3 est préleve trois fois
(X1, X2, X3) & une distance de 5 m entre X1, X2, X3.
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Figure 11 : Photos des échantillons de sol. (EE;) Echantillon n° 1 de la sebkha d’Ezzemmoul, (EE,) Echantillon n°2 de la sebkha d’Ezzemmoul,
(EE3) Echantillon n°3 de la sebkha d’Ezzemmoul, (TE;) Echantillon n° 1 de chott Tinsilt, (TE,) Echantillon n° 2 de chott Tinsilt, (TEj3)
Echantillon n° 3 de chott Tinsilt, (DE;) Echantillon n°1 de la sebkha de Djendli, (DE;) Echantillon n°2 de la sebkha de Djendli, (DEjs)
Echantillon n°3 de la sebkha de Djendli. 1 : Echantillon prélevé de la partie du site contenant de la végétation (rhizosphere), 2 : Echantillon
prélevé de la partie du site ot il y a moins de végétation, 3 : Echantillon prélevé de la partie du site ou il n’y a pas de végétation.
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3. Etude physico-chimique des échantillons

3.1. Mesure du pH
Vingt grammes de sol sec tamisé (avec un tamis de 2 mm de diameétre) sont mis

en suspension dans 50 ml d’eau distillée (selon le rapport% = ﬁ). Aprés une demi-

heure d’agitation a 1’aide d’un agitateur magnétique, le pH est alors mesuré a 1’aide

d’un pH métre de type HANNA (Pochon et Tardieux, 1962).

3.2. Détermination de la conductivité électrique CE et de la salinité
Vingt grammes de sol sec tamisé (avec un tamis de 2 mm de diametre) sont mis

en suspension dans 100 ml d’eau distillée. Apres une heure d’agitation dans un agitateur
culbuteur, suivie de 30 min de repos, jusqu’a 1’obtention de la sédimentation de la terre.
Le liquide surnageant est transféré dans un bécher, et la conductivité est mesurée a
I’aide d’un conductimétre de type WTW. La salinité (salure) est égale a cing fois la
conductivité (Richards, 1954).

3.3. Pourcentage d’humidité
Les échantillons de sol sont séchés au four Pasteur & 105 °C + 5 °C jusqu’a

I’obtention d’un poids constant. La différence entre le poids avant et aprés séchage,
exprime la teneur en eau de 1’échantillon initial. Le poids apres séchage représente la
matiére seche. Le pourcentage d’humidité est calculé d’apres la relation (Lee et Hwang,
2002) :

_ PH—PS

H= PH x100

H: humidité en pour cent (%).
PH: poids humide de I’échantillon
PS : poids sec de 1I’échantillon

3.4. Taux de la matiére organique
Aprés calcul de ’humidité, le sol de chaque échantillon est incinéré dans un four
a moufle a 450 °C pendant 16 heures (Lee et Hwang, 2002). Le taux de la matiére
PS—-PC

organique est calculé selon la relation: MO = - X100

MO : matiere organique en pour cent (%).
PS : poids sec de 1’échantillon.

PC : poids des cendres de 1’échantillon.
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3.5. Granulometrie
L'analyse granulomeétrique consiste a séparer la partie minérale de la terre, en

catégories classées, d'aprées la dimension des particules minérales inférieures a 2mm et
afin de déterminer, les proportions relatives de ces catégories, en pourcentage de la
masse totale du sol minéral. Les particules minérales ont été classées selon I'échelle

internationale de la facon suivante :

P |2microns 2|O 5|0 20?microns 2r‘nm

Argiles Limon fin Limon grossier Sable fin Sable grossier

Figure 12 : Echelle internationale de classification des particules minérales du sol
(Aubert, 1978).

L’analyse granulométrique par sédimentométrie s’adresse a des échantillons de sols ne
contenant que des éléments de diameétre inférieur a 100 pm, c’est-a-dire ce qui est
deésigné sous I’appellation de sols fins. Elle complete 1’analyse granulométrique par
tamisage qui est limitée aux grains de diametre supérieur a 0,063 mm. Elle permet de
tracer la courbe granulométrique des €léments fins jusqu’a un diameétre d’environ 2 pm
(Dupain et al., 2000). Cette analyse a été réalisée par le laboratoire de geologie et

hydrologie de Sidi Mabrouk Constantine.

4. Prétraitement des echantillons
Les trois échantillons de sol de la sebkha d’Ezzemoul uniquement, ont subi deux

types de prétraitement :

1. Le prétraitement thermique qui consiste a chauffer 2 g de chaque échantillon a
50°C pendant une heure (Takizawa et al., 1993).

2. Le prétraitement chimique qui consiste a traiter 1g de sol de chaque échantillon
avec 0,1 g de CaCO;. Le mélange est mis dans une enceinte stérile saturee
d’humidité pendant une semaine a 28°C (Cavalla et Eberlin, 1994).

5. Isolement, dénombrement et conservation des isolats

5.1. Isolement
Dans le but d’isoler les actinobactéries halotolérantes et halophiles faibles,

modérées et extrémes a partir des trois sites Ezzemoul, Tinsilt et Djnedli, nous avons
essayé de préparer un protocole approprié. Tout d’abord nous avons testé les

échantillons de sol d’un seul site qui est la sebkha d’Ezzemoul, sur trois milieux de
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culture spécifiques des actinobactéries (glucose-asparagine, Olson et ISP5), auxquels
nous avons additionné la plus faible concentration de NaCl (celle de 2 %, qui vise les
halophiles faibles). Aussi, ces mémes échantillons ont subis des traitements thermique
et chimique (voir le paragraphe 4) avant de réaliser I’isolement, uniquement sur le

milieu ISP5 supplémenté de 2 % de sel.

Selon les résultats préliminaires obtenus (voir les détails dans le paragraphe
« isolement et dénombrement », dans la partie résultats et discussion), nous avons choisi
de continuer 1’isolement sur le milieu ISP5 additionné de 2, 5, 10 et 15 % de NaCl, sans

prétraitements des échantillons de sol des trois sites d’étude.

I faut noter qu’avant d’entamer la procédure de 1’isolement, tous les échantillons ont
été séchés a température ambiante. Puis, des échantillons composites ont été préparés
par mélange des échantillons X1, X2 et X3 de chaque site. Ensuite, 2 g de chaque
échantillon de sol ont été suspendus dans 18 ml d’eau physiologique stérile ; a partir
desquels quatre dilutions décimales ont été préparées, et 100 ul de chaque dilution ont
été ainsi étalés sur les milieux de cultures cités ci-dessus. En plus, ces derniers ont été
additionnés d’un antifongique (la nystatine a 50 pg/l) et d’un antibactérien anti-Gram
négatif (la polymyxine a 20 pg/l). Les boites de Pétri sont incubées a 30 °C pendant 3 a

4 semaines.

5.2. Dénombrement
Apreés la période d’incubation nécessaire (21 jours), le dénombrement est réalisé

pour toute la flore apparente sur les boites de Pétri a I’aide d’un compteur automatique
de colonies muni d’une loupe grossissante. Les colonies des champignons, des bactéries
et notamment les actinobactéries sont dénombrées en fonction de leur aspect

macroscopique caractéristique et estimées en UFC/g.

5.3. Conservation
Dans un premier temps, les colonies d’actinobactéries sont repérées d’apres leur

aspect macroscopique caractéristique (colonies dures incrustées dans la gélose). Puis par
leur aspect microscopique filamenteux (colonies circulaires constituées d’hyphes), par
observation directe sous microscope optique (Leica DMLS, grossissement x 10). Les
colonies sont ensuite purifiées par repiquage, sur le méme milieu d’isolement ISP5

exempt d’antifongique et d’antibactérien.

43



Matériel et méthodes

Les souches purifiées appartenant aux actinobactéries sont conservées en gélose
inclinée sur le milieu ISP5 a 4°C pour une période de quelques mois et au congélateur a
-20 °C apres culture liquide sur le milieu ISP5 en présence de glycérol (50%, v/v) utilisé
comme cryo-protecteur pour une durée plus longue.

6. Identification moléculaire

6.1. Extraction de PADN génomique
Les colonies sont inoculées dans des tubes contenant 5 ml du milieu ISP5

liquide. Elles sont cultivées a 30°C dans un incubateur-agitateur a une vitesse de 120
rpm, pendant 4 a 7 jours. La culture est ensuite centrifugée a 12000 g pendant 1 min a
4°C, I’extraction d’ADN génomique a partir du culot bactérien est réalisée selon deux
méthodes :

6.1.1. Extraction de I’ADN par une lyse chimique alcaline

Le culot bactérien est repris dans 100 ul de la solution d’extraction froide
(Solution 1, annexe 2). Aprés homogénéisation, 200 pl d’une deuxiéme solution (la
solution 2, annexe 2) sont ajoutés. Le mélange est placé dans la glace pendant 10 min.
150 pl d’une troisieme solution (la solution 3, annexe 2) glacée sont alors rajoutés. Le
tout est bien mélangé et mis dans la glace pendant 5 min. Aprés centrifugation a 12000
g pendant 5 min & 4°C, deux volumes d’éthanol a 100% sont mélangés au surnageant
pour précipiter I’ADN et ce pendant 2 min a température ambiante. Une autre
centrifugation est réalisée, le surnageant est éliminé et un volume d’éthanol a 70 % est
rajouté. Une autre centrifugation est effectuée, pour éliminer a nouveau le surnageant.
Aprés séchage a 1’air libre, le culot est suspendu dans 50 pl de Tris-EDTA (TE)
(Maniatis et al., 1992).

6.1.2. Extraction de I’ADN par choc thermique
Le culot bactérien est repris dans 500 ul de Tris-EDTA (TE). Aprés

homogénéisation et centrifugation a 12000 g pendant 5 min a 4°C, le culot est recueilli
dans le TE. Les cellules bactériennes sont chauffées a 100°C pendant 10 min, puis
refroidies sur glace pendant 5 min. Aprés centrifugation a 7500 g pendant 3 min a 4°C,
le surnageant contenant I’ADN bactérien est récupéré et conservé a -20°C pour une

utilisation ultérieure (Queipo-Ortufio et al., 2008).
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6.3. Amplification des séquences des génes ADNr 16S
Le géne codant I’ARN ribosomal 16S a été amplifié par PCR dans un thermo-

cycler de type Eppendorf, en utilisant les amorces universelles 27F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) et 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane,
1991). La taille du fragment amplifié par ces amorces est d’environ 1500 paires de
bases (pb). L’amplification est réalis€ée dans un volume final de 25ul (23ul du mélange
réactionnel et 2 pul d’ADN extrait). La composition du mélange réactionnel et le

programme de la PCR sont consignés dans les tableaux 6 et 7.

A chaque réaction de PCR, un controle positif (mélange réactionnel additionné
de ’ADN d’Escherichia coli) et un contréle négatif (melange réactionnel additionné

d’eau stérile), sont soumis aux mémes conditions d’amplification.

Tableau 6 : Composition du mélange réactionnel (pour une réaction PCR).

Composés Volume en pl par tube

Eau pure stérile (Sigma Life Science) 16,35

Tampon 10X contenant 15 mM MgCl;, (Roche) 2,5

dNTP 2,5 mM (Roche) 2

Amorce 27F 10 pM (GATC Biotech) 1

Amorce 1492R 10 uM (GATC Biotech) 1

AmpliTaq ADN polymérase 5U/ul (Roche) 0,15

ADN extrait 2

Tableau 7 : Programme de PCR.

Etapes Température (°C) Temps
Dénaturation initiale 95 4 min
Dénaturation 94 30s
30 cycles Hybridation 54 1 min
Elongation 72 1 min
Elongation finale 72 10 min

6.4. Electrophorése sur gel d’agarose a 1%
Apres amplification, les mélanges de 5 ul de chaque amplicon (produits PCR) et

de 1 pl de tampon de charge sont injectés dans les différents puits de gel d’agarose 1%.
3 I du marqueur de taille (GenRuler 1KB Plus DNA Ladder de 250 a 20000 paires de
base) sont injectés dans le 1*" et le dernier puits afin de contréler la migration de I’ADN.
Une tension de 100 V est appliquée pendant 20 a 40 minutes. Aprés la migration, le gel
est trempé dans un bac contenant une solution de bromure d’éthydium BET (0,5%)
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pendant 10 minutes, puis rincé dans un bac a eau pendant 15 minutes. Le gel est ensuite
examiné sous une lumiere ultraviolette pour repérer les bandes d’ADN amplifiées. Ces

derniéres sont visionnées par le logiciel Vision-capt et photographiées.

6.5. Séquencage capillaire
Les produits PCR bruts ont été purifiés selon le protocole du Kit illustra™

ExoStar™ 1-Step (GE Healthcare, Life Sciences, UK Limited), dans le but
d’enlever les amorces et les nucléotides (ANTPS) non utilisés durant la réaction de PCR,
pour la préparation au séquencage. La méthode de séquencage utilisée est adaptée a
celle décrite par Sanger et al., (1977).
Les amorces utilisées pour le séquengage sont les mémes que celles utilisées pour
I’amplification de I’ADNr 16S. Le séquengage est réalisé avec le séquenceur capillaire
(AB3730, 48 capillaires de la société Applied Biosystems), selon le protocole du Kit
Big Dye Terminator (version 3.1, Applied Biosystems).

La purification et le séquencage ont été effectués a la plateforme génomique
GenoBiRD, Biogenouest de I’Institut de Recherche en Santé de 1’Université de Nantes

(France).

6.6. Analyse des séquences
Les résultats du séquencage sont sous forme d’électrophorégrammes bruts.

L’analyse et ’assemblage des séquences sont effectués par le logiciel Chromas Pro
(ver. 1.5 copyright© 2003-2009 Technelysium Pty Ltd). Les séquences consensus
obtenues sont comparées aux séquences disponibles dans la base de données
EzBioCloud (Yoon et al., 2017) ainsi que dans la base GenBank du site NCBI par le
programme BLAST (Altschul et al., 1990). L’alignement multiple des séquences est
réalisé par le programme CLUSTALX 2.0.12 (Larkin et al., 2007).

Les arbres phylogénétiques enracinés ont été construits avec le programme
MEGA ver.6.0.6. Selon la méthode de Neighbour-Joining (Saitou et Nei, 1987), la
matrice de distance est calculée selon le model Kimura a deux parameétres (Kimura,
1980). La topologie des arbres est évaluée par ’analyse des bootstrap avec 1000

répliques (Felsenstein, 1985).
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7. Diversité macroscopique, physiologique et métabolique

7.1. Etude macroscopique et caractéres culturaux
Les caractéres macroscopiques des isolats sélectionnés sont détermines sur les

milieux gélosés ISP5 et ISP2 (annexe 1). Les isolats sont ensemencés par stries et
incubés a 30°C pendant 7 a 14 jours. L’état de croissance, I’aspect des colonies, la
couleur du mycélium de substrat et celle du mycélium aérien ainsi que la présence de
pigments diffusibles dans la gélose autres que les pigments mélanoides sont notés
(Shirling et Gottlieb, 1966).

7.2. Etude physiologique
7.2.1. Tolérance au chlorure de sodium
En plus d’avoir été isolées sur le milicu ISP5 additionné de 2, 5, 10 et 15% de

NaCl, les souches sélectionnées ont été testées sur le méme milieu avec les différentes
concentrations (0, 3, 5, 10 et 15%) de NaCl. Tous les isolats ont été testés a la
concentration de 0% et aux concentrations supérieures auxquelles ils ont été isolés.
L’incubation des boites est faite a 30°C pendant 21 jours. La tolérance maximale au
NaCl correspond a la derniére concentration présentant encore une croissance
(Geraldine et Klaus, 1981).

7.2.2. Croissance a différentes températures
Les différents isolats d’actinomycétes sont ensemencés sur le milieu ISP2 solide.

La croissance est estimée pendant 21 jours d’incubation a 5°C, 20°C, 30°C, 37°C, 45°C
et 55°C (Chun et al., 1998).

7.2.3. Croissance a différents pH
Les isolats d’actinomyceétes sont ensemencés sur le milieu ISP2 gélosé préparé a

différents pH (2, 4, 6, 8, 10 et 12). La croissance des souches est appréciée apres 21

jours d’incubation a 30°C.

7.3. Etude metabolique
7.3.1. Production de pigments mélanoides
La mise en évidence de la production des pigments bruns diffusibles

(mélanoides), est réalisée par ensemencement des souches sur la gélose ISP7 (annexe
1). Les résultats sont appréciés apres 48 heures d’incubation a 30°C, en comparaison

avec le milieu témoin non ensemencé (Shirling et Gottlieb, 1966).
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7.3.2. Mise en évidence de ’hydrolyse des polysaccharides
7.3.2.1. Hydrolyse de ’amidon

Les souches sont ensemencées sur gélose nutritive contenant 1 % (p/v) d’amidon
soluble (annexe 1), aprés 14 jours d’incubation a 30°C, la culture est recouverte d’une
solution de lugol (annexe 2). L’hydrolyse de I’amidon est mise en évidence par
I’absence de coloration autour des colonies. Au contraire, les zones contenant de
I’amidon se colorent en brun (Gordon et Smith, 1953).
7.3.2.2. Hydrolyse de la cellulose

Afin de rechercher la présence de la cellulase, les souches sont cultivées sur le
milieu minimum ISP9 (annexe 1) contenant 1% (p/v) de Carboxy Méthyl Cellulose
(CMC). Aprés 14 jours d’incubation a 30°C, les boites sont submergées avec une
solution au rouge Congo a 0,1% (p/v), et incubées a 30°C pendant 15 a 30 minutes. Les
boites sont ensuite lavées par une solution de NaCl 1M durant 5 a 10 minutes a
température ambiante. L’apparition de zones claires autour des colonies indique la
présence de cellulase (Mwirichia et al., 2010).
7.3.2.3. Hydrolyse de la pectine

Les isolats sont ensemencés sur le milieu pectine agar (annexe 1). Apres 14 jours
d’incubation a 30°C, les résultats (sous forme d’un halo clair autour des cultures) sont
notés apres inondation des cultures avec une solution de CTAB (bromure d’héxadecyl
tri-méthyl ammonium) a 1% (p/v) et sont laissées a température ambiante pendant
quelques minutes (Jacob et al., 2008).

7.3.3. Détermination de ’activité lipolytique : hydrolyse du Tween 80
Les bactéries sont ensemencées (par touche) sur le milieu de Sierra (annexe 1),

dans lequel le Tween 80 (monooléate de sorbitane polyoxyethyléene) est utilisé comme
substrat lipidique. Aprés 3 a 9 jours d’incubation a 30°C, 1’apparition d’un halo opaque
autour des touches, indique que la souche bactérienne possede une enzyme lipolytique
(Sierra, 1957).

7.3.4. Détermination de ’activité protéolytique
7.3.4.1. Hydrolyse de la gélatine

Les isolats sont cultivés sur gélose nutritive contenant 0,4% (p/v) de gélatine
(annexe 1). Aprés 14 jours d’incubation a 30°C, une solution de chlorure mercurique
(annexe 2) est ajoutée sur la gélose. L’hydrolyse de la gélatine est observée par
I’apparition de zones claires autour des colonies, Si le milieu de culture devient opaque

le test est négatif (Chaphalkar et Dey, 1996).
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7.3.4.2. Hydrolyse de la caséine

Les isolats sont ensemencés sur gélose nutritive au lait (10 ml de lait écrémé
stérile sont mélangés avec 20 ml de gélose nutritive stérile). Aprés 7 a 14 jours
d’incubation a 30°C, la dégradation de la caséine Se traduit par I’apparition d’un halo
clair autour de la culture (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1970).
7.3.4.3. Action sur le lait écréeme

Les isolats sont ensemencés dans 5 ml de lait écrémé stérile et incubés a 30°C.
Apres 14 jours, les résultats de la coagulation et de la peptonisation (digestion totale) du
lait, sont notés (Singleton, 1999).

7.3.5. Dégradation des pesticides
Apreés stérilisation du milieu de base completement exempt de source de carbone

(annexe 1), I’herbicide glyphosate et I’insecticide cypémetrine (avec une concentration
de 500 mg /I chacun) filtrés a travers une membrane de 0,22 um de porosité, ont été
ajouté (séparément) comme seule source de carbone. Les isolats ont été inoculés par
stries sur les milieux. Toute croissance sur ces milieux témoigne de ’aptitude de

production des enzymes qui dégradent ces pesticides (Hocinat et Boudemagh, 2016).

7.4. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne
7.4.1. Microorganismes-tests
Les souches d’actinobactéries isolées ont été testées pour la production de

substances inhibitrices de certains microorganismes. Il s’agit de deux bactéries a
coloration de Gram positive (Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture
Collection) 25923 et Bacillus subtilis ATCC 6633), deux bactéries a coloration de Gram
négative (Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027), une
levure (Candida albicans ATCC 10231) et une moisissure (Aspergillus niger CIP
(Collection of Pasteur Institute) 1431). Les bactéries tests ont été obtenues aupres du
laboratoire de bactériologie du C.H.U (Centre Hospitalo-Universitaire Benbadis) de
Constantine. Les champignons proviennent du laboratoire de Génie Microbiologique et

Applications de I’Université des Freres Mentouri Constantine.

7.4.2. Activité antibactérienne
Préparation des inocula de bactéries-tests

Pour chaque bactérie-test, une suspension est réalisée dans de I’eau
physiologique stérile (0,9% NaCl), a partir de cultures pures de 24 heures sur le milieu

Trypticase Soja Agar (TSA) (annexe 1). La solution 0,5 Mc Farland (annexe 2) est
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utilisée comme référence pour ajuster la turbidité des suspensions bactériennes et ce en
ajoutant de 1’eau physiologique stérile, afin d’obtenir une concentration cellulaire finale

de 10° cellules/ml sur le milieu Mueller-Hinton (Cavalla et Eberlin, 1994).

Technique des cylindres d’agar

Les isolats d’actinobactéries sont ensemencés par Stries serrés croisés sur le
milieu ISP2 et incubés a 30°C pendant 7 a 14 jours. A partir de ces cultures, des
cylindres d’agar de 6 mm de diamétre, sont prélevés a I’aide d’un emporte-piece. Ils
sont ensuite placés a 1’aide d’une pince stérile a la surface de la gélose de Mueller-
Hinton (annexe 1) préalablement ensemencée par les bactéries-tests, en utilisant la
technique de I’écouvillonnage, selon les recommandations du NCCLS (National
Comittee for Clinical Laboratory Standard) (Wagner, 2007).

Les boites de Pétri sont placées dans un réfrigérateur a 4°C pendant 4 heures,
pour permettre la diffusion des substances bioactives (Barakate et al., 2002). Puis
incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures, les diamétres des zones d’inhibition sont

mesurés en millimetres.

7.4.3. Activité antifongique
A partir d’une culture pure de levure de 24 a 48 heures sur la gélose de Sabouraud

(annexe 1), une suspension est réalisée et ajustée avec de 1’eau physiologique stérile,
afin d’obtenir une densité optique entre 0,14 et 0,16 a 623 nm (correspondant a 10°
levures/ml) (Bastide et al., 1986). A partir de cette suspension le milieu de Sabouraud

est ensemencé par écouvillonnage.

Le champignon filamenteux est ensemencé sur la gélose de Sabouraud, et incubé
pendant 7 jours a 28°C. Une suspension sporale est préparée en versant 10 ml d’eau
distillée stérile dans la boite contenant la culture fongique, et en raclant les spores de
surface. La suspension ainsi obtenue est filtrée a travers un coton hydrophile stérile afin
d’¢éliminer les mycéliums. Cette suspension est ensuite diluée avec de 1’eau
physiologique stérile et les spores sont dénombrées en utilisant la cellule de Thomas. A
partir des dilutions, un volume correspondant & 10° spores/ml est ensemencé en masse

dans la gélose de Sabouraud (Lemriss et al., 2003).

L’activité antifongique des actinobactéries est mise en €vidence par la technique des

cylindres d’agar. La mesure des diamétres d’inhibition est notée aprés 24 heures
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d’incubation a 28°C concernant la levure et apres 48 heures concernant le champignon

filamenteux.

8. Clonage et sequencage de ’ADNr 16S (approche
métagénomique)
8.1. Extraction d’ADN génomique environnemental

Les sols congelés ont été décongelés a 4°C et tamisés a I’aide d’un tamis de 2
mm de diameétre apres avoir mélangé 3 réplicas (X1, X2, X3) de sols prélevés de la
zone la plus herbacée de chaque site. L’extraction d’ADN génomique est réalisée selon

deux méthodes :

8.1.1. Méthode de Griffiths et al., (2000)
L’ADN a été extrait selon le protocole de Griffiths et al., (2000), a partir de 0,5

g (poids humide) du sol, en utilisant des tubes Lysing Matrix E (contenant des spheres
en céramique de 1,4 mm, des sphéeres en silice de 0,1 mm et une perle de verre de 4 mm,
MP Biomedicals). Les extractions ont été effectuées a pH 8 par addition de 0,5 ml de
tampon d'extraction au CTAB (bromure d’héxadecyl tri-méthyl ammonium) et 0,5 ml
de phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1). Le tampon d'extraction CTAB,
modifié a partir de la méthode de Kowalchuk et al., (1998), a été préparé en
mélangeant des volumes égaux de CTAB a 10% (p/v) dans du NaCl 0,7 M avec du
tampon phosphate de potassium 240 mM, pH 8,0. Les échantillons ont été lysés dans un
« bead beater » pendant 1 min, trois fois a une vitesse de 5,5 m/s, et les acides
nucléiques contenant la phase aqueuse ont été séparés par centrifugation (16000 Q)
pendant 5 min a 4 °C. La phase agueuse a ensuite été extraite et le phénol a été éliminé
par mélange avec un volume égal de chloroforme-alcool isoamylique (24:1), suivi d'une
autre centrifugation (16 000 g) pendant 5 minutes a 4 °C. L’ADN total a ensuite été
précipité a partir de la couche aqueuse extraite avec 2 volumes de polyéthylene glycol
6000-1,6M de NaCl a 30% (p/v) pendant 2h a température ambiante, suivi d'une
centrifugation (18 000 g) a 4 °C pendant 10 min. Les ADN aggloméres ont ensuite été
lavés dans de I'éthanol glacé a 70% (v/v) et séchés a l'air avant la remise en suspension
dans 50 ml de tampon Tris-EDTA sans RNase et sans DNase (pH 7,4).

8.1.2. Méthode au Kit FastDNA™ SPIN Kit for soil
L’extraction d’ADN génomique est réalisée a partir de 0,5 g de sol en utilisant

le Kit FastDNA™ SPIN Kit for soil (MP Biomedicals, Santa Ana, CA), selon les
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recommandations du fabriquant. L’ADN a été re-suspendu dans 50 ul de la solution

d’élution fournie par le Kit.

L’ADN extrait est purifi¢ en utilisant le Kit illustra Microspin™ S-400 HR
Columns 27-5140-01 (GH Healthcare, UK Limited) : 50 pul d’ADN ¢lué sont déposés
sur les colonnes de purification. A la fin 50 pL. d’ADN purifié¢ sont récupérés, selon les

recommandations du fabriquant.

8.2. Amplification des séquences des génes ADNr 16S
Afin de cibler les actinobactéries, I’amplification par PCR des genes ADNr 16S est

réalisée avec le couple d’amorces Act 1159R (TCCGAGTTRACCCCGGC) (spécifique
des actinobactéries)/Eub 338F(ACGGGCGGTGTGTACA) (spécifique des eubactéries)
(Blackwood et al., 2005), pour une taille d’amplicon de 820 pb, et le couple d’amorces
S-C-Act-235-a-S-20 F (CGCGGCCTATCAGCTTGTTG) et S-C-Act-878-a-A-19 R
(CCGTACTCCCCAGGCGGGG) specifique des actinobactéries (Stach et al., 2003),
pour une taille d’amplicon de 643 pb.

Cette amplification est effectuée dans un volume final de 25 pl (24 pl du mélange
réactionnel plus 1ul d’ADN extrait purifi¢). La composition du mélange réactionnel et
les programmes de PCR de chaque couple d’amorces sont indiqués dans les tableaux 8,
9 et 10.

Tableau 8 : Composition du mélange réactionnel (pour une réaction PCR).

Composés VVolume en pl par tube

Eau pure stérile (Sigma Life Science) 18,85

Tampon 10X contenant 15mM MgCl, (Roche) 2,5

T4gp32 Bulk 500 pg/ul (MP Biomedicals) 1

dNTP 10 mM (Thermo Fisher Scientific) 0,5

Amorce F 10uM (Eurofins Genomics) 0,5

Amorce R 10puM (Eurofins Genomics) 0,5
AmpliTag ADN polymérase 5U/ul (Roche) 0,15

ADN extrait purifie 1

Tableau 9 : Programme de PCR du couple d’amorces Act 1159R/Eub 338F.

Etapes Température (°C) Temps
Dénaturation initiale 95 3 min
Dénaturation 94 30s
35 cycles Hybridation 68 1 min
Elongation 72 1 min
Elongation finale 72 10 min
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Tableau 10 : Programme de PCR du couple d’amorces S-C-Act-878-a-A-19/ S-C-Act-
235-a-5-20 selon le protocole « Touchdown » (Roux, 1995).

Etapes Tem?oeé?ture Temps
Dénaturation initiale 95 4min
10 cycles (la température Dénaturation 95 45s
d’hybridation diminue de 0,5°C/cycle Hybridation 72 45s
par rapport au précedent) Elongation 72 1min
Dénaturation 95 45s
20 cycles Hybridation 68 455
Elongation 72 1min
Elongation finale 72 5min

Dans le tableau 10, il est a noter que nous avons augmenté le nombre de cycles a
20 par rapport a Stach et al., (2003) qui ont utilisé 15 cycles dans la deuxieéme étape de

la dénaturation, de I’hybridation et de 1’élongation.

Le clonage nécessite de grands volumes de produits PCR. Par conséquent, une
fois le choix des amorces fait, I’amplification des ADN extraits et purifiés, est réalisée
en duplicata pour chaque échantillon dans un volume final de 50 pl (48 pul du mélange
réactionnel plus 2 ul d’ADN) pour chaque PCR. Les composés du mélange réactionnel
sont les mémes que ceux du tableau 8 sauf que les quantités sont doublées. Le
programme de PCR est le méme que celui du tableau 10. Les produits PCR des deux

PCR d’un méme échantillon sont mélangés pour avoir un volume de 100 pl.

8.3. Purification des amplicons des actinobactéries
Les amplicons mélangés de chaque échantillon sont purifiés sur les colonnes du

Kit GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, Inc), selon les consignes du

fabriquant. lls sont maintenant préts pour le clonage.

8.4. Méthodes de clonage TA
La méthode de clonage TA tire parti de l'activité terminale transférase de

certaines ADN polymérases telles que la Tag polymérase. Cette enzyme ajoute un seul
nucléotide unique dA a I’extrémité débordante 3' a chaque extrémité du produit de PCR.
Ceci permet de cloner ce produit de PCR directement dans un vecteur de clonage
linéarisé avec des extrémités débordantes 3'-dT uniques. Dans la présente étude, deux

méthodes de clonage TA ont été effectuées :
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8.4.1. Méthode au pGEM-T et pGEM-T Easy Vector (Promega)
Les systemes pGEM-T et pGEM-T Easy Vector sont des systémes pratiques

pour le clonage des produits PCR. Les vecteurs sont préparés en coupant les vecteurs
pPGEM avec I’enzyme de restriction EcoR V et ajout d'une dT aux deux extrémités 3'.
Ces extrémités débordantes uniques 3'-dT améliorent l'efficacité de la ligature d'un
produit de PCR dans les plasmides. Ceci en empéchant la recircularisation du vecteur,
en fournissant une extréemité debordante compatible pour les produits de PCR générees
par certaines polymérases thermostables, qui ajoutent souvent une seule

désoxyadénosine a I’extrémité 3.

Le clonage est réalisé a l'aide du kit (0\GEM®-T et pGEM®-T Easy Vector
Systems, Promega, USA) selon les recommandations du fabriquant, et selon les étapes
suivantes et ce, avec de légeres modifications au niveau des quantités des produits de la

ligation qui ont été divisées par deux.

8.4.1.1. Ligation

Pour un volume final de 5ul, 4ul des réactifs suivants : 2,5 pl du tampon de
ligation rapide (2X) (annexe 2), 0,5 ul du vecteur pGEM®-T (50 ng/ul) (annexe 3), 0,5
pl de BSA (albumine de sérum bovin) (10X), 0,5 ul de T4 ADN ligase sont mélangés
pour constituer un pré-mix pour un seul échantillon. Ensuite 1 ul de produit PCR purifié
est rajouté. Cette réaction de ligation est incubée pendant une heure a température

ambiante.

8.4.1.2. Transformation d’Escherichia coli IM109 par choc thermique

Le mix de ligation est introduit dans les cellules chimio-compétentes
d’Escherichia coli (JM109 High Efficiency, promega, USA) par choc thermique. 2 pl
du mix de ligation sont rajoutés a 25 pl de cellules compétentes. Ces derniers sont
incubés sur glace pendant 20 min, avant de subir un choc thermique dans un bain marie
a 42°C pendant 50s, ce qui va permettre au vecteur de pénétrer dans la cellule. Les
cellules compétentes sont ensuite remises sur glace pendant 2 min, pour permettre aux
pores de ces mémes cellules de se refermer et d'emprisonner le vecteur a l'intérieur. Le
milieu de culture liquide LB (Luria Bertani) maintenu a 37°C, est par la suite ajouté aux
cellules, a raison de 800l par réaction de clonage. Les cellules sont alors incubées sous
agitation a 37°C pendant une heure. 70ul sont alors étalés sur des boites de Pétri

contenant le milieu LB additionné de 100 mg/1 d'ampicilline, 40 mg/l d’IPTG (Isopropyl
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R-D-1-ThioGalactopyranoside) et 50 mg/l de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-

D-galactopyranoside). Les boites sont ensuite incubées toute la nuit a 37°C.

8.4.1.3. Amplification par PCR et séquencage des inserts

A partir de chaque échantillon, les cellules de toutes les colonies blanches
(clones positifs contenant I’insert) sont suspendues dans 50 pl d’eau stérile et lysées a
700 w pendant 1 min au micro-onde. Les ADN issus de cette lyse sont amplifiés par
PCR en utilisant des amorces spécifiques au  vecteur SP6
(ATTTAGGTGACACTATAG) et T7 (TAATACGACTCACTATAGGG), dans un
volume final de 50 ul (45 pl du mélange réactionnel plus 5 pul d’ADN matrice). La
composition du mélange réactionnel et le programme de PCR sont indiqués dans les
tableaux suivants 11 et 12.

Tableau 11 : Composition du mélange réactionnel (pour une réaction PCR).

Composés VVolume (pl) pour un tube
Eau pure stérile (Sigma Life Science) 35,35
Tampon 10X contenant 15 mM MgCI, (Roche) 5
dNTP 2,5 mM (Roche) 4
Amorces SP6 10 uM (Thermo Fisher 0,2
Scientific)
Amorce T7 10 uM (Thermo Fisher Scientific) 0,2
AmpliTag ADN polymérase 5U/ul (Roche) 0,25
ADN recombinant 5
Tableau 12: Programme de PCR.
Etapes Température (°C) Temps
Dénaturation initiale 94 5 min
Dénaturation 94 15s
35 cycles Hybridation 55 30s
Elongation 72 1 min
Elongation finale 72 7 min

Les produits PCR sont visualisés sur gel d'agarose a 1%, pour s’assurer de la
présence des inserts de la taille appropriée (800 pb).
8.4.2. Méthode au TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Life Technologies)

Le vecteur TOPO TA linéarisé, pCR2.1-TOPO, est spécialement concu pour le
clonage de produit de PCR avec un seul nucléotide unique dA de chaque extrémité
débordante 3’ directement dans un vecteur de clonage linéarisé avec des extrémités

débordantes 3'-dT uniques. Cela permet I'appariement de bases des résidus A et T entre
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le vecteur et les produits de PCR. La ligature du produit de PCR au vecteur est réalisée
par I'enzyme Topoisomérase | (isolée du virus de la vaccine).

Le clonage est réalisé a I'aide du TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing
(Life Technologies, © 2014 Thermo Fisher Scientific Inc) selon les recommandations
du fabriquant et selon les étapes suivantes :
8.4.2.1. Ligation

Quatre microlitres des produits PCR purifiés sont mélangés a 1 ul de sels (200
mM NaCl, 10 mM MgCl,) et a 1 pul du vecteur pCR® 4Blunt-TOPO® (10 ng/pl) (annexe
3). Le tout est incubé pendant 5 min a température ambiante, ensuite placé sur glace.
8.4.2.2. Transformation d’Escherichia coli DH5a par électroporation

Le mix de ligation est introduit dans les cellules compétentes d’Escherichia coli
(One Shot® DH50™-T1R) par électroporation (choc électrique) : 6 pl de réaction de
ligation sont dilués avec 18 pl d’eau, dans le but de diminuer la concentration de sels et
d’éviter un arc électrique. 2 pl de cette dilution sont mélangés a 40 pl de bactéries
compétentes et transférés dans une cuvette de 2 mm, qui est ensuite placée dans un
électroporateur de type (Gene Pulser Xcell ™ System, Biorad, USA). Sous I’influence
du champ électrique de cet appareil (voltage: 2500 V, capacitance: 25 uF et
résistance : 200 Q, temps 4-5 ms), les membranes cytoplasmiques des bactéries
deviennent perméables et, permettent 1’entrée du materiel plasmidique (vecteur). 250 pl
du milieu de culture liquide S.0.C (Super Optimal broth with Catabolite repression)
(annexe 1) sont rajoutés, puis le tout est transféré dans un tube de 15 ml et incubé sous

agitation pendant 1 h a 37°C.

Le vecteur de clonage pUC 19 a eté transféré dans une cellule compétente en tant que

témoin positif pour confirmer I'efficacité de la transformation.

Les cellules transformées ont été cultivées sur la gélose LB (annexe 1)
additionnée de 50 pg/ml d'ampicilline et incubées pendant une nuit a 37°C, pour

permettre 1’expression des génes de résistance aux antibiotiques.

A partir de chaque échantillon, tous les clones sont sélectionnés et conserveés a 4°C.

8.4.2.3. Amplification par PCR et sequencage des inserts
Les cellules de tous les clones ont été suspendues dans 100 pl d’eau stérile qui
vont servir d’ADN matrice pour la PCR. Cette dernié¢re est effectuée dans le but de

vérifier si les clones contiennent les inserts de la taille appropriée (743 pb). La PCR est
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réalisée  en  utilisant des amorces  spécifiques au  vecteur T7
(TAATACGACTCACTATAGGG) et T3 (ATTAACCCTCACTAAAGGGA) dans un
volume final de 40 pl (38 pl du mélange réactionnel plus 2 ul d’ADN matrice). La
composition du mélange réactionnel et le programme de PCR sont indiqués dans les

tableaux suivants 13 et 14.

Tableau 13 : Composition du mélange reactionnel (pour une réaction PCR).

Composés VVolume (ul) pour un tube

Eau pure stérile (Sigma Life Science) 31,34

Tampon 10X contenant 15 mM MgCI, (Roche) 4

dNTP 2,5mM (Roche) 0,80

Amorce T3 10 uM (Thermo Fisher Scientific) 0,24

Amorce T7 10 uM (Thermo Fisher Scientific) 0,8

AmpliTaq ADN polymérase 5U/ul (Roche) 0,8

ADN recombinant 2

Tableau 14 : Programme de PCR.

Etapes Température (°C) Temps

Dénaturation initiale 94 10 min
Dénaturation 94 15s
30 cycles Hybridation 55 15s
Elongation 72 30s

Elongation finale 72 10 min

Les produits PCR sont révélés par un systéme d’électrophorése E-Gel®
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). 20 pl de chaque produit PCR et du marqueur de
poids moléculaire, sont chargés dans les puits d’une plaque « e-gel 96 agarose 2% »,
puis placés dans un systéeme d’alimentation électrique iBase™ afin de permettre la
migration en 12 min. Le gel est examiné sous une lumiére ultraviolette et photographié.
La photo est traitée par le logiciel E. Editor 2.0.

Les produits PCR contenant les recombinants de la taille désirée sont purifiés et
séquences comme il a été décrit précédemment dans le paragraphe 6.5. Les séquences
sont analysées selon les méthodes détaillées précédemment dans le paragraphe 6.6. Les
séquences des amorces spécifiques du vecteur sont éliminées, avant de vérifier la
présence de séquences chimériques par 1’outil en ligne DECIPHER-find Chimeras
(Wright et al., 2012), laissant ainsi des séquences d'environ 640 pb pour 1’étude

phylogénétique.
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Résultats et discussion

1. Analyses physicochimiques des échantillons de sol
Les valeurs moyennes des caractéristiques physicochimiques des échantillons de

sol de la sebkha d’Ezzemoul, de Chott Tinsilt et de la sebkha de Djendli sont
rassemblées dans le tableau 15. Les valeurs détaillées de ces derniéres sont indiquées
dans les tableaux de I’annexe 4.

Tableau 15 : Propriétés physicochimiques des échantillons de sol.

CE Salinité Quantité en % de

Sttes d’¢tude PH (4oim)  (még/100g) H  M.O Sable Limon Argile

Sebkha 856 1626 8127 601 607 5276 2239 2485
d'Ezzemoul

Chott Tinsilt 857 1546 77,34 358 862 4002 2841 3157
Sebkhade o453 1157 5788 616 582 3097 327 3633
Djendli

CE : conductivité électrique ; H : humidité ; M.O : matiere organique

En fonction de 1’échelle d’interprétation du pH signalée par Gagnard et al.
(1988) (tableau 16), nos sols sont alcalins (pH entre 8,03 et 8,57). Ces valeurs se
rapprochent de celles de Chenchouni (2009) pour le site Djendli et de celles de
Djaballah (2010) pour le site Ezzemoul. Elles sont un peu plus élevées que celles de

Aliat et al. (2016) qui ont mesuré un pH de 7,2 pour les sites Ezzemoul et Tinsilt.

Tableau 16 : Echelle d’interprétation du pH.

pH <5,5 5,5-6,5 6,5-6,8 6,8-7,2 7,2-1,5 7,5-8,5 >8,5
Tres Voisin R
Appréciation Forte_ment Acide | légérement de la Legerer_nent alcalin Fortem_ent
acide . s alcalin alcalin
acide neutralité

En se référant a 1’échelle de salinit¢é qui est en relation directe avec la
conductivité électrique (CE) de Richards (1954) (tableau 17), les sols des trois sites sont
extrémement salés. Le phénomeéne de salinisation est di principalement a la rareté de la
pluie qui sert a transporter les sels, mais aussi aux taux élevés de I’évaporation qui sont
caractéristiques des régions a climat aride et semi-aride. Nos résultats concordent avec
ceux rapportés par (Aliat et al., 2016 ; Djaballah, 2010 ; Chenchouni, 2009).
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Tableau 17 : Type de sol en fonction de la salinité et de la conductivité électrique.

Types de sol Non salé | Peu salé salé Tres salé | Extrémement salé
CE (dS/m) <0,6 06-12 | 12-24 | 24-6 > 6
Salinité en

(méq/100g de sol) <3 3-6 6-12 12 - 30 > 30

Selon la classification de Lee et Hwang, (2002) (tableau 18), nos sols sont

caracterisés par un faible taux d’humidité compris entre 3,58 et 6,16 %. Les sols des

sebkas d’Ezzemoul et de Djendli ont des taux faibles de matiére organique (6,03% et

5,82%) respectivement, contrairement a celui de chott Tinsilt qui est modére (8,62%).

Tableau 18: Classification des sols selon le pourcentage d’humidité et de maticre
organique (Lee et Hwang, 2002).

Humidité (%) 2-9 9,1-13 13,1- 20
Matiere organique (%) 4-7 7,1-9 9,1-11
Appréciation Faible Modéré élevé

D’apreés le triangle des textures minérales d’ Eswaran et al. (2002) (annexe 5), la

texture des sols de la sebkha d’Ezzemoul et de la sebkha de Djendli est de type

limoneux-argileux-sableux, alors que celle de chott Tinsilt est de type limoneux-

argileux.

B Sebkha d'Ezzemoul
B Chott Tinsilt
Sebkha de Djendli

Figurel3 : Propriétes physicochimiques des échantillons de sol.

D’une maniére générale, les trois sites d’étude se caractérisent par des propriétés

physicochimiques presque similaires (figure 13). Ces derniéres peuvent agir comme des

facteurs potentiels influencant le nombre, la croissance et la composition de la

communauté des actinobactéries dans les sols étudiés.
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2. Isolement et dénombrement
Le but principal de ce travail, est d’étudier la biodiversité des actinobactéries

halophiles et halotolérantes (faibles, modérées et extrémes), dans la sebkha d’Ezzemoul,
le chott Tinsilt et la sebkha de Djendli. Les actinobactéries halophiles sont largement
distribuées dans les milieux salins, hypersalins terrestres et aquatiques. L'isolement de
celles-ci ne nécessite pas de techniques denrichissement particulieres, il suffirait
d'ajouter du sel au milieu d'isolement (Kanekar et al. 2012).

Afin d’¢laborer un protocole adéquat pour I’isolement des actinobactéries
halophiles, nous avons testé au départ, uniquement les échantillons de sol du site
Ezzemoul, en utilisant en premier lieu, trois milieux de culture spécifiques a ces
bactéries (Glucose-Aspargine, Olson et ISP5), auxquels nous avons rajouté la
concentration la plus faible de 2% de NaCl (qui cible les halophiles faibles). En
deuxiéme lieu, nous avons traité thermiquement (a 50 °C pendant 60 min) et
chimiquement (par le CaCO3), les mémes échantillons du site Ezzemoul, avant de faire
I’isolement sur le milieu ISP5 additionné de 2 % de NaCl. Tous les milieux utilisés ont
été supplémentés d’antibiotiques et le dénombrement de la flore totale a été réalisé. Les

résultats sont mentionnés dans les tableaux 19 et 20.

Tableau 19 : Dénombrement de la flore totale sur trois milieux contenant 2 % de NaCl,
a partir des sols d’Ezzemoul sans prétraitement.

Echantillons | Actinobactéries x10* | Autres bactéries x10° | Champignons x10°
en UFC/g en UFC/g en UFC/g
G-A | Olson | ISP5 | G-A | Olson | ISP5 | G-A | Olson | ISP5
EE, 0 2,85 2,7 0,07 2,02 12,7 16 0 38
EE, 0 51 8,6 0,02 12,3 | 5,06 | 0,06 7 55
EEs 0 0 0 0,055 182 747 | 3,07 | 0,01 1,05

G-A : Glucose-Asparagine

Le tableau 19 montre que, le milieu Glucose-Asparagine n’a permis d’isoler
aucune actinobactérie, a partir des trois échantillons de la sebkha d’Ezzemoul. Au
contraire, les deux milieux ISP5 et Olson ont permis I’isolement de ces bactéries, a
partir des deux échantillons EE; et EE,. Le plus grand nombre de ces dernieres est
observé sur le milieu Olson (de 2,85 a 51 UFC/g). Djaballah, (2010) a rapporté
¢galement, un bon résultat d’isolement d’actinomycetes (a partir du site Ezzemoul) sur
le milieu ISP5 additionné de 15% de NaCl, mais le résultat était négatif sur le milieu

Olson supplémenté de 12% de NaCl.
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Les milieux Olson et ISP5 contiennent certains composants en commun: le glycérol
(source de carbone), I’asparagine (source d’azote) et le K,HPO, (source de potassium et
de phosphore). Le milieu Olson contient en plus le sodium caséinate et le sodium
propionate. Ce dernier agit comme un antifongique, ce qui est confirmé par nos résultats
(tableau 19), qui prouvent que le nombre de champignons sur le milieu Olson (de 0 a
7x10° UFC/g) est beaucoup plus faible par rapport & celui obtenu sur les autres milieux.

Tous ces composants favorisent donc, la croissance des actinobactéries.

Tableau 20 : Dénombrement de la flore totale sur le milieu ISP5 contenant 2 % de
NaCl, apres prétraitements thermique et chimique des sols d’Ezzemoul.

Echantillons | Actinobactéries x 10* | Autres bactéries x 10° | Champignons x 10°
en UFC/g en UFC/g en UFC/g
PT PC PT PC PT PC
EE, 0 0 4,43 9 0 0
EE, 0 1,95 Ind 8,27 55 0
EE; 0 0 Ind 5,48 1 0

PT : Prétraitement thermique, PC : Prétraitement chimique, Ind : indénombrable

D’habitude, les prétraitements (thermique et chimique) des échantillons de sol,
ont pour but de favoriser la croissance des actinomycétes par rapport aux autres
bactéries et aux champignons (Shearer 1997). Dans le méme sens, Djaballah, (2010) a
prouve [’efficacit¢é du traitement par le CaCOs, qui augmente le nombre des
actinomycétes et qui diminue le nombre des autres microorganismes. La méme
conclusion peut étre tirée lors de notre étude. Au fait nous avons remarqué que le
traitement thermique a permis de diminuer le nombre des champignons et le CaCO3 les
a éliminés complétement sur le milieu ISP5. Le traitement au CaCO3; a également
diminué le nombre des autres bactéries surtout concernant les échantillons EE; et EE;
(tableaux 19 et 20). Cependant, en ce qui concerne 1’isolement des actinobactéries, ces
prétraitements n’ont pas été trés efficaces. En effet, aucune actinobactérie n’a pu étre
isolée, aprés prétraitement thermique, et trés peu (1,95x10* UFC/g) ont été obtenues de

I’échantillon EE,, apres prétraitement chimique (tableau 20).

En se basant sur les résultats ci-dessus, nous avons donc, décidé de poursuivre le
travail avec le milieu ISP5, sans prétraitement des échantillons de sol, des trois sites
d’études. Le milieu ISP5 a ét¢ additionné de 2, (5, 10) et 15% d’NacCl afin de cibler les
actinobactéries faibles, modérées et extrémes, respectivement. Le milieu ISP5 modifié

par 2% de NaCl a été utilisé, uniquement pour I’isolement des actinobactéries a partir
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des sites Tinsilt et Djendli (vue que nous avons déja les résultats du site Ezzemoul a
cette méme concentration de sel). En plus des actinobactéries nous avons dénombré les
autres bactéries et les champignons. Les résultats détaillés des trois échantillons de sol
des trois sites sont consignés en annexe 9. Leurs valeurs moyennes sont indiquées dans
le tableau 21.

Tableau 21 : Dénombrement des actinobactéries et des autres microorganismes, isolés
des trois sites, en fonction des concentrations de NaCl additionnées au milieu ISP5.

Sites d'étude  'SPS additionné  Actinobactéries - Autres bactéries  Champignons
deNaClen%  *10"enUFC/g x10° en UFC/g x 10° en UFC/g

2 3.77 (16) 8.42 14,9

Sebkha 5 1,75 (4) 12,4 43,4

dEzzemoul 10 225 (20) 0,89 0,56
15 0 0,17 0

2 62 (9) 652 0.23

Chott Tinsilt 5 81,9 (20) 2,13 39,5

10 107 (11) 2,94 124

15 05 (2) 0,16 0,61

2 34,7 (11) 301 175

Sebkha de 5 24,4 (11) 194 40,2

Djendli 10 3,33 (0) 03 4,97

15 0 0,56 139

Les valeurs entre parentheses représentent le nombre de colonies purifiées et conservées

Les valeurs moyennes du nombre d’actinobactéries qui se sont développées sur
le milieu de culture ISP5 contenant différentes concentrations de sel (tableau 21),
varient de (0,5 & 107 x 10*) (UFC/g) dans le site Tinsilt, et sont plus élevées que celles
des sites Djendli et Ezzemoul qui varient de (0 & 34,7 x 10% et de (0 & 3,77x 10%
(UFC/g), respectivement. Les nombres totaux de colonies qui ont pu étre purifiées et
conservées, pour cette étude, sont de : 42 dans le site Tinsilt, 40 dans le site Ezzemoul et
22 dans le site Djendli (tableaux 21 et 22). Nos résultats sont plus élevés que ceux
trouvés par (Okoro et al.,, 2009) dans les sols salés du Chili. La majorité des
actinobactéries ont été isolées a partir des échantillons E; et E; (tableaux 19 et 22). A la
concentration de 15% de NaCl aucune colonie n’a été dénombrée des sites Ezzemoul et
Djendli et seulement deux colonies du site Tinsilt ont été comptées. La plupart des
actinobactéries ont été observées aux concentrations allant de 2 a 10 %. On peut donc
conclure que les bactéries de cette étude, sont soit des halophiles soit des halotolérantes

faibles et modérées.
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Les isolats sont représentés par des codes alphanumériques (tableau 22). La
premicére lettre indique 1’initial du nom de chaque site, E pour Ezzemoul, T pour Tinsilt
et D pour Djendli. La deuxiéme lettre indique la concentration de sel, (O, J, K : 2 %),
(C, G, H:5%), (D, F: 10 %). La lettre (S) représente 5% de sel dans le site Ezzemoul

et 15% dans le site Tinsilt.

Dans cette étude, en plus du sel, nous avons rajouté des antibiotiques a tous les
milieux de culture utilisés, afin de favoriser la croissance des actinobacteries.
Cependant, nous avons obtenue un taux considérable de champignons (tableaux de 19 a
21), cela pourrait s’expliquer par le fait que la nystatine n’est pas un antifongique a
large spectre, de plus il se pourrait que ces champignons résistent a cet antibiotique.
L’addition de la polymyxine permet de réduire le nombre de bactéries a Gram négatif

mais pas celui des Gram positives, d’ou leur observation dans les tableaux de 19 a 21.

Tableau 22 : Isolats d’actinobactéries purifiés et conservés, par échantillon et par
concentration de NaCl additionnée a ISP5.

Nombre de colonies des actinobactéries isolées
NaCl en %

Total des
Sites d'étude Echantillons 2 5 10 15 isolats

EO1, EOS3, ED1, ED2,

EO4, EO5, ED6, EDS,
EO6, EOS, ED10,
EQ9, EO10 ED14
' ' EC13 '
EE; EO12, . ED15,
EOL4, EC15, ES42 ED23.
EO15, ED28,
Sebkha EOQ16, ED29,

d'Ezzemoul EO17, EO18 ED30, - 40
ED39,
ED40,
ED41,
ED42,
ED43,
EDA44,
ED46,
ED32, ED35 -

EE, EO19, EO20 ES72 - -
EE; - - - -
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Tableau 22 : Isolats d’actinobactéries purifiés et conservés, par échantillon et par
concentration de NaCl additionnée a ISP5 (suite).

Nombre de colonies des actinobactéries isolées

NaClen % Total des
Sites d'étude  Echantillons 2 5 10 15 isolats
TG12,
TG13,
TJ1,TJ3, TG18,TG19, TF2, TF3,
TJ12, TJ13, TG20, TF5, TF6,
TE; TJ15, TJ21, TG24, TF18, TF19, -
TJ27, TJ30, TG26, TF21,
TJ4 TG27, TF292
L. TG29,
Chott Tinsilt TG30, TG33 42
TG1,
TG201,TG3,
TE, - TG5,TG61, TFl.I%I’:Iglz’
TG72,TG92,
TG10,TG22
TE; - - - TS2, TS31
DK2, DK7,
DK11, DH3, DH4,
DK12, DH7, DH10,
DK13, DH12,
DE DK14, DH13,
! DK15 DH14 ) )
kh 1] 1]
SeDt}engl?e DK16, DH20, 22
DK17, DH21,
DK21, DH24
DK23
DE, - . .
DE, . DH18 - .

3. Analyse de la diversité phylogénétique des isolats

d’actinobactéries
Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a la diversité de la communauté

d’actinobactéries isolées par des techniques microbiologiques classiques dans les sols
de sebkhas, en se basant sur le séquengage de I’ADNr 16S des isolats.

Nous avons essayé d’optimiser un protocole d’extraction d’ADN génomique en
testant deux méthodes, sur quatre souches d’actinobactéries. La premiére méthode (lyse
cellulaire chimique alcaline) de Maniatis et al., (1992), a donné un résultat négatif sur
les quatre souches. Cependant, la deuxiéme méthode d’extraction (lyse cellulaire par
choc thermique) de Queipo-Ortufio et al. (2008), a donné un résultat positif sur les %
des souches, et c’est a partir de 1a que nous avons opté pour généraliser cette méthode
sur le reste des souches. Parmi les méthodes d’extraction d’ADN bactérien les plus

utilisées, la méthode qu’on a appliquée est la plus simple. Elle suffit et convient pour
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I’extraction d’ADN des cellules a partir de cultures pures, mais elle n’élimine pas les
composés inhibiteurs des réactions d’amplification tels que les acides humiques qui se
trouvent dans les sols ; par conséquent cette méthode ne peut pas étre appliquée pour ce
genre d’échantillon.

Apres extraction des ADN génomiques a partir de 104 isolats, I’amplification de
leurs ADNr 16S est effectuée en utilisant les amorces universelles : la 27F (position 8-
27) et la 1492R (position 1492-1513) (Lane 1991). Les photos des gels qui montrent
I’amplification des ADNr 16S de quelques isolats, sont représentées dans 1’annexe 6.
Des fragments d’environ 1500 pb ont été obtenus et séquencés. Les chromathogrammes
bruts obtenus ont été traités par le logiciel chromas Pro et les séquences consensus ont
été confrontées a celles disponibles au niveau des banques de données GenBank et
EzBioCloud. Toutes les séquences ont été alignées par le logiciel CLUSTALX. Les
résultats de 1’alignement multiple par ce logiciel, ont montrés que les séquences (du
géne codant pour ’ARNr 16S) n’ont pas la méme longueur, ce qui a nécessité des
corrections manuelles avant leur utilisation par le logiciel MEGA, qui utilise
I’algorithme d’alignement multiple progressif CLUSTALW. Il a ét¢ démontré que la
qualité de 1’alignement pouvait avoir un impact sur 1’arbre final, aussi important, voire
plus, que la méthode de construction employée (Ebihara et al. 2006). La préparation
d’un alignement de qualité est donc une étape critique de toute analyse phylogénétique.
La construction des arbres phylogénétiques a eté realisée par le programme MEGA 6.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’identité de la souche a identifier avec les
especes-types les plus proches dans les banques de données (tableaux 23, 24 et 25), et
sous forme d’arbres phylogénétiques (figures de 14 a 20) qui évaluent et montrent la

position taxonomique de chaque isolat.

3.1. Diversité phylogénétique des isolats de la sebkha d’Ezzemoul

Les geénes de I’ADNr 16S de 40 isolats d’actinobactéries, issus de la sebkha
d’Ezzemoul, ont été séquencés et déposées a Genbank avec les numéros d’accession
MG597500 a MG597539. L’analyse de ces derniéres (figure 14, tableau 23) a reveélé la
présence de trois genres : Nocardiopsis (Meyer 1976) Streptomyces (Skerman et al.
1980) et Rhodococcus (Zopf 1891). Ces derniers appartiennent aux familles :
Nocardiopsaceae, Streptomycetaceae et Nocardiaceae ; et aux ordres:

Streptosporangiales, Streptomycetales et Corynebacteriales, respectivement.
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Le genre Nocardiopsis (tableau 23, figure 14 et figure 14 (a)) domine avec 95%
des isolats, répartis sur quatre especes différentes. Presque la moitié des isolats est
affiliée a I’espéce N. dassonvillei avec des pourcentages d’identité de 98,38 a 99,93%,
suivie de 35% a N. lucentensis avec 99,35 a 100% d’identité, 10% a N. aegyptica avec
99,07 a 99,57% d’identité et 2,5% (1 isolat) & N. synnemataformans (avec 100%
d’identité).

Les 19 isolats affiliés a N. dassonvillei semblent trés proches entre eux, de méme pour
ceux affiliés & N. lucentensis (14). Ceux affiliés a N. aegyptica (4) semblent représenter
la méme souche avec une valeur de bootsrap trés élevée (98%). En effet, plus le
pourcentage de bootstrap de deux souches est élevé, plus la probabilité qu’elles
appartiennent a la méme espece est eélevée. Statistiquement, un nceud solide est défini
par une valeur d’au moins 95 % de bootstrap. En pratique, ce seuil a été considéré
comme sévere, ainsi Hillis et Bull, (1993) ont démontré qu’une valeur de bootrap d’au
moins 70% correspondait a une probabilité trés élevée, que le clade correspondant soit
exact.

Le pourcentage d’identité 98,38% de 1’isolat ED43 avec ’espéce N. dassonvillei est
inférieur au seuil 98,7% séparant les nouvelles espéces de Stackebrandt et Ebers,

(2006). Ainsi, cet isolat pourrait représenter un nouveau taxon du genre Nocardiopsis.

Tableau 23 : Identification taxonomique des isolats de la sebkha d’Ezzemoul.

Code Numéros Taille en Espéce type la plus Numeéros Identité
des d’accession (pb) proche d’acession (%)
isolats
ED2 MG597500 1389 Nocardiopsis ABUI01000017 99,93
ED28 | MG597501 1399 dassonvillei subsp.
ED46 | MG597502 1400 dassonvillei
ED40 | MG597503 1398 DSM 43111(T)

ED8 MG597504 1396

ED35 | MG597505 1398

ED42 | MG597506 1367

ED41 | MG597507 1396 99,86

ED39 | MG597508 1397

ED10 | MG597509 1380

ED6 MG597510 1370 99,78

ED29 | MG597511 1399 99,79

ED32 | MG597512 1402

ED1 MG597513 1402

ED14 | MG597514 1387 99,71
ED44 | MG597515 1377
ED15 | MG597516 1404 99,64
ED30 | MG597517 1390
ED43 | MG597518 1436 98,38
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Tableau 23 : Identification taxonomique des isolats de la sebkha d’Ezzemoul (suite).

Code Numeéros Tailleen | Espeéce type la plus Numeéros Identité
des d’accession (pb) proche d’acession (%)
isolats
ED23 MG597519 1402 Nocardiopsis ANAW01000308 100
synnemataformans
DSM 44143(T)
EO18 MG597520 1398 Nocardiopsis ANBC01000932 100
EO20 MG597521 1401 lucentensis
EO8 MG597522 1401 DSM 44048(T)
EOQ9 MG597523 1402
EO15 MG597524 1406
EO14 MG597525 1401
EC15 MG597526 1398 99,93
EO12 MG597527 1400 99,86
EC13 MG597528 1387 99,78
EO16 MG597529 1402 99,71
EO17 MG597532 1377
EO19 MG597530 1407 99,64
EO4 MG597531 1400
EO5 MG597533 1406 99,35
EO6 MG597534 1401 Nocardiopsis AJ539401 99,57
EO1 MG597535 1397 aegyptica 99,28
EO10 MG597536 1413 DSM 44442(T) 99,21
EO3 MG597537 1399 99,07
ES72 MG597538 1377 Rhodococcus AF430066 99,49
corynebacterioides
DSM 20151(T)
Rhodococcus
kroppenstedtii DSM j0i.1107894 99,20
44908(T)
Rhodococcus HQ858009 99,19
enclensis
NIO-1009(T)
Rhodococcus trifolii FR714843 98,97
T8(T)
ES42 MG597539 1383 Streptomyces AB184264 99,42
cavourensis
NBRC 13026(T)
Kitasatospora
albolonga NBRC AB184425 99,35
13465(T)
Streptomyces
araujoniae ASBV- EU792889 99,13
1(T)
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EO19 (MG597530)
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o
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Streptomyces globisporus NBRC 128677 (AB184203) S;
99 |~ Streptomyces araujoniae ASBV-1T (EU792889) ?3
o[ ES42 (MG597539) §
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90 Rhodococcus corynebacterioides DSM 201517 (AF430066) 3
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72| | Rhodococcus kroppenstedtiiDSM 449087 (jgi.1107894) 8
98! Rhodococeus enclensis NIO-1009T (HQ858009)

Archaeoglobus infectus Arc51T (AB274307) | Outgroup

Figure 14 : Arbre phylogénétique enraciné construit par la méthode de Neighbor-
Joining montrant la relation des isolats du site Ezzemoul avec les especes les plus
proches des genres Nocardiopsis, Streptomyces et Rhodococcus. Les valeurs de
Bootstrap supérieurs a 50% (aprés 1000 réplications) sont représentées sur les noeuds.
Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parentheses.
Archaeoglobus infectus Arc51Test utilisée comme outgroup. L’échelle 0,05 représente
le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des
séquences. EO, (EC, ES) et ED sont les isolats des concentrations 2%, 5% et 10%
d’NacCl, respectivement.
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Figure 14 (a) : Clade de la famille des Nocardiopsaceae (genre Nocardiopsis).
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Streptomyces globisporus NBRC 12867 T (AB184203)
Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 12912 7 (AB184240)
88 Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808 T (AB184162)
Streptomyces puniceus NRRL ISP-5058 T (JOAD01000551)
Streptomyces fulvorobeus NBRC 15897 7 (AB184711)
Streptomyces lunaelactis MM109 T (KM207217)
Streptomyces araujoniae ASBV-1T (EU792889)
ES42 (MG597539)
‘ Kitasatospora albolonga NBRC 13465 T (AB184425)

93 Streptomyces cavourensis NBRC13026 T (AB184264)
‘ Streptomyces spiroverticillatus NBRC 12821 T (AB249921)

88

53

Salinactinospora gingdaonensis CXB832T (GU253338)

| —
0.01

Figure 15: Arbre phylogénétique enraciné construit par la méthode de Neighbor-
Joining montrant la relation de I’isolat ES42 du site Ezzemoul avec les espéces les plus
proches du genre Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50% (aprés 1000
réplications) sont représentées sur les noeuds. Les numéros d’accession de chaque
séquence sont représentés entre parenthéses. Salinactinospora gingdaonensis CXB832"
est utilisée comme outgroup. L’échelle 0,01 représente le nombre de substitution par
position de nucléotide et estime la divergence des séquences.

L’isolat unique ES42 (tableau 23 ; figures 14 et 15) presente des homologies de
99,42% avec Streptomyces cavourensis, de 99,35% avec Kitasatospora albolonga
(anciennement Streptomyces albolongus) et de 99,13% avec Streptomyces araujoniae.
Cependant, il se détache de ces espéces en formant une ligne phylogénétique distincte,

et il pourrait donc représenter une nouvelle espece.

L’isolat unique ES72 (tableau 23 ; figures 14 et 16) présente des homologies de
99,49% avec Rhodococcus corynebacterioides, de 99,20% avec Rhodococcus
kroppenstedtii, de 99,19% avec Rhodococcus enclensis et de 98,97% avec Rhodococcus
trifolii. Cependant, il se détache de ces espéces en formant une ligne phylogénétique

distincte, et il pourrait donc représenter une nouvelle espéce.
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100 | Rhodococcus kroppenstedti DSM 44908 (jgi.1107894)

58 Rhodococcus enclensis NIO-10097 (HQ858009)

7 Rhodococcus corynebacterioides DSM 201517 (AF430066)

100 ES72 (MG597538)
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L—— Rhodococcus trifolii T8T (FR714843)

64 Rhodococcus triatomae DSM 448927 (jgi.1102288)
Rhodococcus agglutinans CFH S0262T (KP232908)
Rhodococcus antrifimi D7-217 (LN867321)

Rhodococcus deffuvii Ca11™ (JPOC01000058)

Rhodococcus humicola UC33T (KT301939)
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Rhodococcus rhodnii NBRC 1006047 (BCXD01000061)

Salinactinospora gingdaonensis CXB832T (GU253338)

0.01

Figure 16 : Arbre phylogénétique enraciné construit par la méthode de Neighbor-
Joining montrant la relation de I’isolat ES72 du site Ezzemoul avec les especes les plus
proches du genre Rhodococcus. Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50% (apres 1000
réplications)sont représentées sur les noeuds. Les numéros d’accession de chaque
séquence sont représentés entre parenthéses. Salinactinospora gingdaonensis CXB832"
est utilisée comme outgroup. L’échelle 0,01 représente le nombre de substitution par
position de nucléotide et estime la divergence des sequences.

3.2. Diversité phylogénétique des isolats de chott Tinsilt

Les genes de I’ADNr 16S de 42 isolats d’actinobactéries, issus de chott Tinsilt,
ont été séquencés. Leurs séquences sont déposées au niveau de Genbank avec les
numéros d’accession MG597562 a MG597603. L’analyse moléculaire de ces séquences
(tableau 24, figures de 17 (a) a 19 et figure 10 annexe 8) a permis de les classer en
quatre genres: Streptomyces (dominant avec 57,14%) (Skerman et al. 1980),
Nocardiopsis (38,09%) (Meyer 1976), suivie par Brevibacterium (Breed 1953) et
Actinopolyspora (Gochnauer et al. 1975) avec 2,38% chacun. Ces derniers
appartiennent aux familles : Streptomycetaceae, Nocardiopsaceae, Brevibacteriaceae et
Actinopolysporaceae ; et aux ordres: Streptomycetales,  Streptosporangiales,

Micrococcales et Pseudonocardiales, respectivement.
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Tableau 24 : Identification taxonomique des isolats de chott Tinsilt.

Code Numéros | Tailleen | Espece type la Numéros Identité
des | d’accession (pb) plus proche d’acession (%)
isolats
TF12 | MG597562 1393 Nocardiopsis AJ539401 99,78
TF3 MG597563 1400 aegyptica 99,79
TF16 | MG597564 1401 DSM 44442(T)
TF2 MG597565 1399
TF6 MG597566 1398
TF11 | MG597567 1399
TF21 | MG597568 1408 99,71
TF18 | MG597569 1396
TF19 | MG597570 1396
TF5 | MG597571 1395 99,64
TS2 MG597572 1404 99,57
TG72 | MG597573 1400 99,43
TG92 | MG597574 1403
TS31 | MG597575 1417 99,29
TJ21 | MG597576 1400 Nocardiopsis alba | ANAC01000044 99,93
DSM 43377(T)
TG12 | MG597577 1396 Nocardiopsis AY036001 99,86
umidischolae
66/93(T)
TJ15 | MG597578 1386 Streptomyces DQ026637 100
TJ13 | MG597579 1377 anulatus 99,93
NRRL B-2000(T)
TJ30 | MG597580 1352 Streptomyces JQ806215 99,85
TJ12 | MG597581 1387 pratensis 100
ch24(T)
TG22 | MG597582 1383 Streptomyces AB184349 99,35
TG5 | MG597583 1395 xantholiticus 99,28
TGl | MG597584 1395 NBRC 13354(T)
TG33 | MG597585 1395 99,43
TG19 | MG597586 1351 Streptomyces EF577247 100
TG18 | MG597587 1392 xinghaiensis 98,41
S187(T)
TG20 | MG597588 1346 Streptomyces KN039946 99,93
luteus
TRM 45540(T)
Streptomyces AB184156
mutabilis NBRC
12800(T)
TG26 | MG597589 1347 Streptomyces FM202482 99,85
TJ4 MG597590 1399 thinghirensis 98,06
DSM 41919(T)
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Tableau 24 : Identification taxonomique des isolats de chott Tinsilt (suite).

Code Numéros | Tailleen | Espeéce type la Numéros Identité
des d’accession (pb) plus proche d’acession (%)
isolats
TG13 | MG597591 1348 Streptomyces AJ965470 99,78
TG24 | MG597592 1346 marokkonensis
Apl(T)
TG10 | MG597593 1394 Streptomyces JNX101000062 99,57
TG61 | MG597594 1346 iakyrus 99,55
TJ3 MG597595 1346 NRRL ISP- 99,48
5482(T)
TG30 | MG597597 1346 Streptomyces CP012382 99,55
TG201 | MG597598 | 1394 ambofaciens 99,50
TJ27 | MG597599 | 1396 | ATCC 23877(T) 99,35
TJ1 MG597600 1372 99,05
TG3 MG597596 1369 Streptomyces AB184139 99,49
TG29 | MG597601 1378 griseorubens 98,76

NBRC 12780(T)

TF292 | MG597602 1415 Actinopolyspora | JPMV01000059 99,15
erythraea
YIM 90600(T)

TG27 | MG597603 1411 Brevibacterium AY?243343 99,15
permense
VKM Ac-2280(T)

Brevibacterium 99,01
siliguriense
DSM 23676 (T)

Brevibacterium 98,87
sediminis
FXJ8.269(T)

Un seul isolat (TF292) est affilié a I’espéce Actinopolyspora erythraea avec un
pourcentage d’identité de 99,15% (tableau 24), ce qui est confirmé sur I’arbre de la

figure 10 (annexe 8) avec une valeur de bootsrap de 87%.

Un autre isolat unique (TG27) est apparenté a 1’espéce Brevibacterium permense
avec un pourcentage d’identité de 99,15% (tableau 24). Sur les arbres des figures 17 (c)
et 10 (annexe 8), il apparait plus proche des especes Brevibacterium siliguriense (avec
99,01%) et Brevibacterium sediminis (avec 98,87%) tout en formant une ligne
phylogénétique différente. Sur 1’arbre de la figure 18 construit en utilisant les dix
espéces les plus proches, il semble affilié a Brevibacterium permense avec une valeur de
bootsrap tres faible (41%). Nous concluons donc, que la position taxonomique de

I’isolat TG27 est incertaine par rapport a I’espece.
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Les isolats appartenant au genre Nocardiopsis sont répartis en trois clades
differents (figures 10 (annexe 8) et 17 (b)). Les isolats TG12 et TJ21 appartiennent aux
especes Nocardiopsis umidischolae (avec 99,86% d’identité) et Nocardiopsis alba (avec
99,93% d’identité), respectivement (tableau 24). Les arbres des figures 10 (annexe 8) et
17 (b) consolident les positions taxonomiques de ces isolats, car ils occupent la méme
ligne phylogénétique que ces especes avec une valeur de bootsrap élevée (99%).
Quatorze isolats (TG72, TG92, TF18, TS2, TS31, TF2, TF12, TF19, TF16, TF11, TF21,
TF5, TF6 et TF3) semblent trés proches de 1’espéce Nocardiopsis aegyptica avec des
pourcentages d’identité allant de 99,29 a 99,78%. D’autres tests sont nécessaires pour

confirmer s’ils appartiennent tous a cette méme espece ou pas.

Un peu plus que la moitié des isolats est affiliée au genre Streptomyces. Un
pourcentage d’homologie de 99,78% a été obtenu entre les s€quences de I’ADNr 16S de
I’espéce Streptomyces marokkonensis et celles des souches TG13 et TG24. Il est fort
possible que ces deux souches appartiennent a cette méme espece (figures 10 (annexe 8)
et 17 (a)).

Les séquences d’ADNr 16S des souches TG26 et TJ4 présentent des
pourcentages d’identité de 99,85 et de 98,06% avec I’espéce Streptomyces thinghirensis.
Cela est confirmé sur 1’arbre des figures 10 (annexe 8) et 17 (a), sauf que la souche TJ4
présente une distance assez importante avec cette espece, et son pourcentage d’identité
est inférieur au seuil de 98,7% qui différencie les nouvelles espéces (Stackebrandt et
Ebers, 2006). Par conséquent, la souche TJ4 pourrait représenter un nouveau taxon.

L’isolat TG19 est 100% identique avec l’espéce Streptomyces xinghaiensis.
L’isolat TG18 est proche de cette méme espece avec 98,41% d’identité. En plus de
représenter un pourcentage inférieur a celui de Stackebrandt et Ebers, (2006), 1’isolat
TG18 forme une ligne phylogénétique complétement distincte avec les espéces de
références les plus proches (figures 10 (annexe 8), 17(a) et 19). Cet isolat est donc, un

nouveau taxon du genre Streptomyces.

L’isolat TG20 montre la méme homologie de 99,93% avec les deux especes
Streptomyces luteus et Streptomyces mutabilis. L’analyse de I’ADNr 16S ne nous a pas

permis d’affilier cet isolat a une espéce bien précise.

Les isolats TG1, TG5, TG22, et TG33 sont trés proches de Streptomyces

xantholiticus avec des pourcentages d’identité allant de 99,28 a 99,43%, mais les arbres
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des figures 10 (annexe 8) et 17 (a) montrent que ces isolats occupent une ligne
phylogénétique bien différente de cette espece et des autres especes les plus proches. Ils

peuvent representer une méme nouvelle espece en partageant un bootsrap de 85%.

Les isolats TJ15 et TJ13 sont affiliés & Streptomyces anulatus avec des
pourcentages de 100% et de 99,93%, respectivement. Les isolats TJ12 et TJ30 sont
apparentés a Streptomyces pratensis avec 100 et 99,85%. Cependant, sur les arbres de la
figure 17 (a) et des figures 2 et 10 de I’annexe 8, I’affiliation des quatre isolats n’est pas
bien définie par rapport aux espéces les plus proches : S. anulatus, S. pratensis et S.

setonii.

Les isolats TJ3, TG61 et TG10 présentent des homologies de 99,48 a 99,57%
avec Streptomyces iakyrus. Les arbres de la figure 17 (a) et des figures 9 et 10 de
I’annexe 8, montrent clairement que ces isolats sont trés proches entre eux avec une
valeur de boostrap supérieure a 80% et peuvent former une nouvelle espéce, car ils
occupent une méme ligne phylogénétique, qui est bien séparée des especes les plus

proches.

Les isolats TJ1, TJ27, TG201 et TG30 se rapprochent le plus de I’espece
Streptomyces ambofaciens avec des pourcentages allant de 99,05 a 99,55% d’identité.
Les isolats TG29 et TG3 sont apparentés a 1’espéce Streptomyces griseorubens (avec
98,76 et 99,49%) et forment un clade trés distinct de toutes les especes les plus proches
(figure 5 annexe 8). Contrairement aux résultats du pourcentage d’identité, ces cinq
isolats se rassemblent sur un seul clade, qui est proche de I’espéce Streptomyces
thinghirensis. L’isolat TJ1 semble toujours proche de I’espéce S. ambofaciens (figure 17
(@) ; figures 4, 6 et 10 de I’annexe 8).
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TG201 (MG597598)
TJ27 (MG597599)
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Figure 17 (a) : Clade de la famille des Stretomycetaceae (genre Streptomyces).

o5 | | Streptomyces mutabilis NBRC12800" (AB184156)
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Streptomyces griseorubens NBRC12780" (AB184139)

57 Streptomyces althioticus NRRLB-3981" (AY999791)
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o0 [~ TG12 (MG597577)

L Nocardiopsis umidischolae 66/93T (AY036001)
— TJ21 (MG597576)
9 L Nocardiopsis alba DSM 43377 T (ANAC01000044)
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Figure 17 (b) : Clade de la famille des Nocardiopsaceae (genre Nocardiopsis).

4{ Brevibacterium sediminis FXJ8.269 T (KX356313)
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Brevibacterium siliguriense DSM 236767 (LT629766)

— — TG27 (MG597603)

Brevibacterium permense VKMAc-2280 T (AY243343)

f—
0.0005

Figure 17 (c): Clade de la famille des Brevibacteriaceae (genre
Brevibacterium).
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41 TG27 (MG597603)
35 Brevibacterium permense VKMAc-2280T (AY243343)
28 Brevibacterium siliguriense DSM 23676 T (LT629766)
17 Brevibacterium epidermidis NBRC 14811 T (BCSJ01000023)
78 Brevibacterium sediminis FXJ8.269 T (KX356313)

50

Brevibacterium linens DSM 20425 T (X77451)
Brevibacterium iodinum NCDO 613 T (X76567)
Brevibacterium oceani BBHT T (AM158906)

99

Brevibacterium picturae LMG22061 T (AJ620364)
Brevibacterium celere KMM 3637 T (AY228463)

0.002

Figure 18 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-
Joining, montrant la relation de I’isolat TG27 du site Tinsilt avec les especes les plus
proches du genre Brevibacterium. Les valeurs de Bootstrap aux nceuds représentent le
pourcentage apres 1000 réplications. Les numéros d’accession de chaque séquence sont
représentés entre parentheses. L’échelle 0,002 représente le nombre de substitution par
position de nucléotide et estime la divergence des séquences.

% Streptomyces tubercidicus DSM 40261 T (AJ621612)
98 | Sireptomyces nigrescensNBRC 12894 7 (AB184225)

a2 Streptomyces libanisubsprufus LMG20087 T (AJT781351)
29 \Streptomyces Hygroscopicus subsp. glebosus NBRC 137867 (AB184479)

Streptomyces catenufae NRRLB-2342 T (JODY01000075)
£Sffepfam yees zagrosensis HM1164 7 (JF917242)
Streptomyces varsoviensis NRRLISP-5346 7 (JOBFO1000056)

Streptomyces griseocameusDSM 40004 7 B(EJ 9943

Streptomyces libanisubspibaniNBRC 13452 7 (AB184414)

-Streptomyces palmae CMU-AB204 T (LCO73309)
88 Streptomyces orinoc/NBRC13466 T (AB154866)
TG18 (MG597587)

100 | TG19 (MG597586)
88 Streptomyces xinghaiensis 3187 T(EFSTT247)
Strepiomyces chumphonensis K1-2 7 (ABT738400)
Streptomyces albiaxalisNRRLB-24327 T (AY999901)
Streptomyces ferralitis SFO pb8 T (AY262526)

Streptomyces tateyamensisDSMA1969 T (AB473555)
82 Streptomyces paveisporeus CGMCCA.2025 7 (jgi. 1076282)

89

Figure 19 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-
Joining montrant la relation des isolats TG18 et TG19 du site Tinsilt avec les espéces
les plus proches de genre Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50%
(apres 1000 réplications) sont représentées sur les noeuds. Les numéros d’accession de
chaque séquence sont représentés entre parentheses. L’échelle 0,002 représente le
nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des ségquences.
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3.3. Diversité phylogénétique des isolats de la sebkha de Djendli

Les génes de ’ADNr 16S de 22 isolats d’actinobactéries, issus de la sebkha de

Djendli, ont été séquencés et leurs sequences sont déposées au niveau de Genbank avec

les numéros d’accession MG597540 a MG597561. L’analyse de ces derniéres (figure

20 et tableau 25) a permis de détecter les mémes genres Nocardiopsis et Streptomyces

déja trouveés dans les sites Ezzemoul et Tinsilt. C’est le genre Streptomyces qui domine

avec 81,82% des isolats comme était le cas pour le site Tinsilt.

Tableau 25 : Identification taxonomique des isolats de la sebkha de Djendli.

Code des | Numéros Taille en Espece type la Numéros Identité
isolats | d’accession (pb) plus proche d’acession (%0)
DH10 MG597540 1399 dioosi 99.71
DK15 | MG597541 | 1403 Nocar 't‘?ps's AJ539401 ’
DH21 | MG597542 | 1384 Ds?\;g}fﬁ;m
DH14 MG597543 1396 99,79
DK7 MG597544 1394 99,43
DK12 MG597545 1346 S 99,41
DK16 | MGB97546 | 1401 ngfggmfgjss AB184349 | 99,36
DK13 MG597547 1348 NBRC 13354(T) 99,33
DK14 MG597548 1402 99,29
DK17 MG597549 1395 99,21

Candidatus
Streptomyces 99,54
philanthi DQ375802
1382 triangulum
DK21 MG597550 Streptomyces
youssoufiensis
XA4(T) FN421338 99,42
Streptomyces
DH24 MG597551 1397 violascens AY 999737 99,50
ISP 5183(T)
DH12 MG597552 1378 S
DH18 | MG597553 | 1393 ;Irgi%tgfrlna{/‘:uess 76676 99,71
DH20 MG597554 1394 DSM 40455(T)
DH3 MG597555 1395
Streptomyces 98,98
DH4 MG597556 1370 marokkonensis AJ965470
DH13 MG597557 1377 Apl(T) 99,78
DH7 MG597558 1381 S 100
DK23 MG597560 1400 DSM 41919(T) 99,79
DK11 MG597561 1342 99,55
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Les quatre isolats DH7, DK2, DK23 et DKI11 sont trés proches de ’espece
Streptomyces thinghirensis avec les pourcentages d’identité de 100%, 99,93%, 99,86%
et 99,55%, respectivement (tableau 25) ; ce qui est confirmé sur I’arbre de la figure 20,
car ils occupent la méme ligne phylogénétique que cette méme espece. lls semblent tres

proches les uns des autres avec le pourcentage de bootsrap de 86%.

Les isolats DH13 et DH4 se rapprochent de 1’espéce Streptomyces
marokkonensis avec les pourcentages d’identité de 98,98% et 99,78%, respectivement
(tableau 25). Par contre, les arbres phylogénétiques de la figure 20 et la figure 4 de
I’annexe 7, montrent que ces isolats (qui semblent représenter la méme espéce) se
distinguent de toutes les especes les plus proches, ce qui suggere la possibilité d’une

nouvelle espece du genre Streptomyces.
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Figure 20 : Arbre phylogénétique enraciné construit par la méthode de Neighbor-
Joining montrant la relation des isolats du site Djendli avec les espéces les plus proches
des genres Nocardiopsis et Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50%
(aprés 1000 réplications) sont représentées sur les noeuds. Les numéros d’accession de
chaque séquence sont représentés entre parenthéses. Mzabimyces algeriensis H195" est
utilisée comme outgroup. L’échelle 0,01 représente le nombre de substitution par
position de nucléotide et estime la divergence des séquences. DK et DH sont les isolats
des concentrations 2% et 5% d’NaCl, respectivement.

L’isolat DH24 est apparenté a 1’espéce Streptomyces violascens avec 99,5%
d’identité et les isolats DH12, DH18, DH20 et DH3 partagent le méme pourcentage
d’identité de 99,71% avec I’espéce Streptomyces albidoflavus (tableau 25). Cependant,
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sur I’arbre de la figure 20, ces cinq isolats se positionnent sur la méme ligne
phylogénétique et semblent représenter la méme espéce avec un bootstrap élevé de
95%. Cette ligne se détache des especes Streptomyces violascens, Streptomyces
albidoflavus et des autres especes les proches ; donc ces isolats peuvent appartenir a une

nouvelle espece.

L’isolat DK21 est affili¢ aux espéces Candidatus Streptomyces philanthi avec
99,54% d’identité et a Streptomyces youssoufiensis avec un pourcentage légérement
moins élevé (99,42%) (tableau 25) ; alors que sur les arbres phylogénétiques de la
figure 20 et de la figure 2 de I’annexe 7, il semble plus proche que S. youssoufiensis.
L’analyse de I’ADNr 16S ne nous a pas permis d’affilier cet isolat a une espéce bien

précise, donc d’autres tests seront nécessaires pour €claircir sa position taxonomique.

Les isolats DK17, DK14, DK13, DK16, DK12 et DK7 se rapprochent le plus de
I’espece Streptomyces xantholiticus (99,21 a 99,43% d’identité) (tableau 25) ; sauf que
sur I’arbre de la figure 20, ces isolats forment une ligne phylogénétique qui se détache
des espéces les plus proches. lls présentent probablement une nouvelle espece. Ces

isolats semblent appartenir a la méme espéce avec un bootsrap trés élevé de 99%.

En plus d’étre présente dans la sebkha d’Ezzemoul et dans le chott Tinsilt,
I’espéce Nocardiopsis aegyptica est également détectée dans le site Djendli et elle est
apparentée avec 18,18% des isolats (DH10, DK15, DH21 et DH14) avec 99,71 a
99,79% d’identité et 97% de bootsrap. Ces isolats peuvent représenter la méme espece
(bootsrap 89%).

L’analyse phylogénétique (basée sur le géne de I’ARN 16S) de 104 isolats, issus
des trois sites d’étude (la sebkha d’Ezzemoul, le chott Tinsilt et la sebkha de Djendli),
nous a permis de les assimiler a cing différents genres : Streptomyces, Nocardiopsis,
Rhodococcus, Actinoplyspora et Brevibacterium. La majorité des isolats sont affiliés a
ces genres avec des pourcentages d’identité supérieurs a 99%. L’association du
pourcentage de similitude (ou d’identité) avec la construction des arbres
phylogénétiques (qui montrent les relations de parenté entre les groupes bactériens)
nous a permis d’identifier certaines actinobactéries jusqu’au stade de 1’espeéce. Pour la
plupart d’entre elles, seule I’appartenance au genre est vérifiée, car certaines ont des

pourcentages de similitude inférieurs a 98,7% (Stackebrandt et Ebers, 2006), et d’autres
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sont ¢loignées des espéces les proches sur I’arbre phylogénétique, en présentant des
clades ou des lignes complétement d’instincts.

Le géne de I'ARNr 16S est le marqueur génétique le plus connu utilisé pour identifier et
classer les bactéries, mais dans certains cas, il trouve ses limites dans la discrimination
de certaines espéces. Par conséquent, afin de Vérifier la position taxonomique des
souches douteuses et de confirmer leur appartenance a de nouvelles especes, d’autres
analyses phénotypiques (morphologiques, physiologiques et biochimiques) et
génotypiques (hybridation ADN-ADN et/ou séquencage de plusieurs génes de ménage),
doivent étre réalisées. Dans certains cas, le séquencage du génome complet est

recommandé pour distinguer les espéces trés proches.

Les espéces du genre Streptomyces peuvent s’adapter a de fortes concentrations
de sel dans les sols (Sudnitsyn 2009). Un grand nombre de celles de Nocardiopsis sont
de nature halotolérantes, isolées de sols désertiques et d’environnements marins

(Bennur et al. 2016).

Des études ont rapporté que les membres du genre Nocardiopsis étaient
prédominants dans certains sols désertiques en Algérie (Meklat et al., 2011) et dans un
sol salé en Chine (Lv et al. 2006). Ceux du genre Streptomyces étaient prédominants

dans d’autres sols salés en Chine (Cai et al. 2009) et en Inde (Jose et Jebakumar, 2013).

Les especes du genre Rhodococcus peuvent occuper divers habitats tels que : le
sol, I’eau, I’air, les plantes et les animaux. Certaines ont été retrouvées dans le milieu

marin, et trés peu ont été décrites dans les sols salins (Tancsics et al. 2017).

Les brevibactéries ont été isolées de nombreux habitats, notamment ceux a forte
concentration en sel, tels que les environnements marins et les sédiments de lac
hypersalin. Une seule espece nommée Brevibacterium album a été isolée de sol salin en
chine (Tang et al. 2008). La plupart des especes proviennent de produits laitiers, de

peau humaine ou de matériel clinique (Trujillo et Goodfellow, 2015).

Jusqu’a ce jour, peu d’espéces (13) du genre Actinopolyspora, sont décrites.
Toutes proviennent de milieux hypersalins et en particulier du sol. Parmi elles cing ont
été découvertes en Algérie : A. mzabensis, A. righensis, A. biskrensis, A. algeriensis et
A. saharensis ( Saker et al., 2015 ; Meklat et al., 2013(a) ; MekKlat et al., 2013(b) ;
Meklat et al., 2011).
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Nous constatons que la variation des concentrations de NaCl ajoutées au milieu
de culture ISP5, a joué un réle remarquable dans la diversité des actinobactéries isolées
des trois sites étudiés. La concentration de 10% de NaCl, a permis d’isoler les especes :
Nocardiopsis dassonvillei, Nocardiopsis synnemataformans (sebkha d’Ezzemoul),
Nocardiopsis aegyptica et Actinopolyspora earythraea (chott Tinsilt). La concentration
de 5% a permis de détecter les espéces Nocardiopsis lucentensis (sebkha d’Ezzemoul)
et Nocardiopsis umidischolae (chott Tinsilt), ainsi que les genres Rhodococcus (sebkha
d’Ezzemoul), Brevibacterium (chott Tinsilt) et Streptomyces dans les trois sites. Les
especes Nocardiopsis aegyptica (sebkha d’Ezzemoul) et Nocardiopsis alba (chott
Tinsilt); et le genre Streptomyces (sebkhas de Djendli et chott Tinsilt) ont été isolés sur
le milieu ISP5 & 2% de NaCl.

Néanmoins, les conditions de cultures choisies ont peut étre conditionnés cette
diversité, d’ou 1’absence des autres genres d’actinobactéries. En outre, malgré
I'abondance des bactéries dans le sol, plus de 99% de ces derniéres ne peuvent étre
cultivées par des techniques traditionnelles (Pham et Kim, 2012). Par conséquent, La
confirmation de la présence des autres genres dans ces ecosystémes, pourrait étre
effectuée par une autre méthode non cultivable telle que la métagénomique, et

notamment le clonage moléculaire.

4. Diversité macroscopique, physiologique et métabolique des

souches
L’identification moléculaire est trés rapide et méme efficace pour identifier nos

1solats. Néanmoins, dans le but de mieux caractériser ces isolats et afin d’évaluer leur
potentiel biotechnologique, nous avons étudié leurs caracteres, macroscopiques,
physiologiques et métaboliques ainsi que leurs activités antimicrobiennes. Pour réaliser
ces tests, nous avons procéder a une sélection de souches, en se basant sur le
pourcentage d’identité apres identification par I’ADNr 16S. Nous avons donc pris un
seul isolat parmi ceux qui peuvent représenter la méme espéce, c’est-a-dire avec le
méme pourcentage d’identité, ainsi que les isolats avec des pourcentages d’identités
différents appartenant a des especes différentes. Nous avons ainsi sélectionné 22
souches sur les 40 isolées du site Ezzemoul, 32 sur les 42 du site Tinsilt et 17 parmi les
22 obtenues du site Djendli.
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4.1. Etude macroscopique

Figure 21 : Aspect des colonies de quelques isolats sur les milieux de culture ISP2 (A,
B, CetD)etISP5 (E, F, G, et H). (A) : isolat DK14 ; (B) : isolat DH24 ; (C) : isolat :
TJ4; (D): TF5; (E) : isolat TG12; (F) : isolat TG3; (G) : isolat ES72 ; (H) : isolat
EO10 et (1) : isolat ED2.

D’une maniere générale, toutes les souches des trois sites d’étude (Ezzemoul,
Tinsilt et Djendli) se développent bien sur les deux milieux de culture ISP5 et ISP2
(figure 21).

La vitesse moyenne de croissance a la quelle apparaissent la majorité des
actinobactéries sélectionnées, est de 3 a 7 jours. Cependant, les isolats EC13 et EC15
(affiliés a Nocardiopsis lucentensis, du site Ezzemoul) croissent trés rapidement, au
bout de 24 heures. La croissance est plus lente, de 9 a 14 jours chez certains isolats du
site. Tinsilt, comme: TG92 (Nocardiopsis aegyptica), TG1l, TG22 (proches de
Streptomyces xantholiticus), TG10 (rattaché a Streptomyces iakyrus) et TF292 (proche
de Actinopolyspora erythraea).
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Les premiers signes de croissance se traduisent par I’apparition de colonies
pateuses, qui adhérent fortement a la gélose. Ensuite, aprés deux semaines d’incubation
la majorité des colonies sporulent en donnant I’aspect poudreux ou cotonneux pour
quelques isolats (EO12, EO17, EC13, proches de Nocardiopsis lucentensis, du site
Ezzemoul, sur ISP5). Il y a une absence de sporulation (sur le milieu ISP5), présentant
un aspect lisse, chez une minorité d’isolats (TG18 et TG26, du site Tinsilt), et (DH10,
DH14 et DH4, du site Djendli).

Les colonies de I’isolat ES72 (proche de Rhodococcus corynebacterioides) ne

sont pas incrustées dans la gélose, ne sporulent pas et sont colorées en rouge-orange.

Les myceliums aériens se caractérisent par différentes couleurs : blanche, verte,
grise, rose, jaune ou marron. Apres observation du revers des colonies, le mycélium du

substrat est coloré en jaune, marron foncé, noir, vert olive, beige, orange claire et rouge.

La taille moyenne de la plus part des colonies est comprise entre 1 et 6 mm.
Certaines se présentent avec des tailles plus grandes de 10 a 13 mm, sur le milieu ISP5,

il s’agit des colonies des isolats EO6, EO5 et EO1 du site Ezzemoul.

Les pigments diffusibles sont produits chez seulement, huit isolats du site
Ezzemoul. 1l s’agit de pigments marrons, sur ISP2 pour ED46 et ED14, pour 1’isolat
EC15 il est de couleur vert olive, sur ISP2. Tandis que pour les isolats EO6, EO1,
EO10, EO3 ils produisent des pigments verts claires et fonces, sur ISP5. En fin I’isolat
ED32, il produit un pigment noir, sur ISP2. Chez les isolats du site Djendli, huit
produisent des pigments diffusibles. Les isolats DH14 et DH12 sont la source de
pigments verts, sur ISP2. DK 12 produit un pigment rouge, sur ISP2. Concernant 1’isolat
DK2 le pigment est de couleur orange claire sur ISP2, pour DK16 il est marron sur
ISP5. Les isolats DH7, DK23, DK11 produisent des pigments jaunes, sur ISP2. En ce
qui concerne le site Tinsilt quatre isolats produisent ce type de pigment : TF5 secréte un
pigment noir, sur ISP2, tandis que TG20, TG26 des pigments jaunes sur ISP2 alors que
TJ4 un pigment rouge sur ISP2.

4.2. Etude physiologique

La croissance des souches sélectionnées a été testée sur la gélose ISP5 avec : 0 a
15% de NaCl, températures comprises entre 5 et 55 °C et le pH allant de 2 a 12. Les

résultats de I’étude physiologique sont rassemblés dans les tableaux 26, 27 et 28.
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A D’exception de I’isolat TF292 (proche de 1’espéce Actinopolyspora erythraea,
du site Tinsilt) qui ne peut croitre sur le milieu de culture ISP5 exempt de sel (0 % de
NaCl), tout le reste des isolats d’actinobactéries, des trois sites (Ezzemoul, Tinsil et
Djendli), le peuvent. Par conséquent, en se basant sur la classification de Kushner et
Kamekura, (1988) nous pouvons qualifié I’isolat TF292 d’halophile modéré, car il a été
isolé a une concentration de 10 % et tolére jusqu’a 15 % de NaCl. Toutes les autres
actinobactéries sont alors des halotolérantes. Parmi ces dernieres, trois du site
Ezzemoul : EC15, EC13 proches de Nocardiopsis lucentensis et ES72 proche de
Rhodococcus corynecbacterioides. Les six isolats du site Tinsilt (TF6, TF5, TS2, TG92,
TS31) proches de Nocardiopsis aegyptica, I’isolat TJ21 attaché a Nocardiopsis alba et
une seule du site Djendli DH14 affiliée a Nocardiopsis aegyptica, tolérent jusqu’a 15 %

de NaCl. Toutes les autres, tolérent une concentration inférieure a 10% de sel.

Les températures de 5 et 55 °C, inhibent la croissance de tous les isolats des trois
sites d’¢étude. La température optimale de croissance de tous les isolats, est de 30 °C
(celle de I'isolement). Les isolats ED32, EO16 et ES42 assignés a Nocardiopsis
dassonvillei, Nocardiopsis lucentensis et Streptomyces cavourensis, respectivement
isolés du site Ezzemoul, croissent dans un intervalle de 20 & 37 °C. Seul I’isolat ES72
proche de Rhodococcus corynebacterioides peut croitre a la température de 45 °C. Les
isolats du site Tinsilt TS31 assigné a Nocardiopsis aegyptica et TG19 affilie a
Streptomyces xinghaiensis ainsi que TG10 et TJ3 proches de Streptomyces iakyrus et
I’isolat DK21 du site Djendli proche de Streptomyces philanthi, tolerent tous des
variations de températures de 20 a 45 °C. La plupart des isolats croissent dans la gamme
20-45 °C. 11 s’agit donc, d’actinobactéries mésophiles pour la majorité et de
thermophiles pour les isolats ES72 (site Ezzemoul), TS31, TJ21, TG19, TG18, TG10,
TJ3, TF292 (site Tinsilt) et DK21 (site Djendli), qui peuvent croitre a 45°C.

Le pH de 2, ne permet la croissance d’aucuns isolats des trois sites d’étude. Les
isolats EO14, EC15, EC13, EO4, EO1, EO10, TF6 et TG29 peuvent étre classés comme
neutrophiles. lls n’ont pu se développer que sur le pH du milieu de I’isolement (pH 7-
7,4). Cependant, 13,63 % des isolats du site Ezzemoul, 59,73 % du site Tinsilt et 94,11
% du site Djendli sont capables de pousser dans un intervalle de pH important de 4 a 12.
Ce sont donc des actinobactéries acido-alcali-tolérantes.

Selon les résultats de la caractérisation physiologique, les souches des trois

sites, peuvent tolérer des variations impressionnantes de salinité, de température et de
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pH pour leur croissance, ce qui pourrait les rendre trés intéressantes dans le domaine de

biotechnologie.

4.3. Etude métabolique
Les tests enzymatiques ont été menés essentiellement, pour déterminer la
capacité précieuse des actinobactéries, a dégrader une variété de composés organiques,

et qui peut étre utilisée dans différents domaines d’applications.

Les résultats de 1’étude métabolique sont présentés dans les tableaux 29 a 31.
Ces derniers montrent qu’aucune actinobactérie des trois sites d’étude, ne produit de
pigments mélanoides sur le milieu ISP7. Aucune souche également, n’est capable
d’hydrolyser la gélatine sur la gélose nutritive additionnée de 0,4 % de gélatine. 1l en est

de méme pour la dégradation des pesticides cypémetrine et glyphosate.

La figure 22 représente un exemple d’activités hydrolytiques et d’action sur lait

écrémé de quelques isolats.

L’étude a montré que la plupart des isolats sélectionnés 77,22% et 70,59%, et
presque la moiti¢ d’entre eux des sites Ezzemoul, Djendli et Tinsilt, respectivement,
produisent de I’amylase. La majorité des souches possédent une activité cellulolytique
avec 77,22%, 84,37% et 88,23% dans les sites Ezzemoul, Tinsilt et Djendli,

respectivement.
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Tableau 26 : Croissance des isolats d’actinobactéries de la sebkha d’Ezzemoul, a différentes concentrations de NaCl, a différentes valeurs de
température et de pH.

Isolats NaCl (p/v) (%) Température (°C) pH

0 3 5 10 15 5 20 30 37 45 55 | 2 4 6 8 10 12
ED46 +++ nd nd +++ - - - +++ - - - |- - - ++ ++ 4+
ED10 +++ nd nd +++ - - - +++ - - - - - - ++ ++ +++
ED6 +++ nd nd +++ - - - +++ - - - - - - ++ + +
ED32 +++ nd nd +++ - - ++ +++ ++ - - - - - +++ +++ +++
ED14 +++ nd nd +++ - - - +++ - - - - - - +++ +++ +
ED30 +++ nd nd +++ - - - +++ - - - - - - ++ ++ +++
EDA43 +++ nd nd +++ - - - +++ - - - - - - + ++ +
ED23 ++ nd nd +++ - - - +++ - - - |- - - ++ ++ 4+
EO14 +++ | | A | - - - +++ - - - - - - - - -
EC15 +++ nd +++ | | | - - +++ - - - - - - - - -
EO12 +++ | A+ | A | - - - +++ - - - - +++ +++ +++ +++ +++
EC13 +++ nd +++ | +H+ ++ - - +++ - - - - - - - - -
EO16 +++ | A+ | A | - - +++ +++ +++ - - - +++ +++ +++ + +++
EO4 +++ | 4+ | | - - - +++ + - - - - - - - -
EO17 +++ | 4+ | | - - - +++ +++ - - - - +++ +++ ++ +++
EO5 +++ | -+ | | - - - +++ - - - - - - ++ +++ +++
EO6 ++ +++ | +++ | -+ - - + +++ - - - - - - + + +++
EO1 +++ | A+ | A | - - + +++ - - - - - - - - -
EO10 ++ +++ | 4+ | 4 - - + +++ - - - - - - - - -
EO3 +++ | A+ | A | - - + +++ - - - - - - ++ +++ +++
ES72 +++ nd +++ | +++ + - - +++ ++ + - - +++ +++ +++ +++ -
ES42 +++ nd +++ | +H+ - - +++ +++ +++ - - - ++ + + + +++

(-) Absence de croissance ; (+) Croissance faible ; (++) Croissance modérée ; (+++) Croissance abondante ; (nd) Non déterminée.
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Tableau 27: Croissance des isolats d’actinobactéries du chott de Tinsilt, a différentes concentrations de NaCl, a différentes valeurs de
température et de pH.

Isol NaCl (p/v) (%) Température (°C) pH
ORI T3 [ 5 | 10 | 15 | 5 | 20 | 30 | 37 | 45 | 55 | 2 | 4 | 6 | 8 | 10 | 12
TF6 +++ nd nd +++ + - + +++ ++ - - - - - - - -
TF21 + nd nd +++ - - +++ | +++ - - - - +++ |+ | | |
TF5 | +++ nd nd +++ + - +++ | 4+ | - - - +++ | A+ | A | A |
TS2 ++ nd nd nd ++ - +++ | 4+ |+ - - - +++ |+ | A | A |
TG92 + nd +++ | +++ + - +++ | |+ - - - +++ | 4+ | A | A |
TS31 | ++ nd nd nd ++ - +++ | 4+ | | - - +++ | 4+ | | |
TJ21 | +++ | +++ | +++ | +++ + - - +++ ++ + - - + ++ +++ | 4+ |+
TG12 | +++ nd +++ | +++ - - - +++ - - - - - - ++ ++ +++
TJ15 | +++ | +++ | +++ | +++ - - +++ | 4+ | 4+ - - - + ++H+ | | A |
TJ13 | +++ | +++ | +++ ++ - - +++ | 4+ | - - - - +++ | | A |
TJ30 | +++ | +++ | +++ ++ - - +++ |+ | - - - - + + + +++
TJ12 | +++ | +++ | +++ | +++ - - +++ | +++ - - - - - +++ | +++ | |+
TG22 | +++ nd +++ | +++ - - +++ | 4+ | 4+ - - - - +++ | A+ | A |
TGl | +++ nd +++ + - - +++ | 4+ | 4+ - - - ++ +++ | A+ | A |
TG33 | +++ nd +++ | +++ - - ++ +++ - - - - +++ | e+ |+ ++ +++
TG19 | +++ nd +++ ++ - - ++ +++ | +++ + - - - ++ +++ | 4+ |+t
TG18 | +++ nd +++ ++ - - - +++ ++ + - - - ++ +++ | |

(-) Absence de croissance ; (+) Croissance faible ; (++) Croissance modérée ; (+++) Croissance abondante ; (nd) Non déterminée.
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Tableau 27 : Croissance des isolats
température et de pH (suite).

d’actinobactéries du chott de Tinsilt, a différentes concentrations de NaCl, a différentes valeurs de

Isolat NaCl (p/v) (%) Température (°C) pH
YT T 3 [ 5 | 10 | 15 20 | 30 | 37 | 45 | 55 4 | 6 | 8 | 10| 12
TG20 | +++ nd +++ | +++ - - +++ | +++ - - +++ | | | A |t
TG26 | +++ nd +++ | +++ - ++ +++ ++ - - +++ | | | A |t
TI4 | +++ | +++ | +++ | +++ - ++ +++ | +++ - - +++ | | | |
TG13 | +++ nd +++ | +++ - - +++ - - - - ++ - - -
TG10 | +++ nd +++ | +++ - +++ | | | - +++ | | | A |
TG61 | +++ nd +++ | +++ - +++ | |+ - - - + + +++ | 4+
TJ3 +++ | |+ ++ - +++ | | | - +++ | | | A |
TG3 | +++ nd +++ | +++ - +++ |+ |+ - - +++ | | | A |
TG201 | +++ nd +++ | +++ - +++ | |t - - +++ | | | A |
TJ27 | +++ | +++ | +++ | +++ - +++ |+ | HH+ - - +++ |+ | | |t
TJ1 +++ | | | A+ - - +++ [+ | |- - - +++ [+ [ A [
TG29 | +++ nd +++ | +++ - - - +++ |- - - - - - - - -
TG30 | +++ nd +++ | +++ - - +++ [+ | |- - - +++ [+ [ A [
TF292 - nd nd o S I - +++ [+ |+t - - ++ ++ +++ |+ |+
TG27 | +++ nd +++ ++ - - +++ |+ [+t - - - - +++ |+++ |+++ |nd

(-) Absence de croissance ; (+) Croissance faible ; (++) Croissance modérée ; (+++) Croissance abondante ; (nd) Non déterminée.
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Tableau 28 : Croissance des isolats d’actinobactéries isolées de la sebkha de Djendli, a différentes concentrations de NaCl, a différentes valeurs
de température et de pH.

Isolats NaCl (p/v) (%) Température (°C pH

0 3 5 10 15 |[5| 20 30 37 45 | 55 |2 4 6 8 10 12
DH10 +++ nd +++ +++ - - |+ +++ +++ - - - | ++H+ +++ +++ +++ +++
DH14 +++ nd +++ +++ + - | 4+ +++ - - - - - - +++ ++ +++
DK7 +++ +++ +++ + - - | 4+ +++ ++ - - - |+ +++ +++ +++ +++
DK12 +++ +++ +++ +++ - - ++ +++ +++ - - - |+ +++ +++ +++ +++
DK16 +++ +++ +++ +++ - - |+t +++ - - - |+ +++ +++ +++ +++
DK13 +++ +++ +++ +++ - - | 4+ +++ +++ - - - |+t +++ +++ +++ +++
DK14 +++ +++ +++ +++ - - - +++ - - - - |+t +++ +++ +++ +++
DK17 +++ +++ +++ + - - | 4+ +++ +++ - - - | 4+t +++ +++ +++ +++
DK21 +++ +++ +++ +++ - - | 4+ +++ +++ + - - - + +++ +++ +++
DH24 +++ nd +++ +++ - - |+ +++ +++ - - - | +++ +++ +++ +++ +++
DH12 +++ nd +++ +++ + | - | +++ +++ +++ - - - | +++ +++ +++ +++ +++
DH4 +++ nd +++ +++ - - | 4+ +++ ++ - - -+ ++ +++ +++ +++
DH13 +++ nd +++ +++ - - | 4+ +++ +++ - - -+ +++ +++ +++ +++
DH7 +++ nd +++ +++ - - | 4+t +++ +++ - - -+ +++ +++ +++ +++
DK2 +++ +++ +++ +++ - - - +++ +++ - - - ++ +++ ++ ++ +++
DK23 +++ nd +++ +++ - - ++ +++ +++ - - - ++ +++ ++ ++ +++
DK11 +++ nd +++ +++ - - | 4+ +++ +++ - - -+t +++ ++ ++ +++

(-) Absence de croissance ; (+) Croissance faible ; (++) Croissance modérée ; (+++) Croissance abondante ; (nd) Non déterminée.
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L’hydroyse de la pectine est observée uniquement chez huit isolats du site

Tinsilt: TS2, TG92, TG12, TG33, TG26, TG61, TJ1 et TG30. Quatre isolats du site
Djendli DK7, DK12, DK17 et DH4 sont également dotés d’une activité pectinolytique.

L’activité lipolytique par hydrolyse du Tween 80 a été détectée chez 40,90%,
53,12% et 94,11% des isolats d’Ezzemoul, de Tinsil et de Djendli, respectivement. De
plus, ils montrent un métabolisme protéique important, car tous les isolats (100% du
site. Tinsilt) ou presque tous (95,45 et 94,12% du site Ezzemoul et Djendli,
respectivement) hydrolysent la caséine. Cependant, seulement 45,45% (site Ezzemoul),
46,87% (site Tinsilt) et 47,05% (site Djendli) ont une action sur le lait écrémé par
coagulation ; et aussi 36,36% (site Ezzemoul), 28,12% (site Tinsilt) et 23,52% (site
Djendli) sont capables de peptoniser le lait écréme.

Certaines souches peuvent agir a large spectre en sécrétant plusieurs enzymes a
la fois (amylase, cellulase, pectinase, lipase et protéase), nous pouvons citer, dans la
sebkha d’Ezzemoul les isolats ED46, ED10, ED6, ED32, ED14, ED30, ED23 et ES42.
Dans le chott Tinsilt il s’agit des souches TG92, TG26, TG10, TG61, TJ1 et TG3O0.
Pour la sebkha de Djendli nous pouvons citer DH10, DK12, DK13, DH12, DH4, DH7,
DK2, DK23 et DK11.

Dans cette recherche, la majorit¢ des souches productrices d’enzymes
extracellulaires hydrolytiques, appartiennent aux genres Streptomyces et Nocardiopsis.
Plusieurs études ont rapporté la production de protéases a partir de ces genres
(Wietzorrek et Bibb, 1997). Celles de Streptomyces peuvent étre utilisées dans le
traitement de différents déchets agroalimentaires (Bentley et al., 2002). Les protéases
produites par Nocardiopsis peuvent étre largement utilisées dans 1’industrie du cuir, de
la boulangerie, du textile, des détergents et du fromage (Gohel et Singh, 2012). Les
espéces Streptomyces exfoliates et Nocardiopsis alba produisent des lipases
(Gandhimathi et al., 2009), qui peuvent servir pour le traitement des huiles et des
graisses (Ninawe et al.,, 2006). Les pectinases sont surtout produites par les
streptomycetes tels que Streptomyces lydicus (Jacob et al., 2008), qui sont exploitées
dans I’industrie alimentaires (Janaki et al., 2016). Des cellulases et des amylases
utilisées dans I’industrie papetiere, de la pharmacie, de la boulangerie et du textile ont

été produites par de nombreuses especes de Streptomyces et Nocardiopsis (Chakraborty
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et al., 2014 ; Bettache et al., 2013 ; Saratale et Oh, 2011 ; El-Sersy et al., 2010 ; Kar et
Ray, 2008).

L’isolat ES72 (proche de Rhodococcus corynebacterioides, du site Ezzemoul)
produit une cellulase et coagule le lait écrémé. Dans la littérature, une souche de
Rhodococcus UKMP-M5 a été signalée pour sa production de lipase (Nagarajan et al.,
2014). Cependant, ce genre est surtout connu pour sa capacité a dégrader une large

gamme de polluants grace aux enzymes qu’il produit (Bell et al., 1998).

L’isolat TF292 (rattaché a Actinopolyspora erythraea, du site Tinsilt), génére
trois enzymes hydrolytiques (amylase, lipase et protéase). La littérature a rapporté
qu’une autre espéce halophile du genre Actinopolyspora (A. halophila) était capable de
synthétiser des enzymes extracellulaires telles que : 1’a-amylase, la cellulase, les

protéases et une xylanase (Johnson et al., 1986).

La souche TG27 (proche de Brevibacterium permense, du site Tinsilt), montre
une activité protéasique (elle est caséinase positive et coagule le lait écrémé). D’autres
études confirment ce résultat, car la plupart de leurs souches étaient protéolytiques,
métabolisant la caséine et coagulaient le lait ( Wauters et al., 2003 ; Keddie et Jones,
1981).

Cette partie de 1’étude indique que les actinobactéries issues de sebkhas et de
chott, possedent le potentiel de sécréter une large gamme d’enzymes qui peuvent étre

valorisées par leur utilisation dans le domaine industriel.

94



Résultats et discussion

Figure 22: Mise en évidence des activités hydrolytiques et action sur lait écrémé, de
quelques isolats. A et B : hydrolyse de I’amidon, C et D : hydrolyse de la cellulose, E :
hydrolyse de la pectine, F : hydrolyse du Tween 80, G : hydrolyse de la caséine, H :
coagulation du lait écrémé, | : peptonisation du lait écrémeé.

Tableau 29 : Biodiversité métabolique des isolats d’actinobactéries de la sebkha
d’Ezzemoul.
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Tableau 29 : Biodiversité métabolique des isolats d’actinobactéries de la sebkha

d’Ezzemoul (suite).

Dégradation du
cypémetrine

Dégradation du
glyphosate

Peptonisation du
lait écrémé

Coagulation du
lait écrémé

Caséinase

Gélatinase

Hydrolyse du
Tween 80

Pectinase

Cellulase

Amylase

Pigments
mélanoides

Isolats

ED23

EQ14

EC15

EO12

EC13

EQ16

EO4
EQ17

EO5

EO6

EO1
EO10

EO3
ES72

ES42

(+) Test positif ; (-) Test négatif.

Tableau 30 : Biodiversité métabolique des isolats d’actinobactéries du chott de Tinsilt.

Dégradation du
cypemetrine

Dégradation du
glyphosate

Peptonisation du
lait écrémé

Coagulation du
lait écrémé

Caséinase

Gélatinase

Hydrolyse du
Tween 80

Pectinase

Cellulase

Amylase

Pigments
mélanoides

Isolats

TF6
TF21

TF5
TS2
TG92

TS31

TJ21
TG12

TJ15

TJ13

TJ30
TJ12
TG22

TG1
TG33
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Peptonisation du
lait écrémé

Dégradation du
glyphosate

Coagulation du
lait écrémé

Peptonisation
du lait écrémé

Caséinase

Coagulation du
lait écrémé

Gélatinase

Caséinase

Hydrolyse du
Tween 80

Gélatinase

nd

Pectinase

Hydrolyse du
Tween 80

Cellulase

Pectinase
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: Biodiversité métabolique des isolats d’actinobactéries de la sebkha de

Tableau 30 : Biodiversité métabolique des isolats d’actinobactéries du chott de Tinsilt

(suite).

Isolats

Pigments
mélanoides

(+) Test positif ; (-) Test négatif, (nd) Non déterminé.

Tableau 31

TG19
TG18
TG20
TG26
TJ4
TG13
TG10
TG61
TJ3
TG3
TG201
TJ27
TJ1
TG29
TG30
TF292
TG27
Djendli.

Isolats
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DH10
DH14
DK7Y
DK12
DK16
DK13
DK14
DK17
DK21
DH24
DH12
DH4
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Tableau 31 : Biodiversité métabolique des isolats d’actinobactéries de la sebkha de
Djendli (suite).

Isolats - o o o o, 9
3 < ) > D D Qg |La
@ I > Q (_E g oS D~ Q SQ |58 |< s 83
o Q 3 —_ (@] > 3 o 7] o S = 0o B3 @D =4
S 3 < = S o= = Do S. | |3 o
S @ = = S |5< 5 5832|872 |89 = =
o =2 7 & ? |0 ® o 21539 |8 |89 |29
@ O D D D O a % & > N " - 3> S5 S
w 58 30 |@ 2
= 2135 |"g|”¢2
DH13 - + + - + - + - + - -
DH7 - + + - + - + - + - -
DK2 - + + - + - + + - - -
DK23 - + + - + - + + - - -
DK11 - + + - + - + + - - -

(+) Test positif ; (-) Test négatif.

4.4, Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries

L'émergence accrue d'organismes multirésistants rend difficile le traitement de
nombreuses maladies infectieuses. Par conséquent, le développement de nouveaux
médicaments efficaces contre ces organismes est nécessaire. Pour cela, dans notre
étude, nous avons exploré trois écosystemes inexploités et extrémes (la sebkha de
d’Ezzemoul, le chott Tinsilt et la sebkha de Djendli), qui nous ont permis d’obtenir un
nombre important d’actinobactéries, avec une grande probabilité¢ de nouvelles espéces
qui peuvent donc produire, de nouveaux composés bioactifs. Ces sebkhas sont
caractérisées principalement par leur salinité tres élevée, leur pH alcalin et leur taux

d’humidité faible.

Récemment, plusieurs chercheurs ont montré le potentiel des habitats extrémes comme
réservoirs de production de composés antimicrobiens prometteurs par les
actinobactéries (Shaik et al., 2017; Rashad et al., 2015; Singh et al., 2014).

Sur les 104 isolats d’actinobactéries, 71 ont été sélectionnées. Leur activité
contre des bactéries et des champignons pathogeénes pour I’homme, a été mise en
¢vidence sur le milieu ISP2 gélosé, par la technique des cylindres d’agar. Plusieurs
travaux ont permis de sélectionner ce milieu, ainsi que cette technique comme étant les
meilleurs pour la production d’antibiotiques chez les actinomycetes (Gasmi, 2017,

Belyagoubi, 2014; Bouras et al., 2013 ; Kitouni, 2007).

Les résultats de ce test sont rassemblés dans les tableaux (32 a 36). La figure 23

représente un exemple de zones d’inhibition formées par la méthode des cylindres
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d’agar de quelques souches d’actinobactéries contre les bactéries a coloration de Gram

positive et les champignons.

Figure 23: Test d’activité antimicrobienne de quelques isolats contre : (A et B)
Staphylococcus aureus; (C) Bacillus subtilis; (D) Candida albicans et (E et F)
Aspergillus niger.

Tableau 32 : Nombre d’actinobactéries actives provenant de divers sites.

Sites d'étude Nombre de souches testées  Nombres de souches actives
Ezzemoul 22 12
Tinsilt 32 29
Djendli 17 17

La totalité des actinobactéries testées (100 %) provenant du site Djendli, la
majorité (90,62 %) du site Tinsilt et un peu plus que la moitié d’entre elles (54,54 %) du
site Ezzemoul, sont actives contre un ou plusieurs germes cibles (tableaux 32, 34, 35 et
36). 9,38 % et 4546 % des actinobactériees des sites Tinsilt et Ezzemoul
respectivement, ne présentent aucune activité antagoniste. Ceci pourrait étre due aux
conditions et au milieu de culture ; car la nature des composants du milieu de culture
peuvent influencer remarquablement la capacité et la quantité de métabolites
secondaires produites par les microorganismes (Nakashima et al., 2017). D’aprés Saker,
(2015), il faut réexaminer la capacité des bactéries inactives a produire des métabolites
secondaires, en recherchant par PCR, les génes qui codent pour les PKS (polyketides
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synthases) et les NRPS (non-ribosmal peptide synthetases). Si ces genes existent chez
ces bactéries inactives, il faudrait alors optimiser les parametres culturaux, afin de

permettre I’expression de ces genes et ainsi la production de molécules biactives.
Le nombre de souches d’actinobactéries actives contre chaque microorganisme-
test, provenant des trois sites d’étude, sont indiqués dans le tableau 33.

Tableau 33: Nombre en (%) des isolats d’actinobactéries actives contre chaque
microorganisme-cible, provenant des trois sites d’étude.

Nombre (%) des actinobactéries actives contre:

Sites ™ ™ b B e » =
detude 2 3 22 -8 g8 §& S o
= Al a2 K O 4 o N 23 2
30 > Q Cco 28 =20 c g
52 e 4We §gp SQ <3
P @ T o< O%
Ezzemoul 11(50) 8 (36,36) 0 0 0 12 (54,54)
Tinsilt 22 (68,75) 14 (43,75) 0 0 3(9,37) 26 (81,25)
Djendli 15 (88,23) 13 (76,47) 0 0  8(47,06) 16 (94,12)

Dix (45,45%) isolats d’actinobactéries testées du site Ezzemoul, 23 (71,87%) du
site Tinsilt et 15 (88,23%) du site Djendli, montrent une activité antibactérienne contre
au moins une des bactéries-tests a Gram positif (S. aureus et B. subtilis) (tableaux 33,
34, 35 et 36). Dans les trois sites d’étude, aucune actinobactérie ne produit de
métabolites ayant une activité inhibitrice contre les bactéries-tests a Gram négatif (E.
coli et P. aeruginosa). Les bactéries-tests a Gram négatif sont beaucoup plus résistantes
aux composés antibactériens produits par nos souches. Cette résistance a déja été notée
par d’autres auteurs dans des études similaires a la nétre (Rabia-Boukhalfa et al., 2017 ;
Oskay et al., 2004 ; Pandey et al., 2004). La différence morphologique entre ces deux
types de bactéries pourrait étre la raison de leur différence de résistance. Effectivement,
plusieurs études ont montré que la membrane cellulaire externe chez les bactéries a
Gram négatif (membranes doubles) contient de nombreux mécanismes de protection

contre les composés toxiques, y compris les antibiotiques (Miller 2016).

Les plus fortes zones d’inhibition de 20, 22, 30 et 32 mm de diamétre ont été
observées respectivement, chez les isolats : DH14 (proche de Nocardiopsis aegyptica,
site Djendli), TG33 (proche de Streptomyces xantholiticus, site Tinsilt), DK21 (proche
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de Streptomyces philanthi, site Djendli) et DK14 (proche de Streptomyces xantholiticus,

site Djendli) contre Staphylococcus aureus.

Concernant le potentiel antifongique, 12 (54,54 %) des isolats testés issus du site
Ezzemoul, la mojorité de 26 (81,25 %) et de 16 (94,11 %) de ceux provenant des sites
Tinsilt et Djendli, respectivement, sont efficaces contre les champignons, et
principalement contre la moisissure Aspergillus niger. Nos résultats sont supérieurs a
ceux ¢évoqués par d’autres auteurs, qui ont rapporté des pourcentages d’activités
antifongiques de 22 % et 46,1 % (Meklat et al., 2011 ; Augustine et al., 2005). Aucun
isolat du site Ezzemoul n’est actif contre la levure Candida albicans. Les trois isolats
TG26, TJ4 et TG13 (site Tinsilt) et huit autres : DK21, DH12, DH4, DH13, DH7, DK2,
DK23 et DK11 (site Djendli) présentent une activité aussi bien contre la levure que la

moisissure.

Les zones maximales d’inhibition de 20 et 22 mm de diamétre, ont été observées chez
les isolats DH12 (site Djendli) et TG20 (le site Tinsilt) respectivement. Ils montrent une
action significative contre I’espéce A. niger. Ces deux isolats font partis du genre
Streptomyces. La zone d’inhibition la plus faible est de 7 mm de diamétre. Elle a été
produite par les isolats des trois sites : ED46, TS2, TG92, TJ4, TG3, TG201, DH10 et

DH?7 contre les deux champignons.

Parmi les 17 actinobactéries testées provenant de la sebkha de Djendli, sept
d’entre elles (nommées DK21, DH4, DH13, DH7, DK2, DK23 et DK11) présentent des
activités antimicrobiennes a large spectre contre quatre microorganismes-cibles a la fois
(deux bactéries a Gram positif, une levure et un champignon filamenteux). Le tableau
35 montre que les diametres des zones d’inhibition varient de 7 a 30 mm pour ces

actinobactéries, qui appartiennent toutes au genre Streptomyces.

Il est remarquable de noter, que presque toutes les souches (du site Djendli) et la
plupart de celles du site Tinsilt (77,27 %) sont assignées au genre Streptomyces.
L’activité est également présente chez la majorité (75 %) des souches de Nocardiopsis
provenant du site Tinsilt et chez les deux isolats DH10 et DH14, du site Djendli. La
moitié des souches actives du site Ezzemoul sont affiliées au genre Nocardiopsis avec
un diamétre d’inhibition maximal de 16 mm, observé chez les isolats EC5 (proche de N.

lucentensis) et EO1 (proche de N. aegyptica), contre Staphylococcus aureus.
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L’isolat ES72 (proche de Rhodococcus corynebacterioides, site Ezzemoul)
présente une activité assez faible conte la bactérie S. aureus et le champignon A. niger
(avec 8 et 13 mm de diametre d’inhibition, respectivement), il en est de méme pour
I’isolat TG27 (proche de Brevibacterium permense, site Tinsilt) présentant un diametre
de 8 mm contre seulement, S. aureus. La souche TF292 (rattachée a Actinopolyspora
erythraea, site Tinsilt) montre une activité appréciable (diamétres d’inhibition de 15 et

20 mm) contre les bactéries a Gram positif.

Les membres des streptomycétes sont une source bien connue d'antibiotiques
(De Lima Procopio et al., 2012). Valli et al., (2012), ont montré une bonne activité des
Streptomyces contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis. De nombreuses espéces
de Streptomyces sont enregistrées pour sécréter des antibiotiques contre les bactéries et
les champignons, méme dans des conditions de salinité élevée et de pH alcalin (Basilio
et al., 2003). Parmi les métabolites a effet antibactérien (contre les Gram positives)
isolés des Streptomyces, nous pouvons citer : les « benastatines A et B » (Xu et al.,
2007), les « baumycines Al et A2 » (Komiyama et al., 1977) et les « surugamides A »
(octapeptides cycliques, obtenus a partir de Streptomyces marin au Japon) (Takada et
al., 2013). L’espece Streptomyces cavourensis NA4 (isolée de sédiments marins en
Chine), a permis d’isoler de nouveaux antifongiques « bafilomycines B1 et C1» (Pan et
al., 2015).

Les souches de Nocardiopsis sont également connues pour leur potentiel a
produire des composés antimicrobiens, tels que : le « nocardiopyrone B » (un polycétide
isolé de N. alkaliphila YIM-80379 et actif contre S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa
et E. coli) (Wang et al., 2013), les « griseusines F et G » (polycétides isolés de
Nocardiopsis sp. YIM DT266 et actifs contre S. aureus et B. subtilis) et le dérivé de
phénazine N-(2-hydroxyphényl)-2-phénazinamine (isolé de N. dassonvillei BM-17 et
actif contre C. albicans). Des études algériennes réalisées par (Saker 2015; Meklat et
al., 2011), sur les actinobactéries des sols sahariens, ont montré une production
intéressante d’antibiotiques, etant actifs chez la totalité des isolats du genre
Nocardiopsis (une activité dirigée contre les bactéries a Gram positif et les

champignons).

Certains résultats d’une activité antibactérienne (anti-Gram positif) intéressante

du genre Actinopolyspora ont été rapportés par (Saker, 2015 ; Meklat et al., 2011).
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D’autres auteurs Chen et al., (2014) ont signalé la production de 1’érythromycine par

I’actinobactérie halophile A. erytraea.

Les propriétés antagonistes de Brevibacterium sont trés rarement mentionnées
dans la littérature. Cependant, certaines études, ont signalé la production des
antibiotiques linocine A et linenscine OC2 provenant de Brevibacterium linens. Ils ont
une activité contre des pathogenes d’origine alimentaire (tels que staphylococcus aureus
et Listeria monocytogenes) (Valdes-Stauber et Scherer, 1994). L'actinobactérie marine
Brevibacterium aureum a été utilisée par Kiran et al., (2010), pour la production de

biosurfactants.

Les actinobactéries du genre Rhodococcus, ont également été considérés comme
des producteurs de grandes variétés de métabolites secondaires, y compris des
antibiotiques (Borisova 2011). Chiba et al., (1999) ont décrits cinq tétrapeptides
cycliques (rhodopeptines C1, C2, C3, C4 et B5), isolés de Rhodococcus sp. Mer-N1033,
a activité antifongique (contre C. albicans) et sans activité antibactérienne. Quatre
composés d'aurachines (antibiotiques de type quinoléines) isolés de (Rhodococcus sp.
Acta 2259), ont des activités inhibitrices contre de nombreuses bactéries Gram
positives, telles que Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis et Propionibacterium
acnes (Nachtigall et al. 2010). Lee et al., (2012) ont extrait des dérivés d’indole a partir
de Rhodococcus sp. BFI 332, qui ont la capacité de réduire la formation de biofilm

d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis.

Compte tenu des résultats de ’investigation sur I’activité antimicrobienne, nous
concluons que les isolats des différents genres d’actinobactéries, provenant des sols
hypersalés de sebkhas et de chott (Ezzemoul, Djendli et Tinsilt), semblent étre une
source prometteuse de métabolites naturels bioactifs, antibactériens (anti-Gram positif)
et antifongiques d’intérét pharmaceutique et médicale. Cependant, des recherches

supplémentaires seront nécessaires pour déterminer les structures de ces métabolites.
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Tableau 34 : Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries de la sebkha
d’Ezzemoul.

Microorganismes-tests

28 g3 ¥ 85 23
Genres Isolats 2 R = % = £9 <3S S &
54 58 8g 83 =57 €3
Te 2P Wl ER =0 <3
@ < 0 < < o < O«

ED46 - - - - - +(7)

ED10 - - - - - -

ED6 - - - - - -

ED32 - - - - - -

ED14 - - - - - -

ED30 - - - - - -

ED43 - - - - - -

ED23 - - - - - -
EO14  +(14) +(12) - - - +(09)
Nocardiopsis EC15  + (16) - - - - +(08)
EO12  +(10) +(12) - - - +(11)
EC13  +(11) +(13) - - - +(12)
EO16  +(10)  +(17) - - - +(11)
EO4 +(09)  +(15) - - - +(10)
EO17  +(13)  +(10) - - - +(14)
EO5 +(7) - - - - +(08)
EO6 +(15)  +(07) - - - +(15)
EO1 +(16)  +(09) - - - +(12)

EO10 - - - - - -

EO3 - - - - - -
Rhodococcus ES72 + (08) - - - - +(13)

Streptomyces ES42 - - - - - -

(+) Activité positive (diamétre d’inhibition > 06 mm) ; (-) Activité négative (diamétre d’inhibition = 06
mm).
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Tableau 35 : Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries du chott de Tinsilt.

Microorganismes-tests

28 23 3 35 23 ..
Genres lsolats 3 D z 3 =8 £8 89 g9
3 Q = °n 2Q B0 ©f
o 2 = wo g WO 3
< 0 < < & < O«
TF6 +(12)  +(09) - - - + (10)
TF21 - - - - - -
TF5 +(10) +(08) - - - + (08)
Nocardiopsis ~ TS2 +(11)  +(07) - - - +(07)
TG92 +(09) - - - - +(07)
TS31 +(11) +(10) - - - + (10)
TJ21 + (10) - - - ; )
TG12 - - - - - -
TJ15 +(14) + (08) - - - + (10)
TJ13 +(11) +(07) - - - + (09)
TJ30 +(13) + (07) - - - +(12)
TJ12 +(13) +(07) - - - + (09)
TG22 - - - - - +(11)
TGl - - - - - +(12)
TG33 +(22) +(11) - - - + (14)
TG19 - - - - - +(11)
TG18 - - - - - + (13)
Streptomyces ~ TG20 +(10) - - - - +(22)
TG26 +(10) - - - +(9) +(14)
TJ4 +(14) - - - +(11) +(07)
TG13 - +(09) - - +(7) +(09)
TG10 +(16) +(07) - - - +(12)
TG61 +(09) - - - - + (08)
TJ3 +(07)  +(08) - - - +(10)
TG3 - - - - - +(07)
TG201  +(08) - - - - +(07)
TJ27 - - - - - +(13)
TJ1 +(09) - - - - + (09)
TG29 +(13)  +(07) - - - +(11)
TG30 - - - - - -
Actinopolyspora TF292 +(20) +(15) - - - -
Brevibacterium TG27 +(08) - - - - -

(+) Activité positive (diamétre d’inhibition > 06 mm) ; (-) Activité négative (diamétre d’inhibition = 06

mm).
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Tableau 36 : Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries de la sebkha de
Djendli.

Microorganismes-tests

o8 23 8 &x 23 .
Genres  lsolats 3 B E8 3 S =S 88 52
=Ne) S5 O 0 > Q 20 c 5
<O 20 WO g O T O <5
@ 0 > S < ok
Nocardiopsis DH10  + (14) +(12) - - nd +(07)
DH14  +(20)  +(17) - - - +(09)
DK7  +(13) - nd - - +(12)
DK12 +(12)  +(10) - - - -
DK16 +(17) +(11) - - ; +(12)
DK13  +(09) - - - - +(08)
DK14  +(32) +(12) - - - +(13)
DK17 +(13)  +(13) - - - +(08)
Streptomyces DK21  + (30) +(19) - - + (15) +(12)
DH24 - - - . i +(13)
DH12 - - - - +(08)  +(20)
DH4 +(13) +(07) - - +(11) +(09)
DH13  +(15) +(12) nd nd +(14) + (10)
DH7 +(08) +(07) - - +(07) +(10)
DK2 +(14) +(09) - - +(08) +(08)
DK23 +(14)  +(10) - - +(12)  +(14)
DK11  +(08) +(13) - - +(09) +(11)

(+) Activité positive (diamétre d’inhibition > 06 mm) ; (-) Activité négative (diamétre d’inhibition = 06
mm), nd : non déterminée.

5. Approche métagénomique par clonage moléculaire

Afin de mieux connaitre la diversité des actinobactéries dans les sebkhas
d’Ezzemoul et de Djendli ainsi que du chott Tinsilt, nous nous sommes orientés vers
une autre méthode, qui est 1’approche métagénomique. Nous avons extrait I’ADN
génomique directement du sol, sans passer par une étape de culture. Nous avons choisis
de réaliser I’expérience uniquement sur les échantillons E1 (prélevés de la zone de la
rhizosphére) de chaque site, car dans la méthode culturale, se sont ces échantillons, qui
nous ont permis d’obtenir le plus grand nombre d’actinobatéries. Apres purification,
nous avons ensuite amplifié ’ADNr 16S des actinobactéries, en utilisant des amorces
spécifiques. Les amplicons ainsi produits sont purifiés et ensuite clonés, par une
premiére méthode (M1), a I’aide du kit pGEM-T et pGEM-T Easy Vector (Promega),

en utilisant le vecteur pGEM®-T et les cellules chimiques-compétentes
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d’Escherichia.coli JM109 High Efficiency. Les amplicons sont encore clonés, par une
deuxieme méthode (M2), grace au TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Life
Technologies), avec les cellules compétentes d’E. coli (One Shot® DH50™-T1%).

Le but du clonage est d’isoler et de séparer de nombreuses copies identiques d’un
fragment de géne d’intérét (Etienne et Clauser, 2001). Tous les clones ont été
sélectionnés et examinés par PCR sur colonie en utilisant les amorces spécifiques aux
vecteurs. Les produits PCR obtenus sont purifié€s (voir les photos des gels dans I’annexe
6) et séquencés. Les séquences sont analysées par les outils bioinformatiques déja
décrits précédemment, et la présence de séquences chimériques a été vérifiée par le
logiciel DECIPHER-FindChimeras. Les chiméres sont des sequences d'artefacts
formées par deux ou plusieurs séquences biologiques incorrectement jointes. Cela se
produit souvent pendant les réactions de PCR en utilisant des matrices mixtes (c'est-a-
dire des échantillons environnementaux non cultivés). Des représentations précises de la
diversité biologique ne sont pas possibles avec des données contenant des chimeres,

c’est pour cela qu’elles doivent étre éliminées de 1’étude.

L’extraction de I’ADN génomique a été effectuée, en premier lieu, selon le
protocole de Griffiths et al., (2000) habituellement utilisé pour les sols. Cette méthode
est longue a réaliser. Elle ne nous a pas permis d’extraire I’ADN a partir des
échantillons de sols salés, alors que dans d’autres recherches telles que celle de
Maintinguer et al., (2015), cette méthode a donné de bons résultats sur les sédiments.
En deuxiéme lieu, I’extraction a été réussite en utilisant le Kit FastDNA™ SPIN Kit for

soil (MP biomedicals). Cette méthode est tres rapide et efficace.

L’amplification par le couple d’amorces Act 1159R/Eub 338F (Blackwood et
al., 2005) n’a pas réussi. Nous avons donc di 1’abandonner et nous avons continué le
travail avec le deuxieme couple d’amorces S-C-Act-878-a-A-19/ S-C-Act-235-a-S-20

(Stach et al., 2003) qui a donné un tres bon résultat.

5.1. Analyse phylogénétique des clones d’actinobactéries

La premiére méthode de clonage (M1) (pGEM®-T et pGEM®-T Easy Vector
Systems), ne nous a permis d’obtenir que 12 clones a partir des trois sites (5 du site
Ezzemoul, 7 du site Djendli et O du site Tinsilt). En raison d’un nombre insuffisant de
colonies recombinantes, nous avons utilisé une deuxiéme méthode de clonage (M2)

(TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing). Cette derniére nous a permis d’avoir un
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nombre de clones plus important, (48) : 37 clones du site Ezzemoul, 11 du site Djendli
et toujours 0 pour le site Tinsilt. Aucune des deux précédentes méthodes, n’a donné de
résultats pour le site Tinsilt, cela pourrait étre di a un probléme dans la réaction de

ligation.

Un total de 60 clones a été sequencé et soumis a une analyse phylogénétique,
basée sur I’ADNr 16S. vingt et une séquences chimériques ont été retirées de 1’étude.
Toutes les séquences pourraient €tre regroupées en sept familles d’actinobactéries :
Demequinaceae, Streptomycetaceae, Micromonosporaceae, Jiangellaceae,
Mycobacteriaceae, Propionibacteriaceae, Nocardioidaceae ; un groupe
d’actinobactéries non classifiées et deux clusters composés de membres n’appartenant

pas a la classe Actinobacteria (Figure 24).

Tableau 37 : Identification moléculaire et affiliation des clones d’actinobactéries du
site Ezzemoul.

Code ) . X
des Meéthode Numeéros Taille | Espéce type ou Numeéros Identité
clones de d’accession en clone les plus d’acession (%)
clonage (pb) proches
EZ32 M2 MG601200 664 95,02
EZ7 M2 MG601185 652 95,48
EZ27 M2 MG601197 649 97,07
EZ9 M2 MG601187 643 97,51
EZ6 M2 MG601182 643 97,67
EZ20 M2 MG601195 644 97,67
EZ33 M2 MG061183 643 Demequina 97,67
EZ2 M1 MG601205 644 activiva KM591918 97,67
EZ29 M2 MG601199 644 BS-12M(T) 97,82
EZ12 M2 MG601189 644 97,98
EZ8 M2 MG601186 643 97,98
EZ19 M2 MG601194 646 97,98
EZ55 M2 MG601184 643 97,98
EZ15 M2 MG601190 643 97,98
EZ28 M2 MG601198 643 98,44
Friedmanniella LT629749
luteola
EZ18 M2 MG601193 | 643 | DSM2L741(T) 99,38
Friedmanniella
lacustris AJ132943
EL-17A(T)
Mycobacterium | LZMCO0100
EZ333 M2 MG601201 643 5p.1274761 0106 98,76
EZ1 M1 MG601204 652 Clone 97,84
EZ16 M2 MG601191 657 TX1A 103 FJ152655 93,16
EZ10 M2 MG601188 657 - 94,12

Tableau 37 : Identification moléculaire et affiliation des clones d’actinobactéries du
site Ezzemoul (suite).
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Code . . X
des Meg;ode Numeéros Tz:le islgﬁgelgpeh?su Numeéros Identité
clones d’accession P d’acession (%)
clonage (pb) proches
EZ17 M2 MG601192 640 Clone 99,22
EZ34 M2 MG601202 640 EK Ca8ll JNO038311 99,06
EZ23 M2 MG601196 641 - 99,06
Clone
DQ521532

EZ35 M2 MG601203 639 ANTéI\gingl 95,77

TX4CB_71 FJ152940

Les 24 clones dérivés du sol du site Ezzemoul (EZ) (tableau 37 et figure 24),
sont affiliés a des clones non cultivables (20,83%) et aux quatre genres suivants :
Demequina (dominant avec 62,5%), Friedmanniella (4,16%), Mycobacterium (4,16%)
et Plantactinospora avec 12,5% qui correspond aux clones EZ1, EZ10 et EZ16 qui sont
apparentés au clone obtenu a partir du sol alcalin salin du lac Texcoco au Mexique
(Valenzuela-Encinas et al., 2009). Ces genres appartiennent respectivement aux
différentes familles : Demequinaceae, Propionibacteriaceae, Micromonosporaceae et
Mycobacteriaceae. 16,16% ne font pas partis de la classe des Actinobacteria (cluster |
et I1). Un genre pourrait étre deéfini par des espéces avec une similitude de séquence de
95% (Ludwig et al., 1998).

Le genre Demequina a déja eté trouvé, par des méthodes culturales, dans : les
environnements marins de la Corée du Sud (Park et al., 2016) et du Japon (Hamada et
al., 2013), le sol salé de la mangrove du Japon (Matsumoto et al., 2010), une plante du
marais salant du Portugal (Fidalgo et al., 2016) et méme dans le permafrost de

I’extréme arctique de Norvege (Finster et al., 2009).

Les espéces du genre Plantactinospora ont été principalement isolées des
plantes de Chine (Guo et al., 2016 ; Ma et al., 2015).

Le genre Friedmanniella a été isolé en chine a partir du sol non salé (Zhang et
al., 2013a) et de divers habitats dans le monde comme : les plantes (Tuo et al., 2016), la
mousse de boue activée (Maszenan et al., 1999), le grés (Schumann et al., 1997), I’air
(Kim et al., 2016), I’eau de lac hypersalin (Lawson et al., 2000) ainsi que les araignées

et leur toiles (Iwai et al., 2010).
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Le genre Mycobacterium est connu pour sa pathogénicité chez 1’homme et
I’animal. Il est surtout isolé de spécimens cliniques (Vasireddy et al., 2016), certains
sont isolés du sol et de I’cau (Peeters et al., 2016). L’espéce M. algericum a été
découverte pour la premiére fois en Algérie dans les lésions pulmonaires de chevre
(Sahraoui et al., 2011).

Tableau 38 : Identification moléculaire et affiliation des clones d’actinobactéries du
site Djendli.

Code

Méthode

des de Numéros Taille | Espéce type ou clone | Numéros | Identité
d’accession | en (pb) les plus proches d’acession (%)
clones | clonage
Streptomyces glaucus
DJ111 M2 MG601216 644 LMG 19902(T) AJ781332 99,22
DJ66 M2 MG601211 643 Marmoricola 99,38
pocheonensis GQ339906
DJ2 M1 MG601217 644 Gsoil 818(T) 98,91
Phytoactinopolyspora
DJ55 M2 MG601210 670 alkaliphila KU042078 96,59
EGI 80629(T)
DJ77 M2 MG601212 645 Clone MLS76 JX240815 96,43
DJ33 M2 MG601208 640 98,44
DJ100 M2 MG601215 640 98,44
DJ5 ML | MG601219 | 641 Clone PS3410 FNB67475 98 28
DJ3 M1 MG601218 642 97,81
DJ88 M2 MG601213 640 98,59
DJ6 ML | MG601220 | 640 Clone AKIWB74 | DQ129383 g7 54
DJ44 M2 MG601209 639 Clone SEV1CA041 JQ407953 96,69
DJ99 M2 MG601214 641 Clone delph2C11 FM209170 95,62
DJ22 M2 MG601207 640
D11 M2 MG601206 642 Clone 101-29 EF157225 99,53

Concernant le sol du site Djendli (DJ), et a partir de 15 clones (tableau 38 et
figure 24), trois genres ont été détectés : Marmoricola (13,33%), Phytoactinopolyspora
(6,66%) et Streptomyces (6,66%). lls appartiennent respectivement aux familles :
Nocardioidaceae, Jiangellaceae et Streptomycetaceae. Le clone DJ77 (6,66%) est une
actinobactérie non classifiée. Ces résultats et en particulier ceux des genres, sont tres
différents de ceux trouvés dans le site d’Ezzemoul. Contrairement a ce dernier, plus que
la moitié des clones (66,66%) du site Djendli n’appartient pas a la classe Actinobacteria

(cluster I et I). La majorité d’entre eux (73,33%) est reliée a des clones non cultivables.

Le genre Marmoricola provient de plusieurs endroits dans le monde, tels que :
le sol agricole (comme 1’espéce M. pocheoensis) et forestier (Lee et al., 2016) ;
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Dastager et al., 2008), I’environnement marin (Menezes et al., 2010), le marbre (Urzi et

al., 2000) et les cendres volcaniques (Lee et al., 2011).

Le genre Phytoactinopolyspora a été découvert récemment en Chine, les espéces
connues sont halotolérantes isolées des sols salins (Ji et al., 2017 ; Zhang et al., 2016) et
des plantes (Li et al., 2015).

Plusieurs especes du genre Streptomyces ont été détectées par la méthode

culturale et une seule par le clonage moléculaire.

Dans leur habitat naturel, la plupart des micro-organismes existent sous forme
non cultivable. Tl s’agit soit de micro-organismes méconnus qui ne peuvent croitre sur
les milieux de culture disponibles dans les laboratoires, soit de micro-organismes
connus (habituellement cultivables) dans un état de dormance difficilement réversible.
Le nombre de cellules cultivables dans le sol représente souvent environ 1% du nombre

total de cellules présentes.

Le cluster I représente une classe phylotype qui n’a pas encore de nom valide.
Ghai et al, (2013) ont proposé une nouvelle sous classe « Candidatus
Actinomarinidae » avec 1’ordre Actinomarinales, regroupant les actinobactéries marines
non cultivées a faible GC%. Cependant, cette division n’existe toujours pas dans la
classification. Le cluster Il représente des membres non classifiés de la famille
lamiaceae de la classe Acidimicrobiia appartenant au phylum Actinobacteria (Norris
2012).

Les membres liés a ces deux clusters ne font pas partis de la classe Actinobacteria alors
que les amorces utilisées dans cette étude sont censées étre spécifiques a cette classe
(Stach et al., 2003). Cela pourrait s’expliquer par le manque de spécificité de ces
amorces. Ce point a déja été signalé par (Song et al., 2009), tandis que d’autres

chercheurs (Piao et al., 2008) ont constaté 1’efficacité de ces amorces.
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Clone EZ7 (MG601185)
Clone EZ8 (MG601186)
Clone EZ12 (MG601189)
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I Clone EZ20 (MG601195)
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61} Clone EZ2 (MG601205) Demequinaceae
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g8 || Clone EZ19 (MG601194)
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Mycobacteriaceae
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Phytoactinopolyspora alkaliphila EGI80629(T) (KU0420785| Jiangellaceae
Clone DJ55 (MG601210)

Plantactinospora mayteni YIM61359 (FJ214343)

21 Clone EZ1 (MG601204)
85 { Mexique, sol salin alcalin, Lac Texcoco, clone TX1A 103 (FJ152655)
99 Clone EZ10 (MG601188)
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Clone DJ99 (MG601214)
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USA, asphaltes naturels de Rancho La Brea, Clone 101-29 (EF157225
Clone DJ11 (MG601206)
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Figure 24 : Arbre phylogénétique enraciné construit par la méthode de Neighbor-
Joining, montrant les relations phylogenétiques des séquences du géne ADNr 16S
partiel des clones du site Ezzemoul (EZ) et ceux du site Djendli (DJ), avec les
séquences les plus proches de la base de données EzBioCloud. Les valeurs de bootstrap
supérieures a 50% (pour 1000 réplications) sont affichées sur les nceuds. M1 et M2
représentent, respectivement la 1° et la 2°™ méthode de clonage. Salinivibrio costicola
ATCC 35508 est utilisé comme outgroup. L’échelle 0,02 représente le nombre de
substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences.
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6. Comparaison entre la méthode culturale et la méthode non
culturale (métagénomique)

Tableau 39 : Genres d’actinobactéries retrouvés dans les sebkhas d’Ezzemoul et de
Djendli par la méthode culturale te non culturale.

Genres d'actinobactéries
Méthode non

Méthode culturale

culturale
Site Ezzemoul Nocardiopsis Demequina
Streptomyces Plantactinospora
Rhodococcus Friedmanniella
Mycobacterium
Site Djendli Nocardiopsis Marmoricola
Streptomyces Phytoactinopolyspora
Streptomyces

Aprés analyse de ’ADNr 16S, les résultats obtenus par la méthode culturale (en
utilisant le milieu de culture ISP5 complémenté par quatre concentrations de NaCl) sont
nettement différents de ceux obtenus par la méthode non culturale (métagénomique par
clonage moléculaire) dans les deux sites d’étude Ezzemoul et Djendli (en faisant
abstraction du site Tinsilt, car aucun résultat n’a été obtenu par la méthode non
culturale) (tableau 39). Par la méthode indépendante de la culture, nous avons pu
confirmer la présence d’autres genres qu’on n’a pas pu isoler par la méthode culturale,
dans les deux sites d’étude. A 1’exception du genre Streptomyces qui a été signalé
simultanément par les deux méthodes, dans le site Djendli. En outre, La méthode par
clonage moléculaire nous a permis d’observer un grand nombre d’actinobacéries

inconnues, qui ne peuvent étre isolées du sol et dont les fonctions sont inaccessibles.

Par conséquent, dans cette étude, la méthode culturale est complémentaire de la
méthode non culturale, et leur combinaison peut donner une bonne description de la
diversité des actinobactéries dans les sols salés de sebkhas. En se basant sur la
comparaison des deux méthodes, nos résultats peuvent étre en concordance avec ceux
d’autres chercheurs (Borsodi et al., 2013; Makhdoumi-Kakhki et al., 2012) qui ont

étudié la diversité des bactéries et des archées dans les environnements salins.
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif principal de ce travail de thése était, d’explorer la diversité des
actinobactéries halophiles et halotolérantes dans les sols de trois écosystemes extrémes :
la sebkha d’Ezzemoul, la sebkha de Djendli et le chott de Tinsilt (situés dans le Nord-
Est de I’ Algérie), en utilisant des méthodes culturales et moléculaires, et notamment la
méthagénomique par clonage. Pour atteindre cet objectif, plusieurs points ont été
élaborés :

Tout d’abord, une étude physico-chimique (Mesure du pH, détermination de la
conductivité électrique et de la salinité, pourcentage d’humidité, taux de la matiére
organique et la granulométrie) des échantillons de sol a été réalisée et a révélé des
résultats assez similaires, dans les trois sites d’études. Ces sites étaient alcalins,
extrémement salés, avec des taux faibles d’humidité et de matiére organique ainsi que
de nature limoneuse-argileuse-sableuse. Une petite différence a été observée dans le site
Tinsilt, concernant le taux de matiére organique et la texture qui étaient modérés et de
type limoneux-argileux, respectivement. Ces caractéristiques du sol ont la capacité de
modifier et d’influencer le nombre et la diversité des actinobactéries.

Ensuite, et afin d’élucider la diversité dans les sols des trois écosystémes étudiés,
une approche culturale associée au séquengage de I’ADNr 16S ont été adoptés. Ainsi,
en se basant sur le protocole d’isolement choisi, nous avons pu constater que les
milieux de culture Olson et ISP5 étaient les meilleurs pour isoler les actinobactéries
halophiles. De plus, dans notre cas, les prétraitements thermique et chimique effectués
sur les échantillons de sol n’ont pas été trés efficaces, et ce en ne favorisant pas la
croissance des actinobactéries, lors de leur isolement sur milieu ISP5 additionne de 2 %
de NaCl. Nous avons pu obtenir 104 isolats halophiles et/ou halotolérants (42 dans le
site Tinsilt, 40 dans le site Ezzemoul et 22 dans le site Djendli) sur le milieu ISP5
additionné de 2, 5, 10 et 15 % de NaCl. L’extraction de I’ADN génomique en utilisant
la méthode de lyse cellulaire par choc thermique a été satisfaisante, contrairement a
celle de la lyse chimique alcaline qui n’a donné aucun résultat. Aprés amplification,
séquengage et analyse phylogénétique du géne de I’ARN 16S, nous avons pu classer
tous ces isolats dans les cing genres suivants : Streptomyces (dominant dans le chott
Tinsilt et la sebkha de Djendli), Nocardiopsis (dominant dans la sebkha d’Ezzemoul),
Rhodococcus, Actinoplyspora et Brevibacterium. Parmi ces genres, beaucoup
d’actinobactéries avaient une position taxonomique incertaine et d’autres pourraient

fortement représenter de nouvelles especes. La variation des concentrations de NaCl
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ajoutées au milieu de culture ISP5, a hautement contribué a la diversification des genres
et des especes trouvés dans ces sols.

En Outre, parmi tous nos isolats, 71 ont été sélectionnés pour des études
macroscopiques, physiologiques et métaboliques, pour une meilleure caractérisation.
De fagon générale, les souches sélectionnées présentaient des aspects connus et propres
aux actinobactéries sur les milieux ISP5 et ISP2, sauf pour I’isolat proche de
Rhodococcus corynebacterioides qui n’adhérait pas a la gélose et qui ne sporulait pas. A
I’exception de la souche TF292 rattachée a Actinopolyspora erythraea qui était
halophile modérée, toutes les autres étaient halotolérantes et certaines d’entre elles
toléraient jusqu’a 15% de NaCl. La plupart des souches (87,32%) étaient mésophiles,
d’autres (12,68%) étaient thermophiles et la majorité d’entre elles (69,01%) étaient
acido-alcali-tolérantes avec certaines souches (11,27%) neutrophiles. Plusieurs isolats
d’actinobactéries avaient la capacité d’hydrolyser une variété de polymeres, en
produisant les enzymes extracellulaires suivantes : la cellulase (83,1%), I’amylase
(61,97%), la lipase (60,56%) et les protéases (principalement la caséinase avec
97,18%). Quelques isolats (16,90%) des sites Tinsilt et Djendli produisaient la
pectinase. De nombreux isolats fournissent également des métabolites biactifs contre les
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus avec 67,6% et Bacillus subtilis avec
49,29%), et contre les champignons (Candida albicans avec 15,49% et Aspergillus
niger avec 76,06%). Nos souches peuvent donc, tolérer des variations extraordinaires de
salinité, de température et de pH pour leur croissance, en plus d’avoir un pouvoir de
production impressionnant de molécules diverses. Elles peuvent par conséquent, étre

valorisées par leur utilisation dans différentes industries.

Dans un deuxiéme temps, une approche indépendante de la culture qui est la
métagénomique par clonage moléculaire a été effectuée, pour mieux connaitre la
diversité des actinobactéries et notamment celles qui sont incultivables, dans les sols des
sebkhas et chott etudiés. L’extraction du métagénome a partir de ces sols, en utilisant le
kit FastDNA™ SPIN Kit for soil (MP biomedicals), a donné de bons resultats par
rapport a celle de (Griffiths et al., 2000), qui était sans succes. Aprés amplification de
I’ADNr 16S des actinobactéries par des amorces spécifiques, nous avons réalisé¢ le
clonage en utilisant deux méthodes, la M1 (pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector
Systems) et la M2 (TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing). Ces derniéres n’ont pas
donné de résultats dans le sol du chott Tinsilt, probablement & cause de certains biais de

115



Conclusion générale et perspectives

la technique de clonage. A partir des sols des sebkhas d’Ezzemoul et de Djendli, un
total de 60 clones a été séquencé et soumis a une analyse phylogénétique, parmi
lesquelles 21 séquences chimériques ont éteé éliminées. Toutes les séquences restantes
pourraient étre rassemblées en sept genres : Demequina, Friedmanniella,
Mycobacterium,  Plantactinospora, = Marmoricola, = Phytoactinopolyspora et
Streptomyces ; un groupe d’actinobacéries non classifiées et deux clusters constitués de
membres qui n’appartiennent pas a la classe Actinobacteria, parmi lesquels se trouvent

de nombreux incultivables.

La méthode culturale et I’analyse de I’ADNr 16S, nous a permis d’accéder a une
partie de la diversité des sols des trois sites (Ezzemoul, Djendli et Tinsilt), et de
construire une collection de souches halophiles et halotolérantes. Ces actinobactéries
avaient la capacité de produire des molécules possédant des activités antimicrobiennes,
en plus de la sécrétion d’enzymes extracellulaires hydrolytiques, trés intéressantes pour
de futures applications biotechnologiques dans les domaines pharmaceutique, médicale

et industriel.

La métagénomique par le clonage du géne de I’ADNr 16S nous a donné I’occasion de
concevoir une banque de clones des deux sites Ezzemoul et Djendli. Elle nous a
renseigné sur un autre aspect de la diversité dans ces sites, qui est assez différent et

complémentaire de celui de I’approche culturale.

En plus de la diversité florale et faunistique rapportée par la littérature dans les
trois zones humides étudiées (le chott Tinsilt, les sebkhas d’Ezzemoul et de Djendli), et
celle de certains microorganismes halophiles tels que les archéobactéries dans le site
Ezzemoul, nos données primaires ont également indiqués une riche diversité
phylogénétique, physiologique et métabolique concernant les actinobactéries
halotolérantes et halophiles dans les sols de ces mémes sites. Cependant, nous estimons
que ce travail mérite d’étre poursuivi par d’autres investigations et ainsi plusieurs
perspectives peuvent étre envisageées :

v' Affirmer la position taxonomique exacte des souches incertaines et confirmer
leur appartenance a de nouvelles espéces par 1’hybridation ADN/ADN et/ou le
séquencage de plusieurs genes de ménage tels que : rpoA, rpoB, lepA, ftsZ, gyrB,

recA...etc.
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v

v

Optimiser des conditions de cultures pour la production des enzymes
extracellulaires, et ensuite les purifier et les caractériser.

Extraire, purifier et caractériser les molécules bioactives des souches qui
représentent une activité antimicrobienne, et particulierement de celles qui
agissent a large spectre, en employant différentes analyses chimiques, telles que
les techniques: HPLC-MS (chromatographie en phase liquide a haute
performance-spectrométrie de masse), FTIR (spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourie) et RMN (spectroscopie a résonance magnétique
nucléaire).

Compléter les données sur la biodiversité des actinobactéries dans les sites
étudiés, par I'utilisation d’autres techniques d’isolement et notamment d’autres
milieux de cultures, ainsi que I’application du pyroséquencage qui permet
d’obtenir des milliers de séquences a partir de I’ADN métagénome ; et I’analyse
de ces derniéres par des logiciels de bioinfomatiques et de statistiques
performants (comme MOTHUR).
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Annexe 1. Milieux de culture.

Milieu ISP2 Milieu ISP5
Extrait de levure 49 Glycérol 109
Extrait de malt 109 L-Asparagine lg
Glucose 49 K, HPO, 1lg
Agar 209 Solution saline® 1ml
Eau distillée gsp 1000 mi Agar 20 ¢
Eau distillée gsp 1000 ml
pH=7,3
pH=7-7,4
Milieu ISP7 Milieu Olson
Glycérol 159 Sodium caseinates 29
L-asparagine 1lg L-asparagine 0,1g
K,HPO, 059 Sodium propionates 49
NaCl 059 K, HPO, 059
FeSO, 7H,0 0,01g Mg SO, 0,1¢g
Agar 209 F, SO, 1mg
Eau distillée gsp 1000 ml Glycérol 0,5 % 59
Agar 15¢
pH=7,2-7,4 Eau distillée gsp 1000 ml
pH =8,1-8,2
Milieu Glucose-Asparagine Gélose nutritive + amidon 1%
Glucose 10 g Extrait de viande 19
L-asparagine 059 Extrait de levure 2549
K, HPO, 0549 Peptone 59
Agar 15 g Chlorure de sodium 5¢g
Eau distillée gsp 1000 ml Amidon (1%) 10¢g
Agar 15¢g
Eau distillée gsp 1000 ml
pH=6,8
pH=7,0
Milieu ISP9 + cellulose 1% Milieu pectine agar
(NH,4),SO, 2,649 Pectine 5¢g
KH,PO, 2,38¢ Extrait de levure 59
Ky;HPO, 5,65¢ Agar 2049
MgSO, 7H,0 lg Eau distillée gsp 1000 ml
Solution saline iml
Cellulose 10g pH=7,0
Agar 209
Eau distillée gsp 1000 ml Milieu de Sierra
Peptone 10¢g
pH =6,8-7,0 NaCl 5¢g
CaCl, H,0 01lg
Tween 80 10 ml
Agar 2049
Eau distillée gsp 1000 mi

pH =7



Gélose nutritive + gélatine 0,4%

Gélatine 49

Peptone 50

Extrait de viande 30

Agar 159

Eau distillée gsp 1000 ml
pH=7,0

Milieu de base (sans source de carbone)

KNO3 13,76 g
KH2PO4 1,78 g
Na2HPO4 2H20 4,669
Na2S04 9,68 ¢
MgSO4 7H20 0,849
EDTA 10 mg
FeSO4 7H20 5mg
MnCI2 4H20 1,22 mg
ZnS04 7H20 0,25 mg
CuS04 5H20 0,2 mg
CaCl2 2H20 1mg
Na2Mo0O4 H20 0,2 mg
Agar 18¢
Eau distillée gsp 1000 ml
pH=7,2-7,4

Milieu Trypticase Soja Agar

Peptone de caséine 159

Peptone de soja 5¢g

Chlorure de sodium 59

Agar 15¢g

Eau distillée gsp 1000 ml
pH=7,3

Suite de ’annexe 1.

Milieu Mueller-Hinton

Infusion de viande 3009

Hydrolysat de caséine 1759

Amidon 159

Agar 179

Eau distillée gsp 1000 ml
pH =74

Milieu Sabouraud

Glucose 40¢

Peptone 10¢g

Agar 15¢

Eau distillée gsp 1000 ml
pH=7,0

Milieu LB (Luria Bertani)

Tryptone 10¢g
Extrait de levure 59
Chlorure de sodium 109
Agar 15¢

Eau distillée gsp 1000 ml

pH=72

Milieu S.0.C (liquide)

Tryptone 20¢g
Extrait de levure 59
NaCl 0,584 g
KCI 0,186 g
MgCl, 129
MgSO4 12 g
Glucose (solution 20%) 20 ml
Eau distillée gsp 1000 ml

pH=75
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Annexe 2. Solutions.

Solution saline!

FeSO, 7 H,0O 01g
MnCl, 7 H,O 01g
Zn SO, 7 H,0 019
Eau distillée gsp 100 ml

Solution saline 2

CuS0,45H,0 0,649
FeSO, 7H,0O 0,11 g
MnCl, 4H,0 0,799
ZnS0O,4 7H,0 0,159
Eau distillée gsp 100 ml
Solution de lugol

lodine lg
lodure de potassium 2ml
Eau distillée gsp 100 ml
Solution de chlorure mercurique
HgCl, 15¢g
HCI concentré 20 ml
Eau distillée gsp 100 ml

Solution 0,5 Mc Farland

Solution de BaCl, 2H,0 (1%) 0,6 mi
Solution de H,SO,4 (1%) 99,4 ml
*Conservation : a [’obscurité, a température
20-25°C pendant 6 mois

Solution 1 (100 ml)

Glucose 099
Tris.Cl (1,9 M) (pH 8.0) 1,31 ml
EDTA (0,5M) (pH 8.0) 2 ml
H,O 96,5 ml

*Pour un stockage long, autoclaver la solution

Solution 2 (1 ml)

NaOH (10 N) 20 l
SDS 20% 50 il
H,0 930 pl

Solution 3 (100 ml)

Acétate de Potassium (5M) 29,45 g
Acide acétique Glacial 11,5 ml
H.O 88,5 ml

Tampon de ligation rapide

Tris-HCI 60 mM (pH 7,8)
MgCl, 20 mM
DTT (dithiothréitol) 20 mM

ATP (Adénosine triphosphate) 2mM
PEG-8000 (Polyéthyléne glycol) 10 %
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Annexe 3. Séquences et cartes des vecteurs de clonage.

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site ] T3 priming site
I ] [
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

- Spe | Pst | Pmel EcoRI EcoR | Not |

| | | | |

261 G, GTTTAA ACGAATTCGC CCTT PCR INAGGGC GARTTCGCGG
6 CCARATT TGCTTARGCG GGARNMMALLUZEMTTCC CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

1 [
311 | CCGCTAAATT CI\.Z‘xTTCCJCCC TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Carte du vecteur pCR® 4Blunt-TOPO® constitué de 3956 nucléotides :

Région du promoteur lac : bases 2-216 ; site de liaison CAP : bases 95-132 ; site de liaison de ’ARN
polymérase : bases 133-178 ; Site du répresseur Lac : bases :179-199 ; début de la transcription : base
179 ; site de I’amorce M13 antisens : bases 205-221 ; fusion du géne LacZa-ccdB : bases 217-810 ; partie
de fusion de LacZa. : bases 217-497 ; partie de fusion de ccdB : bases 508-810 ; site de I’amorce T3 :
bases 243-262 ; site de clonage TOPO®: bases : 294-295 ; site de I’'amorce T7 : bases 328-347 ; site de
I’amorce M13 sens (-20): bases 355-370 ; promoteur de la kanamycine : bases 1021-1070 ; gene de
résistance a la kanamycine : bases 1159-1953 ; géne de résistance a I’ampicilline (bla) : bases 2203-3063;
promoteur de I’ampicilline (bla) : bases 3064-3160 ; origine de pUC : bases 3161-3834
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Suite de I’annexe 3.

T7 Transcription Start

B TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
F .. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGEGC TGCAG CGTAC GAGGE CCGGC
T7 Promotar | | | | | | |

Apal Aatl] Sphl BstZ|

CCATG GCCGC GGGATTZ

' _ N ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
GGTAC CGGCG CCCTA (C'D”E’d'"s‘”)

FITTAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC

Meol Sacll Spel Mot Patl Ha MNdel
Bet?!
SPE Transcription Start

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT... 3
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA .. &

| || ” = | SPE Promoter

Sac BstXl

polymérase SP6

Xmnl 12994
Seal Magl
1875 V\ 2692
11 o 7l 1 star
Apal 14
Aatll 20
w g:ng 28
Amp’ st H
DEEEI?”'T lac? Mgl a7
A a S W
Spel 55
Ml G2
BstZl 62
Pstl 73
Sall 75
Mdel a2
Sacl 04
ofl BstXl 103 3
Msil 112 =
126 3
T spre 2

Points de référence de la carte vectorielle et de la séquence pGEM®-T :

S TMA A

Le promoteur et la séquence de clonage multiple du vecteur pPGEM®-T. Le brin supérieur correspond a
I'ARN synthétisé par I'ARN polymérase T7. Le brin inférieur correspond a I'ARN synthétisé par I'ARN

Site d'initiation de la transcription de I'ARN polymérase T7 (1) ; région de clonage multiple (10-113) ;
Promoteur de I'ARN polymérase SP6 (-17 a +3) (124-143) ; Site d'initiation de la transcription de I'ARN
polymérase SP6 (126) ; site de liaison de I’amorce antisens pUC/M13 de séquengage (161-177) ; codon
d’initiation LacZ (165); opérateur lac (185-201) ; Région codante de B-lactamase (1322-2182) ; région

du phage f1 (2365-2820) ; séquences d'opéron lac (2821-2981, 151-380) ; site de liaison de I’amorce

sens pUC/M13 de séquencage (2941-2957) ; Promoteur de I'ARN polymérase T7 (-17 & +3) (2984-3)
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Annexe 4. Tableaux détaillés des propriétés physiscochimiques des échantillions de

sol.
Echantillons Sebkha d’Ezemmoul Chott Tinsilt Sebkha de Djendli
EE;, EE, EE; | TE; TE, TE; | DE; DE, DE;
Propriétés
pH Xy 8,63 8,74 8,38 8,13 8,7 8,85 8,14 8 7,98

Xz 8,49 8,76 8,45 8,10 8,76 8,81 8,12 7,98 7,95

X3 8,51 8,7 8,41 8,37 8,63 8,82 8,17 7,99 7,96

CE (dS/m) X1 8,09 | 1135 | 314 3,2 39,8 | 13,78 | 533 | 11,94 | 1592

T 27,1 26,7 26,8 26,6 26,4 26,6 27,5 21,7 27,6

(°C)

X 13,43 9,83 23,6 1,73 34 14,55 | 4,92 12,76 | 15,72
T 27 27,3 26,6 29,2 29,7 29,7 29,3 29,3 29,2

(°C)

X3 11,81 | 12,48 | 24,3 2,48 16,1 13,57 556 | 15,06 | 16,78

T 29,7 29,9 30,5 30,9 30,7 30,5 30,5 30,6 30,7

Salinité X1 40,45 | 56,75 157 16 199 68,9 26,65 | 59,7 79,6

(méq/100g) X 67,15 | 49,15 118 8,65 170 72,75 24,6 63,8 78,6

X3 59,05 | 62,40 | 1215 | 124 80,5 67,85 27,8 75,3 84,9

H (%) X1 9,67 4,06 4,72 4,03 3,41 3,33 5,58 6,96 6,42

X 6,54 3,9 4,86 3,1 3,7 3,05 4,86 6,5 5,84

X3 9,61 4,96 5,76 4,04 4,31 3,31 5,55 7,03 6,76

M.O (%) X1 5,49 5,36 10,18 | 8,96 | 12,05 6,59 6,01 7,8 7,59

X 7,17 3,5 8 6,88 | 10,64 6,82 5,09 7,31 7,11

X3 4,29 4,31 6,3 11,15 | 9,54 4,94 3,34 3,89 4,3

E : sebkha d’Ezemmoul, T : chott Tinsilt, D : sebkha de Djendli, E; : Echantillon n°1 prélevé de la partie
du site contenant la végétation (rhizosphére), E,. Echantillon n°2 prélevé de la partie du site ou il y a
moins de végétation, Ez. Echantillon n°3 prélevé de la partie du site ou il n’ya pas de végétation.

* Chacun des échantillons E;, E,, E3 est prélevé trois fois (X1, X2, X3) a une distance de 5 m entre X1,
X2, X3.
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Suite de I’annexe 4.

Sites Echantillons Granulométrie
T g F3|8 o] 8| &
L F| 3|5 8 | 8
Sebkha EE; 7,49 | 31,84 | 33,05 | 64,89 | 13,07 | 14,52
d’Ezemmoul EE, 4,67 | 17,79 | 27,10 | 44,89 | 23,89 | 26,53
EE; 1,33 | 10,86 | 30,47 | 41,33 | 27,15 | 30,16
Moyenne 45 | 20,16 | 30,20 | 50,37 | 21,37 | 23,73
Chott TE; 1,29 | 843 | 2567 | 34,1 | 3059 | 33,99
Tinsilt TE, 0,13 | 3,28 | 35,08 | 38,36 | 29,13 | 32,36
TE; 0,31 6,44 | 40,46 46,9 24,98 | 27,76
Moyenne 0,58 | 6,06 | 33,73 | 39,78 | 28,23 | 31,37
Sebkha DE, 1,04 | 594 | 26,64 | 32,58 | 31,44 | 34,94
de Djendli DE, 0 512 | 24,22 | 29,34 | 33,46 | 37,17
DE; 0,18 543 | 25,18 | 30,61 | 32,77 | 36,41
Moyenne 0,41 | 549 | 25,34 | 30,83 | 32,55 | 36,17
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Annexe 5. Triangle des textures minérales (Eswaran et al., 2002).

100 0
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Chaque échantillon y est situé en fonction de sa teneur pondérale en sables, limons et argiles, la somme
des trois étant ramenée a 100 %. Pour chaque pourcentage d’argile, de limon et de sable, tracer une
paralléle a I’axe précédent. L’intersection des trois droites désigne la texture de I’échantillon.
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Annexe 6. Photos des gels de I’amplification des ADNr 16S de quelques isolats et
clones.
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Suite de I’annexe 6.
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Annexe7. Arbres phylogénétiques détaillés des isolats qui pourraient représenter de
nouvelles espéces du site Djendli.

Streptomyces pratensis ch24 T (JQ806215)
Streptomyces globisporus NBRC 12867 T (AB184203)
Streptomyces parvus NBRC 3388 T (AB184756)
Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808 T (AB184162)
Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 12912 T (AB184240)
Streptomyces badius NRRLB-2567 T (AY999783)
Streptomyces sindenensis NBRC 3399 T (AB184759)
Streptomyces cremeus NBRC 12760 T (AB184124)
Streptomyces purpureus NBRC 13927 T (AB184547)
Streptomyces pulveraceus LMG LMG20322T (AJ781377)
Streptomyces gelaticus NRRLB-2928 T (DQ026636)
67/ Streptomyces xantholiticus NBRC 13354 T (AB184349)
92 |- Streptomyces kurssanovii NBRC 13192 T (AB184325)
Streptomyces peucetius JCM9920 T (AB045887)

DK 16 (MG597546)
83 DK7 (MG597544)

DK 17 (MG597549)

100 | DK12 (MG597545)

DK13 (MG597547)

DK 14 (MG597548)
Mzabimyces algeriensis H195 T (KJ574202)

24

5

0.01

Figure 1: Arbre phylogénétique enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats DK16, DK7, DK17, DK12, DK13 et DK14 du site Djendli avec les espéces les plus
proches du genre Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap aux nceuds représentent le pourcentage aprés
1000 réplications. Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses.
Mzabimyces algeriensis H195" est utilisée comme outgroup. L’échelle 0,01 représente le nombre de
substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences

75 Streptomyces luteireticuli NBRC 13422 T (AB249969)
o Streptomyces thioluteus LMG 20253 T (AJ781360)
63 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346 T (JOBF01000056)
Streptomyces lilacinus NRRL B-1968 T (JNXU01001020)

. —
57 Streptomyces abikoensis NBRC 13860 T (AB184537)

L Streptomyces zagrosensis HM 1154 T (JF917242)

L 99  — Streptomyces ramulosus NRRL B-2714 T (DQ026662)

I Streptomyces glebosus CGMCC 4.1873 T (HQ244456)

Candidatus Streptomyces philanthi triangulum (DQ375802)

o |: DK21 (MG597550)
60 Streptomyces youssoufiensis X4T (FN421338)

i
0.001

Figure 2 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation de I’isolat DK21 du site Djendli avec les espéces les plus proches du genre Streptomyces. Les
valeurs de Bootstrap supérieurs a 50% (aprés 1000 réplications) sont représentées sur les noeuds. Les
numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses. L’échelle 0,001 représente le
nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences
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DH3 (MG597555)
DH20 (MG597554)
DH12 (MG597552)
DH18 (MG597553)
o %) DH24 (MG597551)
Streptomyces koyangensis VK-A60 T (AY079156)
Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 T (AB184868)
8 Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418 T (DQ442497)
87 | Streptomyces violascens ISP 5183 T (AY999737)
Streptomyces albidoflavus DSM 40455 T (Z76676)

Streptomyces fumigatiscleroticus NBRC 12999 T (AB184248)

Streptomyces levis NBRC 15423 T (AB184670)
Streptomyces purpurascens NBRC 13077 T (AB184859)
Streptomyces janthinus ISP 5206 T (AJ399478)
Streptomyces luteogriseus NBRC 13402 T (AB184379)
Streptomyces hawaiiensis NBRC 12784 T (AB184143)
Streptomyces violaceochromogenes NBRC 13100' (AB184312)

97

76

—
0.001

Figure 3 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats DH3,DH20, DH12, DH18 et DH24 du site Djendli avec les espéces les plus proches
du genre Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50% (apres 1000 réplications) sont
représentées sur les noeuds. Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre
parenthéses. L’échelle 0,001 représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la
divergence des séquences.

Streptomyces anthocyanicus NBRC 14892 T (AB184631)
76 | Streptomyces violaceoruber NBRC 12826 T (AB184174)
Streptomyces coelescens DSM 40421 T (AF503496)
Streptomyces tricolor NBRC 15461 T (AB184687)
Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399 T (AB184650)
- Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 T (AJ781373)
Streptomyces lienomycini LMG 20091 T (AJ781353)
Streptomyces marokkonensis Apl T (AJ965470)
r Streptomyces thinghirensis DSM 41919 T (FM202482)
| Streptomyces althioticus NRRL B-3981 T (AY999791)
99| Streptomyces matensis NBRC 12889 T (AB184221)
DH4 (MG597556)

78

39

72

49

80

[
99 | DH13 (MG597557)

—
0.001

Figure 4 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats DH4 et DH13 du site Djendli avec les espéces les plus proches du genre Streptomyces.
Les valeurs de Bootstrap aux nceuds représentent le pourcentage aprés 1000 réplications. Les numéros
d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses. L’échelle 0,001 représente le nombre
de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences
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Annexe 8. Arbres phylogénétiques détaillés des isolats du site Tinsilt.

TF21 (MG597568)
TF16 (MG597564)
TF12 (MG597562)
TF2 (MG597565)
TF5 (MG597571)
TF3 (MG597563)
TF11 (MG597567)
TF6 (MG597566)
TF19 (MG597570)
TF18 (MG597569)
TS31 (MG597575)
TS2 (MG597572)
TG92 (MG597574)
911 TG72 (MG597573)
Nocardiopsis aegyptia DSM44442 T (AJ539401)
Nocardiopsis algeriensis B32 T (KJ470139)
— Nocardiopsis sinuspersici HM6 T (EU410476)
100 L Nocardiopsis arvandica HM7 T (EU410477)
100 Nocardiopsis valliformis DSM45023 T (ANAZ01000070)
@cardiopsis exhalans ES10.1 T (AY036000)
% Nocardiopsis prasina DSM43845 T (X97884)
Nocardiopsis alba DSM 43377 T (ANAC01000044)
Nocardiopsis lucentensis DSM44048 T (ANBC01000932)

50 61 ’7
Nocardiopsis flavescens CGMCC4.5723 T (jgi.1085022)

69 Nocardiopsis dassonvillei sbsp.dassonvillei DSM 43 111T (ABUI01000017)
—%|j|;mdiopsis dassonvillei subsp. albirubida NBRC13392 T (BCRR01000172)
85 Nocardiopsis synnemataformans DSM44143 T (ANAW01000308)

0.002

88

99

50

62

Figure 1 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats du site Tinsilt avec les espéces les plus proches du genre Nocardiopsis. Les valeurs de
Bootstrap supérieurs a 50% (aprés 1000 réplications) sont représentées sur les noeuds. Les numéros
d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses. L’échelle 0,002 représente le nombre
de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences.
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Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 12912 T (AB184240)
Streptomyces sindenensis NBRC3399 T (AB184759)
Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808 T (AB184162)
Streptomyces parvus NBRC 3388 T (AB184756)
Streptomyces globisporus NBRC 12867 T (AB184203)
Streptomyces badius NRRLB-2567 T (AY999783)

6

1

.

2| TJ13 (MG597579)
Streptomyces anulatus NRRLB-2000 T (DQ026637)

TJ12 (MG597581)
Streptomyces pratensis ch24 T (JQ806215)

62 65

TJ15 (MG597578)
Streptomyces setonii NBRC13085 T (AB184300)

TJ30 (MG597580)

Streptomyces cyaneofuscatus NRRLB-2570 T (JOEM01000050)
Kitasatospora cinereorecta NBRC15395 T (AB184646)
Streptomyces fulvissimus DSM40593 T (CP005080)
Streptomyces luridiscabiei NRRL B-24455 T (LIQV01000394)
Streptomyces microflavus NBRC 13062 T (AB184284)

62 ‘

65‘

0.0002

Figure 2 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats TJ12, TJ13, TJ15 et TJ30 du site Tinsilt avec les especes les plus proches du genre
Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap aux nceuds représentent le pourcentage apres 1000 réplications.
Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses. L’échelle 0,0002
représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences.

Streptomyces pluricolorescens NBRC12808 T (AB184162)
—99{ Streptomyces Globisporus NBRC 12867 T (AB184203)
76 Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC12912 T (AB184240)
Streptomyces gelaticus NRRLB-2928 T (DQ026636)
50 7 Estreptomyces pulveraceus LMG 20322 T (AJ781377)
Streptomyces sanglieri NBRC100784 T (AB249945)

Streptomyces cremeus NBRC 12760 T (AB184124)
Streptomyces purpureus NBRC 13927 T (AB184547)

69| Streptomyces xantholiticus NBRC 13354 T (AB184349)
J“ﬂ)tomyces peucetius JCM9920 T (AB045887)
Streptomyces kurssanovii NBRC 13192 T (AB184325)

TG5 (MG597583)

TG33 (MG597585)

TG22 (MG597582)
TG1 (MG597584)

97

69

0.001

Figure 3 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats TG5, TG33, TG22 et TG1, du site Tinsilt avec les espéces les plus proches du genre
Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50% (aprés 1000 réplications) sont représentées sur
les noeuds. Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parentheses. L’échelle
0,001 représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des

séquences
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so————— TJ27 (MG597599)
Ml TG201 (MG597598)
7| 17630 (MG597597)

Streptomyces thinghirensis DSM 41919 T (FM202482)

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 T (CP012382)
% 53 ; TJ1 (MG597600)

Streptomyces violaceorubidus LMG 20319 T (AJ781374)
z 4‘60 E Streptomyces lienomycini LMG 20091 T (AJ781353)
72 Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 T (AJ781373)

Streptomyces viridochromogenes NBRC 3113 T (AB184728)

2

Streptomyces violaceochromogenes NBRC 13100 T (AB184312)
97 LStreptomyces collinus NBRC 12759 T (AB184123)
96 | Streptomyces albogriseolus NRRLB-1305 T (AJ494865)
Streptomyces viridodiastaticus NBRC 13106 T (AB184317)
Streptomyces heliomycini NBRC 15899 T (AB184712)
o5 [Streptomyces matensis NBRC12889 T (AB184221)
Streptomyces althioticus NRRLB-3981 T (AY999791)
Streptomyces griseoflavus LMG 19344 T (AJ781322)
Streptomyces griseorubens NBRC 12780 T (AB184139)
Streptomyces variabilis NBRC 12825 T (AB184884)
Streptomyces labedae NBRC15864 T (AB184704)

64

69 | Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316 T (AJ781321)
Streptomyces erythrogriseus LMG 19406 T (AJ781328)

0.0005

Figure 4 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats TJ27, TJ1, TG201 et TG30 du site Tinsilt avec les especes les plus proches du genre
Streptomyces. . Les valeurs de Bootstrap  aux nceuds représentent le pourcentage aprés 1000
réplications. Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parentheéses. L’échelle
0,0005 représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des
séquences.

Streptomyces tunisiensis CN-207 T (KF697135)
Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316 T (AJ781321)

Streptomyces variabilis NBRC 12825 T (AB184884)

Streptomyces labedae NBRC 15864 T (AB184704)

Streptomyces erythrogriseus LMG 19406 T (AJ781328)

Streptomyces griseorubens NBRC 12780 T (AB184139)

Streptomyces althioticus NRRLB-3981 T (AY999791)
97 | Streptomyces matensis NBRC 12889 T (AB184221)
%2 TG29 (MG597601)
|: TG3 (MG597576)
Streptomyces coeruleorubidus ISP5145 T (AJ306622)

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 T (CP012382)

99

88

Streptomyces thinghirensis DSM 41919 T (FM202482)
Streptomyces lienomycini LMG 20091 T (AJ781353)
83 L Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 T (AJ781373)

0.001

Figure 5 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats TG29 et TG3 du site Tinsilt avec les espéces les plus proches du genre Streptomyces.
Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50% (aprés 1000 réplications) sont représentées sur les noeuds.
Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses. L’échelle 0,001
représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences.
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TJ27 (MG597599)
TG201 (MG597598)
TG3 (MG597576)
75 TG29 (MG597601)
TG30 (MG597597)
Streptomyces thinghirensis DSM 41919 T (FM202482)
Streptomyces griseorubens NBRC 12780 T (AB184139)

o Streptomyces matensis NBRC 12889 T (AB184221)
97 ! Streptomyces althioticus NRRL B-3981 T (AY999791)
57 TJ1 (MG597600)
4: Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 T (CP012382)

41 Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 T (AJ781373)

56 \—‘— Streptomyces lienomycini LMG20091 T (AJ781353)
39 Streptomyces violaceorubidus LMG 20319 T (AJ781374)

66

——
0.0005

Figure 6: Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats TJ27, TJ1, TG201 et TG30, TGO3 et TG29 du site Tinsilt avec les espéces les plus
proches du genre Streptomyces. . Les valeurs de Bootstrap aux neeuds représentent le pourcentage apres
1000 réplications. Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses.
L’échelle 0,0005 représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence
des séquences.

Streptomyces coelescens DSM 40421 T (AF503496)
76 | Streptomyces tricolor NBRC 15461 T (AB184687)
Streptomyces violaceoruber NBRC 12826 T (AB184174)
Streptomyces anthocyanicus NBRC 14892 T (AB184631)
Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399 T (AB184650)
Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 T (AJ781373)

Streptomyces lienomycini LMG 20091 T (AJ781353)
——— Streptomyces marokkonensis Apl T (AJ965470)
9 | Streptomyces althioticus NRRLB-3981 T (AY999791)

‘Streptomyces matensis NBRC 12889 T (AB184221)

Streptomyces thinghirensis DSM 41919 T (FM202482)
69 TJ4 (MG597590)
49 TG26 (MG597589)

79

0.001

Figure 7 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats TJ27, TJ1, TG201, TG30, TGO3 et TG29 du site Tinsilt avec les especes les plus
proches du genre Streptomyce. . Les valeurs de Bootstrap aux nceuds représentent le pourcentage aprés
1000 réplications. Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses.
L’échelle 0,001 représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence
des séquences.
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Streptomyces enissocaesilis NRRLB-16365 T (DQ026641)
Streptomyces inaceusdrappus NRRL 2363 T (AY999929)
Streptomyces plicatus NBRC 13071 T (AB184291)

Streptomyces rochei NBRC 12908 T (AB184237)

Streptomyces geysiriensis NBRC 15413 T (AB184661)

TG20 (MG597588)

Streptomyces mutabilis NBRC 12800 T (AB184156)

68| Streptomyces luteus TRM 45540 T (KN039946)
— Streptomyces tendae ATCC 19812 T (D63873)
100 Streptomyces violaceorubidus LMG20319 T (AJ781374)

Streptomyces tuirus NBRC 15617 T (AB184690)
Streptomyces djakartensis NBRC 15409 T (AB184657)

85 4,7
68 Streptomyces azureus ATCC 14921 T (DF968281)

0.001

Figure 8 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation de I’isolat TG20 du site Tinsilt avec les espéces les plus proches du genre Streptomyces. . Les
valeurs de Bootstrap aux nceuds représentent le pourcentage aprés 1000 réplications. Les numéros
d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses. L’échelle 0,001 représente le nombre
de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences.

85 [ Strepomyces albogriseolus NRRLB-1305 T (AJ494865)
Strepomyces viridodiastaticus NBRC 13106 T (AB184317)

37 Strepomyces speibonae NRRLB-24240T (JNXM01000266)

71 Strepomyces atrovirens NRRLB-16357T (DQ026672)
Strepomyces longispororuber NBRC 13488 T (AB184440)

Strepomyces coeruleorubidus ISP 5145 T (AJ306622)
— Strepomyces coerulescens ISP 5146 T (AY999720)
sl Strepomyces bellus ISP 5185 T (AJ399476)
o7 —Strepomyces iakyrus NRRL ISP-5482 T (JNXI01000062)
L Strepomyces violaceochromogenes NBRC 13100 T (AB184312)

68 ’7 Strepomyces ambofaciens ATCC 23877 T (CP01282)
% Strepomyces lienomycini LMG 20091T (AJ781353)
61 — TJ3 (MG597595)

e iTGlo (MG597593)
68 L TG61 (MG597594)

29

68

0.001

Figure 9 : Arbre phylogénétique non enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining, montrant la
relation des isolats TG10, TG61 et TJ3 du site Tinsilt avec les espéces les plus proches du genre
Streptomyces. Les valeurs de Bootstrap aux nceuds représentent le pourcentage aprés 1000 réplications.
Les numéros d’accession de chaque séquence sont représentés entre parenthéses. L’échelle 0,001
représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des séquences.
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TG201 (MG597598)
TJ27 (MG597599)
2 TG29 (MG597601)
TG30 (MG597597)
TG3 (MG597596)

Streptomyces thinghirensis DSM 41919T (FM202482)
i> TJ4 (MG597590)

TG26 (MG597589)

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877T (CP012382)

54

TJ1 (MG597600)
8 b _{ Streptomyces iakyrus NRRL ISP-5482T (JNXI01000062)
Z NBRC 13100T (AB184312,

TG10 (MG597593)

TG61 (MG597594)

TJ3 (MG597595)

Streptomyces marokkonensis Ap1T (AJ965470)
TG24 (MG597592)
7B TG13 (MG597591)
99/ TG20 (MG597588)

j Streptomyces mutabilis NBRC 12800T (AB184156)
Streptomyces luteus TRM 45540T (KN039946)

[ Streptomyces griseorubens NBRC 12780T (AB184139)

57" Streptomyces althioticus NRRL B-3981T (AY999791)

aeaoejaofwodans

99 /99| TG19 (MG597586)
2|! Streptomyces xinghaiensis S187T (EF577247)

TG18 (MG597587)
TJ30 (MG597580)
Streptomyces setoniiNBRC 13085T (AB184300)

Streptomyces anulatus NRRLB-2000T (DQ026637)
81 TJ12 (MG597581)
Streptomyces pratensis ch24 T (JQ806215)
TJ15 (MG597578)

TJ13 (MG597579)

NBRC13354T (AB184349)
INBRC 13192T (AB184325)

90
Streptomyces peucetius JCM9920T (AB045887)

TG22 (MG597582)

TG5 (MG597583)
85F TG1(MG597584)

TG33 (MG597585)

Brevibacterium sediminis FXJ8.269T (KX356313)

88\ Brevibacterium siliguriense DSM 23676T (LT629766)
99l 7627 (MG597603)

Brevibacterium permense VKMAc-2280T (AY243343)

99| TG12 (MG597577)

a0220Ua0qINIG

3T (AY036001)
TJ21 (MG597576)
9B' Nocardiopsis alba DSM 43377T (ANAC01000044)

ﬁ TG72 (MG597573)
9
TG92 (MG597574)

TF18 (MG597569)

93|l Nocardiopsis aegyptia DSM44442T (AJ539401)
55§ TS2 (MG597572)

TS31 (MG597575)

TF2 (MG597565)

TF12 (MG597562)

TF19 (MG597570)

TF11 (MG597567)

apaoesdopIeooN

67

TF16 (MG597564)
TF5 (MG59751)
TF6 (MG597566)

I TF21 (MG597576)
TF3 (MG597563)

Actinopolyspora salinaria HS05-03 T (AB894336)
99| [~ Actinopolyspora xinjiangensis DSM46732T (jgi.1055186)
76| [ Actinopolyspora erythraeaYIM90600T (JPMVO01000059))
871 TF292 (MG597602)

A infect ArcS1T(A5274307)| Outgroup

yeaoelodsAlodounoy

Figure 10 : Arbre phylogénétique enraciné construit par la méthode de Neighbor-Joining montrant la
relation des isolats du site Tinsilt avec les especes les plus proches des genres Streptomyces,
Nocardiopsis, Brevibacterium et Actinopolyspora. Les valeurs de Bootstrap supérieurs a 50% (aprés 1000
réplications) sont représentées sur les noeuds. Les numéros d’accession de chaque séquence sont
représentés entre parenthéses. Archaeoglobus infectus Arc51est utilisée comme outgroup. L’échelle 0,05
représente le nombre de substitution par position de nucléotide et estime la divergence des sequences. TJ,
TG, TF et TS sont les isolats des concentrations de 2%, 5%,10% et 15%, respectivement.
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Annexe 9. Tableaux détaillés des résultats du nombre de microorganismes isolés.

Nombre des actinobactéries x 10% en UFC/g

Sites d'étude Echantillons NaCl en %

2 5 10 15

EE; 2,7 0,5 3,05 0

Sebkha d'ezzemoul EE; 8,6 4,75 3,7 0

EEs 0 0 0 0

TE; 186 40,8 15,8 0

Chott Tinsilt TE; 0 205 306 0
TE3 0 0 0,1 15

DE; 3,8 22 0 0

Sebkha de Djendli DE, 100 50,1 10 0

DE; 0,2 1 0 0

Nombre des autres bactéries x 10° en UFC/g

Sites d'étude Echantillons NaCl en %
2 5 10 15
EE, 13 6,77 2,98 0,4
Sebkha d'ezzemoul EE; 5,92 0,55 0,38 0,1
EE3 7,47 30,5 0 0,02
TE; 47,1 6,22 2,6 0,002
Chott Tinsilt TE, 1600 23,8 34,6 0,6
TE; 326 0,96 3,8 0,03
DE; 0,53 24,7 0,1 1,23
Sebkha de Djendli DE: 0,24 80 1 0
DE; 912 485 0,8 0,47
Nombre des champignons x 10° en UFC/g
Sites d'étude Echantillons NaCl en %
2 5 10 15
EE: 38 2,89 0,28 0
Sebkha d'ezzemoul EE, 5,5 87,2 0,33 0
EEs 1,05 142 1,07 0
TE; 0,18 74,1 0,15 1,8
Chott Tinsilt TE> 0 33,6 3,55 0
TEs 0,5 10,7 0,01 0,04
DE; 5,05 53 2,81 0,5
Sebkha de Djendli DE; 0,2 0,36 6 1,26
DE; 0 67,3 6,11 2,4
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The main purpose of this research is to study the microbial diversity of actinobacteria, living in “Ezzemoul”
and “Djendli” sebkhas soils. These salt lakes are situated in the east of Algeria and they are microbiologically
underexploited. Such unexplored ecological niches have been considered by many authors as sources of novel
actinobacteria and bioactive molecules. Actinobacteria play an important role in safeguarding the environment
by improving plant growth through nitrogen fixation, biodegradation, and bioremediation. Therefore, studying
the diversity and distribution of actinobacteria in such special environments is important for determining the
ecological and biotechnological roles of these microorganisms. In this article, we focused on the occurrence and
the diversity of actinobacteria from sebkhas using two techniques: cultural and culture-independent (molecular
cloning). The latter are based on phylogenetic analysis of the 16S rDNA gene. Thus, the cultural method allowed
us to obtain 62 isolates: 40 from the “Ezzemoul” site and 22 from the “Djendli” site. These isolates tolerate
mainly 2, 5, and 10% sodium chloride (NaCl) and belong to the genera Nocardiopsis, Streptomyces, and Rhodo-
coccus. Moreover, the molecular cloning gave us 39 clones. Twenty-four clone sequences from “Ezzemoul” site
are affiliated to the genera Demequina, Plantactinospora, Friedmanniella, and Mycobacterium. Also, 15 clone
sequences from “Djendli” site are related to the genera Marmoricola, Phytoactinopolyspora, Streptomyces, and
to an unclassified actinobacterial clone. Some sequences from both sites are related to uncultured clones. In
addition to the data provided by the cultural method, molecular cloning allowed us to have additional informa-
tion about the unknown actinobacteria, uncultured ones as well as on the genera that exist in both sites. So, the
cultural method is complementary to the culture-independent one, and their combination revealed an important
diversity in targeted saline environments. Furthermore, all new isolated strains that tolerate 10% NaCl may have
a very interesting biotechnological potential in the future.
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INTRODUCTION
are halophilic or halotolerant create interest in both taxonomic

Actinobacteria especially actinomycetes are ubiquitous micro-
organisms. They are mainly prevalent in the soil (Oskay et al.
2004). These bacteria are responsible for the degradation of
organic matter and produce many bioactive compounds (Nai-
kpatil and Rathod 2011) such as vitamins, enzymes, antipara-
sitics, antivirals, immunostimulants, immunosuppressants,
nutrients, and cosmetic products. They are well known for
the production of antibiotics. Around 80% of the latter in the
world come from actinomycetes mainly from the genus Strep-
tomyces (Pandey et al. 2004). Several recent studies in Algeria
have proved the importance of certain Actinobacteria in afla-
toxin B1 reduction (Lahoum et al. 2017), enzyme production
(Gasmi and Kitouni 2017), and fungicide degradation (Hocinat
and Boudemagh 2015). Among the Actinobacteria, those that

§ sciendo

and biotechnological point of view.

Extreme ecosystems, not or a little bit exploited, rep-
resent a coveted field of research where rare or new microbial
species that may have an interesting production potential are
targeted. Wetlands are biologically one of the most important
and the most productive ecosystems in the world (Bedford et
al. 1999). There are several important wetlands in Algeria like
chotts, sebkhas, or salt lakes. Among them, 50 have an interna-
tional importance and they are classified as Ramsar sites. Most
of them are endorheic and are qualified for their wide variety
of species (Balla 2012).

In this research, we studied Actinobacteria in two
sites: the Ezzemoul and Djendli sebkhas, which are parts of the
“Hauts Plateaux” region. It is located in the northeast of the
country. This region is characterized by a semiarid climate. So,

41

Unauthentifiziert | Heruntergeladen 21.01.20 11:02 U

©
c
-
-
o
-
c
©
o
Q
o
-
=
L




EUROPEAN JOURNAL OF ECOLOGY

this type of climate causes the salinization of soil (Rengasamy
2006).

The wetlands that have been chosen for this research
are a bit studied and not still very detailed, except some pedo-
logical studies (Chenchouni 2009; Aliat et al. 2016) and several
others studying the diversity of fauna (Aberkane 2014; Bella-
goune 2015), flora (Chenchouni 2009; Neffar et al. 2016), and
certain halophilic microorganisms (Kharroub 2007), including
actinomycetes (Kitouni et al. 2005; Boughachiche et al. 2016).

Until now, there is little or no research on the tax-
onomy of Actinobacteria in the ecosystems chosen for this
study. According to Vartoukian et al. (2010), most of the micro-
organisms that can be observed in the environment are gener-
ally not cultivated by using traditional culture techniques; and
thus, the majority of the microflora remains undetected. This
limitation can be solved by the application of culture-indepen-
dent methods to reveal the presence of non-culturable popu-
lations and estimate microbial diversity in nature (Cocolin et
al. 2013; Hozzein 2015). Nevertheless, culture remains useful
for understanding the metabolism and functions of microor-
ganisms (Pham et Kim, 2012). Therefore, the main aim of this
article is to explore the actinobacterial biodiversity in the soil of
the Ezzemoul and Djendli sebkhas, using cultural and culture-
independent (the culture-independent approach is molecular
cloning) approaches. These two approaches are based on phy-
logenetic analysis of the 16S rDNA gene.

1. MATERIALS AND METHODS

1.1. Sampling

According to the Pochon and Tardieux (1962) method, six soil
samples were taken in the northeastern region of Algeria from
two different sites: the Ezzemoul sebkha (latitude: 35° 53’ 14"
North, longitude: 06° 30’ 20" East) and the Djendli sebkha (lati-
tude: 35° 43’ 15” North, longitude: 06° 32’ 23" East). Samples
were frozen in the field and stored during transport on dry ice
for molecular work. Those intended for the other works were
kept at 4°C.

1.2. Physicochemical analysis of samples

According to referenced methods, three samples of soil from
each site were subjected to physicochemical analyses of pH
(Pochon and Tardieux 1962), of electrical conductivity (EC)
(Richards 1954), of moisture and organic matter content (Lee
and Hwang 2002), and of particle size (Dupain et al. 2000).

1.3. Isolation, enumeration, and conservation of Actinobac-
teria

After drying, 2 g of soil of each sample were diluted four times in
sterile physiological water (NaCl 9 g/L) and homogenized. Each
dilution (100 pL) was spread on the surface of ISP5 medium
(Shirling and Gottlieb 1966) supplemented with 2, 5, 10, and
15% NaCl in order to target the slight, moderate, and extreme
halophilic actinomycetes; an antifungal agent (nystatin at 50
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ug/L) and an anti-Gram-negative antibacterial agent (polymyx-
in at 20 pg/L). Petri dishes were incubated at 30 °C for 3 weeks.
Actinobacterial colonies were enumerated using an automatic
counter and estimated in CFU/g. They were purified and stored
at -20°C on the same antibiotic-free isolation medium and in
the presence of 50% (v/v) glycerol.

1.4. Genomic DNA extraction and 16S rDNA amplification of
actinobacterial isolates

From the genomic DNA extracted by heat shock technique
(Queipo-Ortufio et al. 2008), the gene 16S rDNA was amplified
by polymerase chain reaction (PCR), using the universal prim-
ers 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) and 1492R (5’-GGT-
TACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane 1991). The PCR was carried out
in a thermocycler (Eppendorf) in a final volume of 25 pL con-
taining 16.35 pL of sterile pure water (Sigma Life Science), 2.5
pL of the 10X buffer with 15 mM magnesium chloride (MgCl,)
(Roche), 2 uL (2.5 mM) deoxynucleoside triphosphate (dNTP)
(Roche), 2 pL (10 uM) of each primer (GATC Biotech), 0.15 pL of
AmpliTag DNA polymerase 5U/uL (Roche), and 2 uL of extract-
ed DNA. The PCR program is as follows: 4 min at 95°C (initial
denaturation), followed by 30 cycles of 30 s at 94°C (denatur-
ation), 1 min at 54°C (hybridization), 1 min at 72°C (elongation),
and then 10 min at 72°C (final elongation).

1.5. Environmental DNA extraction, actinobacterial 16S rDNA
amplification, and cloning

The whole DNA was extracted from 500 mg of each soil sam-
ple using the FastDNA™ Spin Kit for Soil and the FastPrep® in-
strument (MP Biomedicals) according to the manufacturer’s
recommendations. The extracted DNA was purified using the
Illustra™ MicroSpin™ S-400 HR Columns Kit (GH Healthcare),
according to the manufacturer’s instructions. The 16S rDNA
gene (approximately 640 bp) was amplified by PCR using ac-
tinobacterial specific primers S-C-Act-235-a-S-20 (5-CGCG-
GCCTATCAGCTTGTTG-3" forward) and S-C-Act-878-a-A-19
(5'-CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3, reverse) (Stach et al. 2003).
The PCR mixture (50 pL) contains 37.7 pL of sterile pure water
(Sigma Life Science), 5 L of the 10X buffer with 15 mM MgCl,
(Roche), 2 uL (500 pg/uL) T4gp32 Bulk (MP Biomedicals), 1 uL
(10 mM) of dNTP (Thermo Fisher Scientific), 1 uL (10 uM) of
each primer (Eurofins Genomics), 0.3 pL of AmpliTaq DNA poly-
merase 5U/uL (Roche), and 2 uL of purified extracted DNA. The
amplification was carried out using the touchdown protocol:
4 min at 95°C (initial denaturation), 10 cycles (during which
the hybridization temperature decreased by 0.5°C/cycle): 45
s at 95°C (denaturation), 45 s at 72°C (hybridization), and 1
min at 72°C (elongation), followed by 20 other cycles with the
same preceding steps except that the hybridization tempera-
ture was 68° C, and then 5 min at 72°C (final elongation). Two
separate PCR amplifications were performed for each sample.
Their products were pooled and purified by the GenElute™ PCR
Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s
instructions. The pooled and purified amplicons were first
cloned using the pGEM®-T and pGEM"-T Easy Vector Systems
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(Promega) using the pGEM’-T Vector and E. coli JM109 high-
efficiency chemical-competent cells, according to the manu-
facturer’s recommendations. Second, cloning was carried out
using TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen, Life
Technologies) with E. coli electro-competent cells (One Shot”
DH5a™-T1R) according to the manufacturer’s instructions. All
positive clones were selected and examined by colony PCR us-
ing the vector-specific primers.

1.6. Purification, sequencing, and sequences analysis

The PCR products from the cultural and culture-independent
methods were purified according to the protocol of the II-
lustra™ ExoStar™ 1-Step Kit (GE Healthcare, Life Sciences)
and sequenced. Sequencing was conducted in the sequencer
(AB3730, 48 capillaries, Applied Biosystems) according to the
Big Dye Terminator protocol Kit ver.3.1 (Applied Biosystems).

All sequences were analyzed by ChromasPro soft-
ware ver.1.5 (Technelsium Pty Ltd). Clone sequences were ana-
lyzed and corrected manually. Primers and vector sequences
were eliminated, and the chimeric sequences were verified
by DECIPHER’s Find Chimeras online tool (Wright et al. 2012).
Non-chimeric sequences were compared to other sequences
in the EzBioCloud database (Yoon et al. 2017) as well as to
GenBank of the NCBI site by the BLAST program (Altschul et al.
1990). Multiple alignment of sequences was achieved by the
CLUSTAL X 2.0.12 program (Larkin et al. 2007). The results of
multiple alignment by the CLUSTAL X program of the 16S rDNA
gene sequences showed that the sequences did not have the
same length. This required manual corrections before their use
by the MEGA software, which uses the algorithm of progres-
sive multiple alignment CLUSTAL W. It has been proved that the
quality of the alignment could have an impact on the final tree.
So, it is as important as the method of construction used and
it can be more important (Ebihara et al. 2006). The prepara-
tion of an alignment of quality is, therefore, a critical step in
any phylogenetic analysis. The rooted phylogenetic trees were
constructed with the MEGA ver.6.0.6 program (Tamura et al.
2013). According to the neighbor-joining method (Saitou and
Nei 1987), the distance matrix was computed according to the
Kimura model with two parameters (Kimura 1980). Topology of
trees was evaluated by bootstrap analysis with 1000 replicates
(Felsenstein 1985).

All actinobacterial sequences appear in GenBank
with accession numbers MG597500 to MG597561 for culti-
vated isolates and MG601182 to MG601220 for uncultured
clones.

Table 1. Physicochemical characteristics of soil samples

2. RESULTS

2.1. Physicochemical analyses of soil samples

The average values of the physicochemical characteristics of
the soil samples of the Ezzemoul and Djendli sebkhas are pre-
sented in Table 1.

Referring to the pH interpretation scale (Gagnard et
al. 1988) and EC values (Richards 1954), the soils of the Ezze-
moul and Djendli sebkhas are alkaline and extremely salty. Ac-
cording to the Lee and Hwang (2002) classification, our soils
are characterized by low rates of moisture and organic matter.
According to the triangle of mineral textures (Eswaran et al.
2002), the texture of these soils is silty-clayey-sandy.

2.2. Enumeration of actinobacterial isolates

The average values of the number of Actinobacteria that de-
veloped on the ISP5 culture medium containing different con-
centrations of salt (Table 2) vary from 0 to 34.7 x 10* (CFU/g)
in “Djendli” site and are higher than those of “Ezzemoul” site,
which vary from 0 to 5.65 x 10* (CFU/g). However, the total
number of colonies that could have been purified and stored
for this study is higher in the Ezzemoul site (40) than that in the
Djendli site (22). In both sites, no colony was counted at 15%
NaCl concentration. The greatest number of Actinobacteria
was observed at 2% NaCl concentration.

2.3. Phylogenetic analysis of actinobacterial isolates

The 16S rRNA genes of 62 actinobacterial isolates were se-
quenced: 40 of “Ezzemoul” sebkha and 22 of “Djendli” sebkha.
Sequence analysis of “Ezzemoul” site (Figs 1 & Al) revealed
the presence of three genera: Nocardiopsis, Streptomyces, and
Rhodococcus. The genus Nocardiopsis dominates with 95% of
isolates, which belong to four different species.

Thus, almost half of the isolates are affiliated to the
N. dassonvillei species with identity percentages of 98.38-
99.93%, followed by 35% of N. lucentensis with 99.35—-100%
identity, 10% of N. aegyptica with 99.07-99.57% identity, and
2.5% (one isolate) of N. synnemataformans (with 100% iden-
tity).

The identity percentage 98.38% of isolate ED43 with
N. dassonvillei is below the threshold 98.7% that separates the
new species (Stackebrandt and Ebers 2006). Thus, this isolate
could represent a new taxon of the Nocardiopsis genus.

Single isolates ES72 and ES42 are related respectively
to R. corynebacterioides species of the genus Rhodococcus
(with 99.49% identity) and S. cavourensis species of the genus
Streptomyces (with 99.42% identity).

Electrical Conduc-
Study sites H .. M* (% O.MT (% Sand (% Silt (% Clay (%
Y g tivity (EC) (dS/m) (%) (%) (%) (%) y (%)
Ezzemoul sebkha 8.56 16.26 6.01 6.03 52.76 22.39 24.85
Djendli sebkha 8.03 11.57 6.16 5.82 30.97 32.7 36.33
*M: moisture; tO.M: organic matter
43

Unauthentifiziert | Heruntergeladen 21.01.20 11:02 UTC



EUROPEAN JOURNAL OF ECOLOGY

Table 2. Enumeration of the Actinobacteria isolated from “Ezzemmoul” and “Djendli” sebkhas depending on the concentrations of NaCl added to the ISP5 medium

Study sites ISP5 supplemented with NaCl in % Number of Actinobacteria x 10* (CFU/g)
2 5.65 (16)*
Ezzemoul sebkha 5 2.62 (4)*
10 3.37 (20)*
15 0
2 34.7 (11)*
*
Djendli sebkha 5 24.4 (11)
10 3.33(0)
15 0

*Values in brackets represent the number of purified and preserved colonies

The sequences’ analysis of the Djendli site (Figs 1 &
A2) detected the same genera Nocardiopsis and Streptomyces
already found in the Ezzemoul site, except that in the Djendli
site it is the genus Streptomyces that dominates with 81.82% of
the isolates. The latter are divided into six different species: S.
xantholiticus (27.27%), S. albidoflavus (18.18%), S. thinghiren-
sis (18.18%), S. marokkensis (9.1%), S. philanthi (4.54%), and S.
violascens (4.54%). ldentity percentages of isolates with these
species are respectively 99.21-99.43%, 99.71%, 99.55-100%,
98.98-99.78%, 99.54%, and 99.5%.

In addition to its presence in the Ezzemoul site, the
species N. aegyptica of the genus Nocardiopsis is also detected
in the Djendli site and is related to 18.18% of the isolates with
99.71-99.79% identity.

2.4. Phylogenetic analysis of actinobacterial clones

Due to an insufficient number of recombinant colonies, we
have used two methods of cloning. Twelve clones are from the
first method (using the pGEM®-T vector) and 48 are from the
second method (using the pCR"4Blunt-TOPQO" vector). The to-
tal of 60 clones was sequenced and subjected to phylogenetic
analysis, based on 16S rDNA. Twenty-one chimeric sequences
were removed from the study. All sequences could be re-
grouped into seven families of Actinobacteria: Demequinaceae,
Streptomycetaceae, Micromonosporaceae, Jiangellaceae, My-
cobacteriaceae, Propionibacteriaceae, and Nocardioidaceae.
Adding to that, there is a group of unclassified Actinobacteria
and two clusters composed of members do not belong to the
class Actinobacteria (Figs 2 & A3).

The 24 clones derived from the soil of Ezzemoul (EZ)
site are affiliated to uncultured clones (20.83%) and the follow-
ing four genera: Demequina (dominant with 62.5%), Friedman-
niella (4.16%), Mycobacterium (4.16%), and Plantactinospora
with 12.5%. The latter corresponds to clones EZ1, EZ10, and
EZ16, which are related to the clone obtained from the alkaline
saline soil of Lake Texcoco in Mexico (Valenzuela-Encinas et al.
2009). These genera belong respectively to the different fami-
lies: Demequinaceae, Propionibacteriaceae, Mycobacteriaceae,
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and Micromonosporaceae. 16.16% do not belong to the class of
Actinobacteria (cluster | and Il) (Figs 2 & A3).

Concerning the soil of the Djendli (DJ) site and from
15 clones, three genera were detected: Marmoricola (13.33%),
Phytoactinopolyspora (6.66%), and Streptomyces (6.66%). They
belong respectively to the families: Nocardioidaceae, Jiangel-
laceae, and Streptomycetaceae. The clone DJ77 (6.66%) is an
unclassified actinobacterium. These results, and in particular
those of genera, are very different from those found in the Ez-
zemoul site. Contrary to the latter, more than half of the clones
(66.66%) of the Djendli site do not belong to the class Actino-
bacteria (cluster | and Il) and the majority of them (73.33%) are
linked to uncultured clones (Figs 2 & A3).

3. DISCUSSION
The physicochemical analysis (Table 1) showed that the soils of
“Ezzemoul” and “Djendli” sebkhas are mainly characterized by
their very high salinity and their alkaline pH. The phenomenon
of salinization is not only due, chiefly, to the rarity of the rain
that is used to transport the salts, but also to the high rates
of evaporation that are characteristic of regions with arid and
semiarid climate. These soils are also silty-clayey-sandy and
have low rates of moisture and organic matter. In general,
our results are consistent with those reported by Chenchouni
(2009) and Aliat et al. (2016). The physicochemical charac-
teristics may act as potential factors influencing the number,
growth, and composition of the actinobacterial community in
the studied soils.

After isolation and counting of actinobacteria
(Table 2), it is 2% NaCl concentration that allowed us to obtain
the greatest number of bacteria in “Djendli” (34.7 x 10*CFU/g)
and “Ezzemoul” (5.65 x 10* CFU/g) sebkhas. Forty viable actino-
bacteria were recovered from the salty soils of “Ezzemoul” and
22 from those of “Djendli.” Our results are higher than those
found by Okoro et al. (2009) in salty soils of Chile, who used dif-
ferent recovery media. Also, our isolates tolerate only 2, 5, and
10% NaCl. It can therefore be concluded that the bacteria in
this study are slight and moderate halophiles or halotolerants.

Unauthentifiziert | Heruntergeladen 21.01.20 11:02 UTC



EUROPEAN JOURNAL OF ECOLOGY

ED42 (MG597508)
|- ED15 (MG597516)
EDG (MG597510)
ED10 (MG597509)
ED41 (MG597507)
ED28 (MG597501)
|- ED14 (MG597514)
ED35 (MG597505)
|- ED30 (MG597517)
54| ED29 (MG597511)
EDS (MG597504)
ED1 (MG597513)
ED2 (MG597500)
- ED43 (MG597518)
ED44 (MG597515)
ED46 (MG597502)
ED40 (MG597503)
ED39 (MG597508)

w

°1

&5 T4 illel subsp.
ED32 (MG597512)

-
]

99 ED23 (MG597519)
EC13 (MG507528)
EOS (MG597533)
| E012 (MGs9TS527)
EC15 (MG597526)
EO19 (MG597530)

Lo
 EO16 (MG597529)

100

100

100 [l— ES72 (MG597538)

2 EO17 (MG597532)

56
EOQ9 (MG597523)

7
EO4 (MG597531)

DH14 (MG537543)
74| DK15 (MG597541)
54 EO10 (MG597536)
EO6 (MG597534)
4 [ ED1 (MG597535)
EO3 (MG597537)
99 - DK13 (MG597547)
2] |:n KAT (MG597548)
9%

Streptomyces xantholiticus NBRG13354(T) (AB184349)

| ES42 (MG597539)

100! Streptomyces cavourensis NBRC13026(T) (AB184264)

[~ DK21 (MG597550)

9 | Candi hilanthi triangulum (DQ375802)
DH24 (MG597551)
2| DH20 (MG597554)
100 | DH3 (MG597555)
ISfmptamysﬁs violascens ISP5183(T) (AYD99737)
&9 | Streptomy D (T) (Z76876)

+4 | DH4 (MG597556)
55| | DH13 (MG59755T)
Streptomyces marokkonensis Ap1(T) (AJ365470)
DH7 (MG597558)
Streptomyces thinghirensis DSM41919(T) (FM202482)

Loa

LHY
DK11 (MG597561)
_HLT)K! (MG597559)

4| DK23 (MG597560)

cor

fifel DSM43111(T) (ABUIO1000017)|

p: DSM44143(T) (ANAWD1000308)

| Nocardiopsis lucentensis DSM4404(T) (ANBC01000932)

Nocardiopsis aegyptica DSM44442(T) (AJ539401)

DSM20151(T) (AF430086)

o885 RIEI0 N

Streptomycefaceas

‘ Nocardiaceae

ticola ATCC35508(T) (X?4699]| QOutgroup

Figure 1. Neighbor-joining tree showing the phylogenetic relationships between the nearly complete 16S rRNA gene sequences isolated from
“Ezzemoul” (EO, EC, ES, ED) and “Djendli” (DK, DH) sebkhas and their closely related sequences from the EzBioCloud database. The very close se-
quences are not represented on the tree. Bootstrap values above 50% (for 1000 replications) are shown. The scale bar indicates 0.02 substitutions
per nucleotide position. (EO, DK), (EC, ES, DH), and ED are isolates from 2%, 5%, and 10% of NaCl concentrations, respectively. Salinivibrio costicola

(X74699) is used as an outgroup.
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The results of the cultural method and molecular
cloning revealed the presence of several genera and groups of
actinobacteria in the sites of Ezzemoul and Djendli. It should be
noted that the species Streptomyces thinghirensis, Candidatus
Streptomyces philanthi, and Marmoricola pocheonensis, iden-
tified from both methods, were detected for the first time in
the extremely salty soils. After culture, phylogenetic analysis
of the 16S rDNA sequences of “Ezzemoul” and “Djendli” iso-
lates (40 and 22, respectively) showed the existence of three
genera: Nocardiopsis, Streptomyces, and Rhodococcus (Figs 1,
Al, & A2). In the salty soil of Ezzemoul (Figs 1 & Al) it is the
genus Nocardiopsis that dominates with more than 90% of se-
quences. These sequences are represented by four species: N.
dassonvillei (50% of sequences), followed by N. lucentensis, N.
aegyptica, and N. synnemataformans with identity percentages
ranging from 98.7 to 100%. The genus Rhodococcus represents
a minority and is detected only in “Ezzemoul” site. On the other
hand, in the salty soil of Djendli (Figs 1 & A2), it is the genus
Streptomyces that dominates with more than 80% of the se-
quences. These sequences belong to six species: S. xantholiti-
cus, S. albidoflavus, S. thinghirensis, S. marokkensis, S. philan-
thi, and S. violascens with identity percentages ranging from
99.21% up to 100%. Many species of Nocardiopsis are of a halo-
tolerant nature, and they are isolated from desert soils and ma-
rine environments (Bennur et al. 2016). Those of Streptomyces
can adapt to high salt concentrations in soils (Sudnitsyn 2009).
Studies have reported that members of the genus Nocardiopsis
were predominant in some desert soils in Algeria (Meklat et al.
2011) and in saline soil in China (Lv et al. 2006). Those of the
genus Streptomyces were predominant in other saline soils in
China (Cai et al. 2009) and in India (Jose and Jebakumar 2013).
Rhodococcus species can occupy several habitats such as soil,
water, air, plants, and animals. Some have been found in the
marine environment (Li et al. 2012) and very few have been
described in saline soils (Tancsics et al. 2017).

Regarding the culture-independent method, phylo-
genetic analysis allowed us to retain 39 clone sequences. In
“Ezzemoul” sebkha (Figs 2 & A3), there are nearly 21% of un-
cultured clones and four genera: Demequina, Plantactinospora,
Friedmanniella, and Mycobacterium. The genus Demequina has
already been found by cultivation methods in the marine envi-
ronments of South Korea (Park et al. 2016) and Japan (Hamada
et al. 2013), in the saline soil of the Japanese mangrove (Mat-
sumoto et al. 2010), in a salt marsh plant in Portugal (Fidalgo
et al. 2016), and even in the permafrost of the Arctic Highlands
of Norway (Finster et al. 2009). Plantactinospora species have
been mainly isolated from Chinese plants (Guo et al. 2016).
The genus Friedmanniella has been isolated in China from an
unsalted soil (Zhang et al. 2013) and from various habitats in
the world such as plants (Tuo et al. 2016), activated mud moss
(Maszenan et al. 1999), sandstone (Schumann et al. 1997), air
(Kim et al. 2016), hypersaline lake water (Lawson et al. 2000),
and spiders and their webs (Iwai et al. 2010). The genus Myco-
bacterium is known for its pathogenicity in human beings and
animals. It is mostly isolated from clinical specimens (Vasireddy

et al. 2016). Some are isolated from soil and water (Peeters
et al. 2016). The species M. algericum has been discovered
for the first time in Algeria in goat lung lesions (Sahraoui et al.
2011). In “Djendli” sebkha, there are three genera: Marmori-
cola, Phytoactinopolyspora, Streptomyces, and an unclassi-
fied actinobacterium (DJ77). Most clones are uncultured (over
70%).The genus Marmoricola comes from several places in the
world such as the agricultural (M. pocheoensis) and forest soils
(Dastager et al. 2008; Lee et al. 2016), the marine environment
(Maszenan et al. 1999), marble (Urzi et al. 2000), and volcanic
ashes (Lee et al. 2011). The genus Phytoactinopolyspora was re-
cently discovered in China. The known species are halotolerant.
Some are isolated from saline soils (Ji et al. 2017) and others
are derived from plants (Li et al. 2015). Several species of the
genus Streptomyces were detected by the cultural method and
only one (S. glaucus) was found by molecular cloning. Several
clones in both sebkhas do not belong to the class Actinobacte-
ria and are represented by two Clusters (Figs 2 & A3). Cluster
| represents a phylotype that does not have a valid name yet.
Ghai et al. (2013) suggested a new subclass “Candidatus Acti-
nomarinidae” with an Actinomarinales order, which includes
uncultured marine Actinobacteria with low GC%. However, this
division does not still exist in the classification. Cluster Il rep-
resents unclassified members of the family lamiaceae of the
class Acidimicrobiia belonging to the phylum Actinobacteria
(Norris 2012).The members linked to these two clusters are not
a part of the class Actinobacteria, whereas the primers used in
this study are supposed to be specific to this class (Stach et al.
2003). This could be explained by the lack of specificity of these
primers. This point has already been reported by Song et al.
(2009), while other researchers (Piao et al. 2008) have found
the efficiency of these primers.

The results obtained by the cultural method are
clearly different from those achieved by the culture-indepen-
dent method (molecular cloning) in the two study sites, except
from the genus Streptomyces that was reported simultaneously
by both methods in the Djendli site. Therefore, the cultural
method is complementary to the culture-independent method
and their combination can give a good description of the acti-
nobacterial diversity in the salty soils of sebkhas. Based on the
comparison of the two methods, our results may agree with
those of other researchers (Borsodi et al. 2013) who studied
the diversity of Bacteria and Archaea in saline environments.

4. CONCLUSIONS

This research was the first to study the diversity of Actinobac-
teria in “Ezzemoul” and “Djendli” sebkhas soils in Algeria by
combining two methods: one cultural and the other by mo-
lecular cloning. Based on the 16S rRNA gene, our primary data
indicated that the actinobacterial community is very diverse.
Besides the genera Streptomyces and Nocardiopsis found in
the two studied sites (with the probability of the presence of
a new species of the genus Nocardiopsis in the Ezzemoul seb-
kha), many other different genera were detected with some
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unknown members and not belonging to the class Actinobac-
teria. In addition, all our new isolates that tolerate 10% NaCl
may be important candidates for biotechnological applications.
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Figure Al. Neighbor-joining tree showing the phylogenetic relationships between the nearly complete 16S rRNA gene sequences isolated from “Ez-
zemoul” sebkha and their closely related sequences from the EzBioCloud database. All sequences are represented. Bootstrap values above 50% (for
1000 replications) are shown. The scale bar indicates 0.02 substitutions per nucleotide position. EO, (EC, ES), and ED are isolates from 2%, 5%, and
10% of NaCl concentrations, respectively. Salinivibrio costicola (X74699) is used as an outgroup.
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Figure A2. Neighbor-joining tree showing the phylogenetic relationships between the nearly complete 16S rRNA gene sequences isolated from
“Djendli” sebkha and their closely related sequences from the EzBioCloud database. All sequences are represented. Bootstrap values above 50%
(for 1000 replications) are shown. The scale bar indicates 0.02 substitutions per nucleotide position. DK and DH are isolates from 2% and 5% of NaCl
concentrations, respectively. Salinivibrio costicola (X74699) is used as an outgroup.
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Figure A3. Neighbor-joining tree showing the phylogenetic relationships between the partial actinobacterial 16S rRNA gene sequences cloned
from “Ezzemoul” (EZ) and “Djendli” (DJ) sebkhas and their closely related sequences from the EzBioCloud database. All sequences are represented.
Bootstrap values above 50% (for 1000 replications) are shown. The scale bar indicates 0.02 substitutions per nucleotide position. M1 and M2 re-
spectively represent the first and second cloning methods whose clones are derived. Salinivibrio costicola (X74699) is used as an outgroup.
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Etude de la biodiversité des bactéries actinomycétales dans les zones
humides d’Ezzemoul, Djendli et Tinsilt par des approches culturales et
moléculaires

Résumé

Une combinaison de techniques culturale et indépendante de la culture (métagénomique par
clonage moléculaire), a été utilisée pour étudier la biodiversité des actinobactéries halophiles et
halotolérantes, vivant dans les sols de la sebkha d’Ezzemoul, du chott Tinsilt et de la sebkha de
Djendli (situés dans le Nord-Est de 1’Algérie). Ces écosystémes sont principalement,
extrémement salés, alcalins, avec des taux faibles d’humidité. Selon 1’analyse phylogénétique
des séquences du geéne de I’ADNr 16S : 40 isolats du site Ezzemoul sont assignés aux especes
des genres Nocardiopsis (dominant), Streptomyces et Rhodococcus ; 42 autres isolats du site
Tinsilt sont attribués a Streptomyces (dominant), Nocardiopsis, Actinopolyspora et
Brevibacterium ; et 22 isolats du site Djendli appartiennent aux mémes genres Streptomyces
(dominant) et Nocardiopsis. Parmi tous ces isolats, il y a une forte probabilité de la présence de
nombreuses nouvelles especes. De plus, 24 ségquences de clones dérivées du site Ezzemoul, sont
affiliéces aux genres Demequina (dominant), Plantactinospora, Friedmanniella et
Mycobacterium. Aussi, 15 séquences de clones issues du site Djendli, sont reliées aux genres
Marmoricola, Phytoactinopolyspora et Streptomyces; et a un clone d’actinobactéries non
classifié. Certaines séquences (des deux sites) sont apparentées a des clones non cultivables
et/ou n’appartenant pas a la classe Actionbacteria (dominants dans le site Djendli). Par ailleurs,
les isolats obtenus a partir des trois sites d’étude, sont : halophiles et halotolérants modérés,
mésophiles, neutrophiles ou acido-alcali-tolérants. Plusieurs d’entre eux peuvent produire en
méme temps, des enzymes extracellulaires hydrolytiques comme la cellulase, [’amylase, la
lipase, la pectinase et les protéases ; ainsi que des molécules bioactives contre les bactéries a
Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) et les champignons (Candida albicans
et Aspergillus niger). Les résultats de cette recherche montrent une grande diversité
taxonomique, physiologique et métabolique des actinobactéries, provenant de sebkhas et de
chott. Ces bactéries peuvent donc, étre d’excellentes candidates pour de futures applications
biotechnologiques.

Mots clés : Biodiversité, lacs salés, actinobactéries halophiles, actinobactéries halotolérantes,
métagénomique, clonage, biotechnologie.
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