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Résumé

Un total de 16 isolats provenant d’une collection d’actinobactéries isolées du sol par
Meklat a été étudi¢ de point de vu taxinomique et potentiel antagoniste.

La taxinomie des 16 actinobactéries a été étudiée en utilisant une approche polyphasique
basée sur les caractérisations morphologique, physiologiqueet moléculaire (séquencage et
analyse phylogénétique de I’ADN ribosomique 16S).Les résultats obtenus nous ont permis de
classer nos isolats danssix genres fréquents a rares; Streptomyces (9 souches), Streptosporangium
(3 souches), Microbispora (1 souche), Nocardia (1 souche), Nocardiopsis/ Saccharothrix (1
souche) et un genre non identifié¢ (1 souche).Une des souches deStreptomyces et les trois souches
de Streptosporangium partagent de faibles similarités d’ADNr 16S (inférieure a 98,65 %) avec
les especes les plus proches de chaque genre, ce qui confirme la présence d’au moins 4 nouvelles
especes.

Le potentiel antagoniste des 16 souches d’actinobactéries a été évalué contre huit germes-
cibles sur le milieu ISP2 par la technique des cylindres d’agar. 12souches (75 %) se sont
montrées actives contre au moins un germe-cible.L’activité antimicrobienne est estimée a 100 %
desStreptomyces et Nocardiopsis/ Saccharothrix et33,3% desStreptosporangium. L’activité
antibactérienne est obtenue uniquement contre les bactéries a Gram positif et elle est
relativement plus intéressante que 1’activité antifongique.

L’évaluation du potentiel antagoniste des 16 souches d’actinobactériesen utilisant des
cylindres d’agar provenant des milieux synthétiques constitués de quelques sucres qui favorisent
leur croissance contre trois germes-cibles a montré que62,5 % des souchessont actives, ce quiest
inférieur par rapport a 1’activité obtenu sur le milieu ISP2.Cependant, certaines souches inactives
sur ISP2 ont montré une activité sur le milieu synthétique additionné des sucres comme est le cas

de la souche DS.

Mots clés: Actinobactéries, taxinomie polyphasique, antagonisme, milieu synthétique, milieu

complexe.
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Abstract

A total of 16 isolates coming from a collection of actinobacteria isolated by Meklat
was studied from a taxonomic and an antagonistic potential point of view.

The taxonomy of the 16 actinobacteria was studied using a polyphasic approach based
on the morphological, physiological and molecular (sequencing and phylogenetic analysis of
the 16S ribosomic DNA) characterisations.The obtained results enabled us to class our
isolates under 6 frequent to rare genera; Streptomyces (9 strains), Streptosporangium (3
strains), Microbispora (1 strain), Nocardia (1 strain), Nocardiopsis/ Saccharothrix (1 strain)
and a non-identified genus (1 strain). One of theStreptomycesstrains and the
threeStreptosporangiumstrains had low 16S rDNA similarities (inferior to 98.65 %) to the
closest species of each genus, this which confirms the presence of at leastfour (4) new
species.

The antagonistic potential of the 16 actinobacterial strains was evaluated against eight
target-germs on ISP2 medium by the agar cylinder method.12 strains (75 %) were active
against at least one target germ. The antimicrobial activity is estimated at 100 %
forStreptomycesandNocardiopsis/  Saccharothrixandat  33.3%  forStreptosporangium.
Antibacterial activity was obtained only against the Gram positive bacteria and it is relatively
more interesting than the antifungal activity.

Evaluation of the antagonistic potential of the 16 actinobacterial strains against three
target germs while using agar cylinders coming from synthetic media supplimented with
some sugars which favour their growth showed that 62.5 % of the strains are active, this
which is inferior compared to the activity obtained on the ISP2 medium. However, some
inactive strains on ISP2 medium showed activity on the synthetic medium added with sugars

as it is the case for strain DS.

Keywords: Actinobacteria, polyphasic taxonomy, antagonism, synthetic medium, complex

medium.
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Introduction

INTRODUCTION

Actinobacteriaest 1’'un des phylamajeurs du domaine Bacteria d’apres I’analyse baséesur
le géne codant pour ’ARNr 16S (Garrityet Holt, 2001; Ludwig etKlenk, 2005;Zhiet al., 2009).
Ce taxonregroupe des organismes qui sont phénotypiquement divers avec des propriétés
morphologiques variées s’étendant des cocci aux mycélia hautement différentiés La composition
en G + C de I’ADN des membres de ce phylum est élevée (elle varie d’environ 50% jusqu’a plus

de 70%) (Bergey’sManual, 2012).

Les actinobactéries sont énormément distribués dans les habitats aquatique et terrestre
(Goodfellowet Williams, 1983; Williams et al., 1984; Stachet Bull, 2005), y compris les habitats
extrémes tels que les sédiments marins profonds(Pathom-areeet al., 2006), les sols des déserts
hyper-aridescomme le désert d’Atacama et le désert de Sahara(Okoroet al., 2009; Meklatet al.,
2011). Ils sont en particulier fréquents dans le sol, jouant des réles dans la dégradation de la
matiere organique et des molécules récalcitrantes(Goodfellowet Simpson, 1983; Goodfellowet
Williams, 1983). D’autres actinobactéries sont des pathogenes pour I’Hommeet les animaux
(Dermatophilus) (Garcia et Isenberg, 2007) et pour les plantes (ex: Rhizoctonia), des
commensaux des plantes (ex: Leifsonia), des symbiotes (ex: Frankia) et des commensaux du

tractus gastro-intestinale (ex: Bifidobacterium) (Bergey’sManual, 2012).

Ces microorganismes ont une capacité considérable de produire une variété des
métabolites secondaires (Solankies al., 2008) a activité biologique comme les antitumoraux
(Chang et al., 2011), les antioxidants(Karthiker al., 2013), les immunosuppressifs(Berdy, 2005)
et surtout les antibiotiques (Solankiet al., 2008). En fait, depuis la découverte des antibiotiques a
partir des actinobactéries telluriques par Waksman et Woodruff (1940), 70% des métabolites
secondaires a été obtenuepar ce groupe (Subramani et Aalbersberg, 2012)et ils sont
vraisemblablement le groupe le plus important parmi les microorganismes qui produisent les
antibiotiques (Suzuki et al, 1994; Takahashi et Omura, 2003; Demain 2006). Parmi les
actinobactéries, le genre Streptomycesest le plus grand producteur d’antibiotiques (Okami and
Hotta 1988; Soleckaer al., 2012). Cependant, d’autres genres rares comme Nocardia,
Nocardiopsis etStreptosporangium produisent un nombre ¢levé

d’antibiotiquesintéressants(Genilloudet al., 2010).



Introduction

L’apparition de nouvelles souches bactériennes résistantes ou multirésistantes aux
antibiotiques cliniquement utilisés comme la souche K44 de Klebsiellapneumoniae(Touati,
2006);’incidence accrue des infections fongiques en particulier chez les patients
immunodéprimés comme des souches non-albicans de Candidaspp. causant la candidose
invasive(Lowet Rotstein, 2011);la pathogénicit¢ de quelques champignonsqui ont étés
originellement non pathogeénes pour I’homme (Bauda et Monfort, 2004) et le développement de
la résistance aux antifongiques comme le cas de Candida glabrata(Vandputte, 2008)malgré le
nombre réduit d’antifongiques utilisables en thérapeutique; et la toxicité de certains antibiotiques
d’entre eux (Berdy, 1989;Accoceberry et Noél, 2007) ont incité 1’industrie pharmaceutique et les
laboratoires de recherche a trouver de nouvelles molécules plus efficaces et moins toxiques

(Cabocheet al., 2008).

Cette thématique et I’'un des axes de recherche du laboratoire de biologie des systémes
microbiens qui nous a fourni une collection d’actinobactéries isolées par Meklat (travaux en
cours) pour les étudier de point de vue taxonomique (identification polyphasique) et évaluation

de leur potentiel antagoniste.

Ce travail est présenté en trois parties:

La premiére partie est réservée a une synthése bibliographique portant sur les
actinobactéries. Nous avons présenté¢ leur distribution,leur taxonomie avec la description de
quelques genres et leur importance.

La deuxiéme partie est correspondante a la description du matériel et des méthodes
utilisés.

Dans la troisiéme partie, il y a les résultats et les discussions. Ils concernent 1’étude
taxonomique polyphasiquedes souches d’actinobactéries. Les souches ont également fait 1’objet
d’une étude de leur pouvoir antagoniste par la mise en évidence de leur activité antibiotique
contres des germes-cibles et par larecherche de I’influence de nombreux sucres sur la production

d’antibiotiques par ces souches.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. DEFINITION ET DISTRIBUTION DES ACTINOBACTERIES

1. Définition des Actinobactéries

Les actinobactéries (anciennement appelées actinomycetes) ont été souvent considérées
comme un groupe de microorganismes intermédiaires entre les vrais champignons et les
bactéries (Waksman, 1950). Cependant, la découverte de leur structure cellulaire fine
(procaryote) et de la composition chimique de leur paroi, a partir de 1950, a permis par la suite
de les classer définitivement parmi les bactéries(Wellington et Ul-Hassan, 2009).

Des définitions actualisées ont été rapportées par les différentes éditions du manuel de
Bergey. Dans I’édition de 2012 de ce manuel, les actinobactéries sont définies comme étant des
bactéries a Gram positif ayant un taux élevé en guanine + cytosine (supérieur a 55%) et qui
forment un groupe homogene sur la base des données de la biologie moléculaire (séquencage de
I’ ADN ribosomique 16S).

Le taxon Actinobacteria est I’'un des embranchements majeurs dans le domaine des
Bacteria comme inféré d’apres son motif de ramification dans 1’arbre phylogénétique des geénes
ARNr 16S (Garrity et Holt, 2001; Ludwig et Klenk, 2005) et les signatures d’ARNr 16S
spécifiques au taxon (Zhiet al., 2009). Le phylum des Actinobacteria contient 6 classes, 21
ordres, 53 familles et 221 genres (Bergey, 2012) alors qu’il contenait un seul ordre, une seule
famille et 7 genres en 1916 (Buchanan, 1916).

La classe Actinobacteria et ses taxons constitutifs supérieurs au genre ont ét€¢ proposés
par Stackebrandter al. (1997), uniquement sur la base des séquences du géne de I’ARNr 16S.
Elle a été actualisée par Zhiet al. (2009). Cette classification a montré un changement dans la
classification a ces niveaux et elle a montré que les classifications préalables ont étés manquantes
parce qu’elles n’ont pas reflété des relations naturelles (Bergey’sManual, 2012). L’histoire
évolutionnaire du phylum Actinobacteria a été tracée par Ventura et al. (2007).

Physiologiquement, les actinobactéries sont aérobies strictes, mais certaines sont aérobies
facultatives. La grande majorité est chimio-hétérotrophe capable d’utiliser une grande variété de

sources d’énergie, y compris les polyméres complexes (Lechevalier, 1988; Zimmerman,1990).

2. Distribution des actinobactéries
Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires qui proviennent de différents

substrats, en particulier du sol, qui représente le réservoir le plus riche en ces bactéries (10 a 20%

3



Synthése bibliographique

de la microflore tellurique) (Ishizawa et Araragi, 1976)et ils sont la source de colonisation de
nombreux biotopes (Dommergues et Mangenot, 1970).

Généralement, parmi les genres les plus fréquemment rencontrés dans les sols,
Streptomyces prédomine avec un pourcentage de 80 a 95% du total des actinobactéries (Elwanet
al., 1985; Williams, 1978), suivi par Nocardia et Micromonospora (Ishizawa et Araragi, 1976).

Leur grande capacité d’adaptation aux différentes conditions environnementales et
leurgrande variabilité métabolique leurs ont permis d’étres répandus a I’échelle universelle dans
presque tous les écosystemes (Goodfellow et Williams, 1983) tels que 1’air, les eaux douces et
les eaux de mer, le fumier, les composts, le foin, les débris végétaux, les litieres, le pollen des
plantes, les abeilles, les ruches des abeilles, les plantes en culture, les lichens et plusieurs autres
substrats (lacey, 1973; Weyland, 1981; Goodfellow et Williams, 1983; Goodfellowet al., 1990;
lacey, 1997; Kim et al, 1998; Taechowisanet al., 2003; Gonzalezet al., 2005; Promnuanet al.,
2009; 2011). Elles sont aussi retrouvées dans des €cosystémes particuliers tels que les déserts
chauds, les glaciers, les sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux lourds, les grottes
naturelles, les sédiments marins profonds et les lacs alcalins ou salés (Lechevalier, 1981; Grothet
al., 1997; Sabaouet al., 1998; Monchevaet al., 2002; Pathom-areeet al., 2006; Okoroet al., 2009),
le pétrole brut et des sédiments océaniques situés a plus de 4000 m de profondeur (Cross, 1981;
Goodfellow et Williams, 1983).

La majorit¢ des actinobactéries est saprophyte mais il existe certaines formes
symbiotiques, ou pathogénes pour les plantes (Streptomyces scabies), les animaux
(Actinomycesbovis) ou ’Homme (Mycobacteriumtuberculosis, Nocardia asteroides) (Becking,

1974; Locci, 1994; Lacey, 1997, Peltolaet al., 2001; Goodfellow et Wiliams, 1983).

II. TAXINOMIE DES ACTINOBACTERIES

La taxinomie des actinobactériesse base sur une approche polyphasique, qui tient en

compte les critéres morphologiques, chimiques, physiologiques et génétiques.

1. Critéres d’identification des genres

Les actinobactéries comprennent des genres d’une grande variabilit¢ morphologique,
allant ducocci (Micrococcus) a un cycle batonnet-cocci (Arthrobacter) en passant par ceux
formant des hyphes qui se fragmentent (Nocardia, Rhodococcus, Saccharothrix) et ceux qui

possedent un mycélium bien différenci¢é et persistant (Streptomyces, Actinomadura,
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Streptosporangium). (Bergey’sManual, 2012).L’identification de la plupart de ces genres est

basée sur leurs critéres morphologiques et chimiques.

1.1. Criteéres morphologiques

Ces critéres peuvent é&tres macromorphologiques et/ou micromorphologiques.Pour

certains genres comme Streptomyces, Saccharomonospora, Micromonospora, etc., leurs

caracteéres morphologiques sont suffisants pour leur reconnaissance.

1.1.1. Critéres macromorphologiques

Ils comprennent les caractéristiques culturales des actinobactéries sur des milieux de culture

solides différents qui sont déterminés par observation de la présence ou 1’absence et la couleur :

du mycéliumaérien (MA); il est présent dans la plupart des cas et absent dans quelques
cas par exemple chez les genres Rhodococcuset Actinoplanes.

du mycélium du substrat (MS); Tous les genres d’actinobactéries possédent un MS sauf
Sporichthyadont le MA est rattaché au substrat solide par des cellules "crampons"

(Lechevalieret al., 1986).

des pigments solubles dans le milieu de culture.

1.1.2. Critéres micromorphologiques

Les critéres micromorphologiques sont:

La fragmentation ou non du MS (Shirling et Gottlieb, 1966).

La présence ou non de spores mobiles (ex: Planomonospora, Planobispora,
Spirillospora, Actinoplanes) ou non mobiles (ex: Streptomyces, Streptosporangium,
Micromonospora, nombreux autres genres), leur agencement (isolées, par deux, en
chaines), leur taille, la forme des chaines de spores sur le MA et /ou le MS, la présence
ou non de sporophores et I’ornementation de la surface des spores (lisse, rugueuse,
épineuse ou chevelue)(Shirling et Gottlieb, 1966).

La présence de structures particuliéres comme les sporanges (la forme et la taille des
sporanges, le nombre de spores par sporange ainsi que la longueur des sporangiophores),
les synnemata (comme Actinosynnema), les sclérotes, les faux sporanges (comme

Kibdelosporangium), etc. sur le MA (Shirling et Gottlieb, 1966).
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1.2. Critéres chimiques

La chimiotaxonomie est basée sur 1’analyse des acides aminés pariétaux, des glucides des
cellules entiéres et des lipides membranaires.Les actinobactéries ont été classées dans dix
chimiotypes selon leur composition cellulaire en acides aminéspariétaux (Becker et al., 1965;

Yamaguchi, 1965) et en sucres (Lechevalier et Lechevalier, 1970,) (Tableau 1).

1.2.1. Acides aminés pariétaux

Ils sont présents au niveau de la paroi cellulaire. Deux acides aminés sont
taxonomiquement importants, 1’acide diaminopimélique (DAP) qui peut étre présent sous forme
d’isomeres LL ou DL (méso) et la glycine qui est variablement présente (Lechevalier et
Lechevalier, 1970y).

Selon la composition en acides aminés, les actinobactéries sont classées dans les
chimiotypes I & VIII.Les chimiotypes pariétaux ont permis de distinguer, par exemple, entre les
genres Nocardiopsis et Saccharothrix, ces genres présentant des caractéres morphologiques

assez proches (Williams et Wellington, 1981) (Tableau 1).

1.2.2. Sucres cellulaires

Ils sont présents dans les cellules enticres. Les sucres taxonomiquement importants pour
les actinobactéries sont les couples arabinose-galactose, arabinose-xylose, rhamnose-galactose
ainsi que le madurose ou 3-0-méthyl-galactose (Lechevalier et Lechevalier, 1970,; Labeda et
Lechevalier, 1989; Stackebrandteral., 1994).Sur cette base, il existe ainsi les chimiotypes A, B,
C, D et E, définis par Lechevalier et Lechevalier (1970,3). Les actinobactéries ne possédant pas

ces sucres sont classées dans le chimiotype C (Tableau 1).
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Tableau 1. Les chimiotypes chez les actinobactéries (Becker ef al.,1965; Yamaguchi, 1965; Lechevalier et
Lechevalier, 1970y)

Chimiotype DAP Gly | Lys | Orn | DAB | Asp Sucres Genres
LL | DL Ara+Gal | Xyl+Ara | Rha+Gal | Mad | représentatifs

+ - + - - - - - - - - Streptomyces,
1C Nocardioides,
Sporichthya, etc.

D - + |+ - - - - - + - - Actinoplanes,
Dactylosporangium,
Micromonospora,
Glycomyces, etc.

ins - + - - - - - - - - + Streptosporangium,
Planomonospora,
Planobispora,
Actinomadura, etc.

mc - + | - - - - - - - - - Nocardiopsis,
Thermomonospora,
etc.

NE - + |- - - - - - - + - Saccharothrix,
Kutzneria,
Actinosynema

IVA - + |- - - - - + - - - Nocardia,
Rhodococcus,
Amycolatopsis,
Pseudonocardia.

Vv - - - + + - - - - - - Actinomyces.

Vi R - - + - - + - - - - Oerskovia,
Promicromonospora.

Vil - - + \Y - + - - - - - Agromyces,
Clavibacter.

Vil - - - - + - - - - - - Aureobacterium,
Curtobacterium.

Note : +: présent; - : absent; V : variable suivant les espéces d’un méme genre; Asp : Aspartate; Gly : Glycine; Lys :
Lysine; Orn : Ornithine; DAB : Acide diaminobutyrique; DAP : Acide diaminopimélique; Ara: Arabinose; Gal:
Galactose; Mad : Madurose; Rha : Rhamnose; Xyl : Xylose.

1.2.3.Lipides membranaires et pariétaux
Les lipides taxonomiquement importants sont représentés par les phospholipides, les

ménaquinones, les acides gras et parfois les acides mycoliques.

1.2.3.1. Phospholipides membranaires
Ce sont des lipides polaires présents au niveau des membranes cellulaires. L’analyse de

ces composés a permis de distinguer plusieurs genres entre eux et ayant la méme morphologie et
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le méme type pariétal, tels que Pseudonocardia et Amycolatopsis (Lechevalieret al., 1986),
Nocardiopsis et Saccharothrix (Labedaet al., 1984), etc. D’aprés Lechevalieret al. (1977), on
distingue cinq profils phospholipidiques (de PI a PV caractérisés généralement par la présence

d’un ou de deux phospholipides caractéristiques) chez les actinobactéries (Tableau 2).

Tableau 2. Types de phospholipides membranaires rencontrés chez les actinobactéries

(Lechevalieret al., 1977).

Type de PE | PC | PG | PGL Genres représentatifs
phospholipide
PI - - - v | Actinomadura, Spirillospora, Nocardioides, etc.
PII + | - - - | Streptomyces, Nocardia, Amycolatopsis, kutzneria,

Saccharothrix, etc.

PIII - |+ - V | Nocardiopsis, Pseudonocardia, Saccharopolyspora,
etc.
PIV + - + - Streptosporangium, Planomonospora,

Microtetraspora, Nonomuraea, etc.

PV - - + + | Oerskovia, Promicromonospora, Cellulomonas, etc.

Note: + : présent; - : absent; v : variable selon les genres et les espéces; PE : phosphatidyl-éthanolamine;
PC : phosphatidyl-choline; PG : phospholipides contenant de la glucosamine; PGL : phosphatidyl-

glycérol. (Toutes les actinobactéries possédent le phosphatidyl-inositol).

1.2.3.2. Acides gras

IIs sont présents au niveau de la membrane cellulaire. Ces molécules comportent 12 a 20
atomes de carbone et peuvent étre saturées ou insaturées. Kroppenstedt (1985) a distingué
plusieurs types de profils d’acides gras selon leurs types et leurs pourcentages (Tableau 3) qui, en
combinaison avec d’autres critéres chimiques, contribuent dans la distinction entre certains
genres (Minnikin ef al., 1975; Grund et Kroppenstedt, 1990; Kroppenstedt et al., 1990; Rainey et
al., 1996; Minnikin et al., 1980 et 1984).
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Tableau 3. Profils des acides gras chez les actinobactéries (Kroppenstedt, 1985)

Type Acide gras
du Saturé | Insaturé Iso Iso Anteiso 10-Méthyl Cyclopropane
profil 14/16/18 15/17 15/17 17 18
carbones | carbones | carbones | carbones | carbones
1a +++ +++ - - - - - -
1b +++ +++ - - - - + -
1c +++ +++ - - - - - ++
2a ++ + +++ + + - - -
2b + + ++ +++ + - - -
2¢ + v +++ + +++ - - -
2d + + +++ +++ +++ - - -
3a +++ ++ +++ + + + +++ -
3b + + +++ +++ ++ ++ + -
3¢ + + ++ + + +++ + -
3d + + +++ ++ +++ + +++ -

Note ; +++ (trés présent); ++ (moyennement présent); + (faiblement présent); & (présent avec un taux

inférieur a 5%); v (variable).

1.2.3.3. Ménaquinones

Ce sont des lipides membranaires composés d’un noyau quinone méthylé et d’une chaine

carbonée aliphatique contenant des unités isopreénes. Les ménaquinones des actinobactéries sont

partiellement saturés et contiennent de huit & dix unités isoprénes (Kroppenstedt, 1985) a

I’exception de deux especes, Gordona aurantiaca et Corynebacterium paurometabolum qui

contiennent des chaines isoprényliques complétement insaturées (Goodfellow et al., 1978,

Collins et Jones, 1981; Meisel, 1982; Lemmer et Kroppenstedt, 1984). La variation dans la

longueur et le degré de saturation de la chaine latérale des ménaquinones leur a donné une

importance dans la chimiotaxonomie (Collins, 1985). Sur la base de la présence de certaines

ménaquinones, Kroppenstedt (1985) a désigné 11 types (Tableau 4).
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Tableau 4. Types des ménaquinones chez les actinobactéries (Kroppenstedt, 1985).

Type Caractéristique(s) Ménaquinones Genres représentatifs
principaux
1la | Absence d’unités isoprénes hydrogénées MK-7 Thermoactinomyces*
1b MK-9 Gordona
2a | Présence d’un seul type de MK-8(H2) Rhodococcus
2b | ménaquinones, souvent dihydrogénées MK-8(H4) Nocardia
2¢ | ou tétrahydrogénées avec 8 ou 9 unités MK-9(Hz) Mycobacterium
2d | isoprenes MK-9(H4) Geodermatophilus
3a | Présence de MK-8(H4), MK-9(H4) Saccharomonospora
3b | ménaquinonestétrahydrogénées MK-9(H4), MK-10(H4) Actinoplanes
4a | Présence de ménaquinones ayant la MK-9(H2), MK-9(H4), Microtetraspora
méme longueur mais avec des degrés de MK-9(Hs)
4b | saturation différents MK-9(H4), MK-9(Hs), Streptomyces
MK-9(Hs)
4c MK-10(Ha4), Nocardiopsis
MK-10(Hs)

*Apres les études phylogénétiques, le genre Thermoactinomyces (bien que mycélien) est exclu de la

classe des Actinobacteria.

1.2.3.4. Acides mycoliques

Ce sont des lipides complexes insaturés contenant 20 a 90 atomes de carbone, présents au
niveau de la paroi cellulaire de certaines actinobactéries ayant le chimiotype IVA. Ils sont donc
utiles pour différencier certains genres de ce type entre eux, par leur présence ou leur absence,
ainsi que par leur structure chimique (Mordarskaet al., 1972).Par exemple,Nocardia(50 atomes
de carbone) et Corynebacterium(30 atomes de carbone) possedent des acides mycoliques

(Mordarskaet al., 1972)tandis que Amycolatopsis et Pseudonocardia n’en contiennent pas.

2. Critéres d’identification des especes
Les critéres physiologiques et moléculaires sont les bases de la détermination des

especes.

2.1. Criteéres physiologiques
L’étude physiologique des actinobactéries contribue a la détermination des especes

appartenant a un méme genre.Cette ¢tude permet d’évaluer la capacité des actinobactéries a
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dégrader différents composés glucidiques, lipidiques et protéiques, polymeéres complexes,
stéroides, etc. et leur tolérance aux certaines agents physiques (température et pH), chimiques

(chlorure de sodium, phénol, etc.) et/ou biologiques (antibiotiques) en faisant plusieurs tests.

2.2. Critéres moléculaires

La taxonomie actuelle exige les analyses moléculaires. Ces techniques sont fiables,
rapides et applicables a tout organisme dont I’ADN, ’ARN ou leurs produits (les protéines)
peuvent étre isolés., et donc elles ont permis de tracer et corriger la position taxonomique de
certains genres et especes déterminés auparavant sur la base des critéres morphologiques,
physiologiques et chimiques et sont donc obligatoire pour la proposition de nouveaux genres ou
de nouvelles especes. (Fisher et al., 1983; Poschneret al., 1985; Stackebrandt et Kroppenstedt,
1987; Miyadohet al., 1990; Ochiet al., 1993).

Les principales analyses moléculaires utilisées en taxonomie des actinobactéries pour la
détermination des especes reposent sur le séquencage du géne codant pour ’ARN ribosomique
16S et I’hybridation ADN-ADN (Tang ef al., 2011). Le pourcentage de G + C est obligatoire

uniquement lors de la création de nouveaux genres.

2.2.1. Séquencage du géne codant pour I’ARN ribosomique 16S

Le séquencage du gene codant pour I’ARN ribosomique 16S est un outil incontournable,
rapide et efficace pour déterminer la position taxonomique au niveau des especes (Raineyet al.,
1996; Stackebrandter al., 1997). Cette analyse a ¢été introduite dans la taxonomie des
actinobactéries par Stacketbrandter al. (1981 et 1983).

Le séquencage de L’ADNr 16S commence par ’extraction de ’ADN génomique puis
I’amplification de I’ADNr par réaction de polymérase en chaine (PCR) avec I’utilisation des
amorces spécifiques. Par la suite, le produit de la PCR est utilisé pour séquencage. Les s€quences
obtenues apres amplification sont soumises a des études de comparaison (phylogénie) entre elles
ou bien avec des espéces de référence répertoriées dansdes banques de données génomiques
(Labeda et Kroppenstedt, 2000). Cette étude de comparaison nécessite un traitement préalable
des séquences nucléotidiques partielles obtenues en général aprés s€quencage et reconstitution de
la séquence compléte (ou presque complete) de I’ADNr 16S. Ce traitement utilise des outils
d’inversion des séquences, d’alignement (ex: Clustal W) et de comparaison avec les banques
génomiques (ex: Blast). La banque génomique, Eztaxon, regroupe les séquences de toutes les

especes-types valides des actinobactéries.
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L’adhésion d’un nouveau taxon a la classe des Actinobacteria est indiquée par des
valeurs de similitude des séquences d’ADN codant pour ’ARNr 16S supérieures a 80%
(Stackebrandtet al., 1997).L’appartenance de plusieurs genres a une famille ou plusieurs familles
a un sous-ordre doit étre validée par la présence de plus de 95% des séquences de nucléotides «
signatures » dans le méme groupe (Stackebrandter al., 1997; Zhiet al., 2009). Deux especes sont
considérées différentes lorsque le pourcentage de similitude est inférieur a 98,65% (Kimet
al.,2014). Cependant, des espéces ayant des pourcentages de similitude entre 98,65 et 100%
peuvent aussi étre différentes.

Cette méthode d’analyse a montré aussi la diversité réelle des différents habitats, tel que
le sol, en actinobactéries non cultivables par I’étude de I’ADNr 16S présent dans ces habitats

(Wawriket al., 2007).

2.2.2. Hybridation ADN-ADN

Hybridation ADN-ADN est indispensable pour I’identification définitive des especes,
mais elle n’est obligatoire que pour les taxons ayant un pourcentage de similarité de I’ADNr 16S
avec les especes valides, supérieur ou égal au pourcentage limite de la détermination de
nouvelles espéces qui est de 98,65% (Kimet al., 2014). Par cette méthode, le pourcentage de
réassociation de ’ADN génomique d’un taxon avec celui des especes les plus proches est
déterminé. Deux espéces sont considérées différentes si elles ont un taux de ressemblance de

I’ADN génomique inférieur a 70% (Wayne et al., 1987).

2.2.3. Détermination du pourcentage de guanine + cytosine

En 1950, Chargaff a montré que le contenu en bases puriques et pyrimidiques de I’ADN
peut varier d’un individu a un autre mais est constant pour les individus de la méme espece et
alors, I’introduction du pourcentage de guanine + cytosine (% de G + C) dans la taxonomie
revient a ce concept. Chez les bactéries, le pourcentage de G+C varie entre 25 et 75%, et la
valeur est constante pour un organisme donné (Johnson, 1989).Effectivement, on admet que des
bactéries dont les G + C différent de plus de 5% ne peuvent appartenir & une méme espece et que
des bactéries dont les G + C different de plus de 10% ne peuvent appartenir & un méme genre.
Cependant, des valeurs du pourcentage en G + C identiques n'impliquent pas que les bactéries
soient proches entre elles car les bases peuvent étre disposées de maniere trés différente sur
I'"ADN (Euzéby, 2002).

Grace au % de G + C, la définition des actinobactéries (dont ’ADN contient un taux

élevé en G + C, supérieur a 55%(Goodfellow et Cross, 1984)) a été reconsidérée, ceci permettant
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de différencier la lignée actinobactériale de celle des Bacillaceae, des Lactobacillaceae et
d’autres bactéries a Gram positif. (Stackebrandtet al., 1981,; Goodfellow, 1985 et 1989). Encore,
il a permis d’inclure dans le phylum des Actinobacteria des bactéries a Gram positif qui ne
posséde pas un mycélium, telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacteret
Micrococcus(Stackebrandt et Schumann, 2006; Wellington et Ul- Hassan, 2009) et d’exclure
Thermoactinomycesqui a €té¢ considéré comme uneactinobactérie grace a sa forme mycélienne
mais contient un taux en G + C inférieur a 55% (Yoon et al., 2005).

La détermination du pourcentage de G + C doit étre effectuée pour la souche-type de
lI'espéce-type d'un nouveau genre. Par contre, si la nouvelle espéce appartient a un genre déja
décrit, la détermination du pourcentage de G + C de sa souche-type est facultative

(Stackebrandter al., 1997; Euzeby, 2002).

2.2.4. Autres techniques moléculaires

Rarement, d’autres techniques moléculaires sont utilisées dans la taxinomie des
actinobactéries par exemple, des méthodes rapides de typage de I’ADN, considérées en majorité
comme des variantes de la technique PCR (Vaneechoutte, 1996; Rademakeret al., 2000; Giirtler
et Mayall, 2001), comme celles visant le génome entier (RFLP) ou des groupes de génes
("ribotyping") ou encore des geénes individuels (ARDRA) dans la détermination des relations
inter- et intra-spécifiques. La méthode ARDRA a été utilisée pour différencier les especes
d’Actinomadura, Nocardia, Nocardiopsis, Rhodococcus, Saccharomonospora,
Saccharopolyspora, Streptomyces et Tsukamurella (Steingrubeet al., 1997; Harvey et al., 2001;
Cook et Meyers, 2003). Un autre exemple c’est la technique de 1’analyse des protéines
ribosomiques par électrophorése bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide qui a montré que

I’espece, Streptomyces griseolavendus est un variant de S. lavendulae(Ochiet al., 1993).

3. Description de quelques genres d’actinobactéries
3.1. Genre Streptomyces
Selon le manuel de Bergey de 2004, les Streptomyces ont étés classés dans 1’ordre des
Actinomycetales. Récemment, dans 1’édition de 2012, ’ordre des Actinomycetales est divisé en
plusieurs ordres par Goodfellower al. selon les bases de données moléculaires et donc le genre
Streptomyces appartient a I’ordre Streptomycetales et a la famille Streptomycetaceae.
L’identification morphologique de Streptomyces constitue la présence d’un MS non
fragmenté et un MA aux sporophores formant deschaines de spores (3 a 10, 10 a 50 ou plus de

50 spores par chaine) qui peuvent étre droites (type SC = Straight chains) a flexueuses (type RF
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= RectusFlexibilis), en crochets ou en boucles (type L = Loop) ou encore spiralées (type S =
Spira) (Figure 1).Généralement, les sporophores ne sont pas verticillés a I’exception de certaines
especes.

Les cellules de ce genre contiennent une paroi de type IC (présence de I’isomére LL de
DAP avec glycine et absence de sucres caractéristiques) (Holt ef al., 1994), les phospholipides
membranaires de type PII (Lechevalieret al., 1977) et les acides gras de type ramifiée iso et
antéiso, parfois insaturés et cyclopropaniques (Rezenkaet al., 1984).

D’apreés le manuel de Bergey de 2012, le pourcentage en G+C des espéces de
Streptomyces varie entre 68 et 78%.Le genre Streptomyces comporte le plus grand nombre
d’especes, ayant plus de 612 especes définies sur la base du géne codant pour ’ARN 16S et de
I’hybridation ADN-ADN (Labedaet al., 2012).
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Figure 1.Types de chaines de spores rencontrés chez les especes de Streptomyces

(Bergey’sManual, 2012).
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3.2. Genre Streptosporangium

Streptosporangium est le genre type (Couch, 1955) de la famille des
Streptosporangiaceae (Goodfellowet al., 1990),le sous-ordre des Streptosporangineae, 1’ordre
des Streptosporangiales et la classe des Actinobacteria, selon 1’analyse de I’ARN16S
(Bergey’sManual, 2012). Ce genre se caractérise par la présence dans les cellules du DL-DAP,
du madurose, des phospholipides de type PIV ((Stackebrandtetal., 1994), des ménaquinones
MK-9(H2) et MK-9(H4), (Quintana etGoodfellow, 2012) et par ’absence d’acides mycoliques.

Les bactéries de ce genre produisent un MS stérile et non fragmenté et un MA de
plusieurs spores au niveau des sporanges. Leurs sporanges sont globuleux (5 a 20 um de
diametre), sessiles ou portés par de courts sporangiophores (10 wum ou moins) et contenant
chacun une seule chaine spiralée de spores non mobiles, rondes a ovoides (1 a 2 um de diamétre)
ou plus rarement en batonnets droits (1 x 2 um). La paroi des sporanges est fine, de sorte que les
spores sont visibles au microscope optique, avant méme leur libération (Figure 2).

Le pourcentage en bases G+C varie entre 69 et 71% (Stackebrandtetal., 1994) et I’espece
type du genre Streptosporangium c’est Sg.Roseum(Couch, 1955). Ce genre comporte 20 espéces

et 2 sous-especes (He et al., 2014; Intra et al., 2014;Chaabane Chaouchet al., 2016).

A -

Figure 2. Micrographie de Streptosporangium saharenseSG20"
(Chaabane Chaouchet a!/.,2016).

3.3.Genre Nocardia

En 1889, Trevisan a établi le genre Nocardia qui a ét¢ nommé en hommage a Edmond
Nocard (1850-1903), un vétérinaire Frangais qui a isolé les membres de ce taxon en premier
(Bergey’sManual, 2012). Les membres de Nocardia sont des actinobactéries ubiquitairesprésents
surtout dans le sol, non mobiles a acide mycolique(Orchard, 1981; Maldonado et al.,

2000).Leurpourcentage de G+C d’ADN varie entre 63 et 72%(Bergey’sManual, 2012). Ce
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genre contient 75 especes (Bergey’sManual, 2012). L’espéce type est Nocardiaasteroides
(Eppinger, 1891; Blanchard, 1896). Plusieurs especes de ce genre sont des agents de maladies
humaines et animales (Wallace er al., 1991; Kageyamaet al., 2005; Laskeret al., 2014).
Cependant, certaines especes produisent des métabolites secondaires(Aokiet al., 1976; Komakiet
al., 1999; Igarashiet al., 2000; Sun et al., 2009).

Les membres de Nocardiaproduisent des hyphes aériens qui se fragmentent en éléments
coccoides ou en batonnets (Locci, 1976; Nesterenkoet al., 1978; Williams et al., 1976) (Figure
3).

Figure 3.Micrographie de Nocardia farcinica IPV2110 (Locci, 1976).

3.4. Genre Microbispora

Les membres de ce genre produisent des spores en paires longitudinales au niveau des
hyphes aérienscourts(Figure 4) ou au niveau des sporophores courts a 1’exception deM.
mesophila JCM 3151T(N0n0mura et Ohara, 1971; Zhang et al., 1998)et M. thailandensis
NN276"(Duangmalet al., 2012) qui produisent des spores uniques.

Chimio-taxonomiquement, ce genre est caractéris¢ par la présence de
DAP(Bergey’sManual, 2012),madurose sauf chez M. hainanensis, des ménaquinones majeurs

MK-9(Hy), MK-9(H,) et MK-9(H4) et du phospholipide membranaires PIV (Han et al., 2016).
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Figure 4. Micrographie de MicrobisporaroseaATCC 12950 (Nonomura et Ohara, 1957).

Le genre Microbispora a ¢€té proposé en premier d’étre dans la famille de
Streptosporangiaceae par Nonomura et Ohara en 1957 et corrigé par Zhang et al., en 1998.
Actuellement, il contient 9 especes et 2 sous-especes (Nonomura et Ohara, 1960; Miyadohet al.,
1990; Zhang et al., 1998; Nakajima et al., 1999; Boondaenget al., 2009; Duangmalet al., 2012;
Xu et al., 2012; Han et al., 2015; Li et al., 2015). M. rosea est la souche-type de ce genre
(Nonomura et Ohara, 1957).

3.5. Genre Nocardiopsis

Legenre Nocardiopsis appartient de la famille des Nocardiopsaceae(Raineyet al., 1996).
Les especes de ce genre produisent de longs hyphes formant un mycélium de substrat plus ou
moins fragmenté. Le mycélium aérien peut étre droit a flexueuse ou anarchique en zig-zag au
début de la sporulation, se fragmentant complétement pour former des chaines de spores de
tailles variables (Meyer, 1976) (FigureS). La paroi cellulaire est de type IIIC et les
phospholipides membranaires sont de type PIII (phosphatidylcholine). Le taux de G + C est
compris entre 64 et 71%. La majorité¢ des espeéces du genre Nocardiopsis sont halophiles ou
halotolérantes (Yassin et al., 1993;Al Tain et Ruan, 1994; Li et al., 2003; Chen et al., 2009) et
I’espece-type est Nocardiopsis dassonvillei (Brocq-Rousseu, 1904; Meyer, 1976).
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Figure 5. Micrographie de 1’isolat H18 de Nocardiopsissp. (Meklat, 2012).

3.6. Genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrix a été décrit par Labedaet al. (1984) avec S. australiensiscomme
espece-type. Cette espece fut classée originalement dans la  famille des
Pseudonocardiaceae(Embleyet al., 1988), puis dans celle des Actinosynnemataceae sur la base
des parentés phylogénétiques (Labeda et Kroppenstedt, 2000).Ce genre se caractérise par la
présence d’'un mycélium aérien abondant ou trés peu de longues chaines de spores ovoides ou en
batonnets non mobiles, issues de la fragmentation anarchique des filaments du mycélium aérien
(Figure 6) et du mycélium du substrat en ¢léments coccoides (Labeda et Kroppenstedt, 2000).Sa
paroi cellulaire est de type III E (Labeda, 1987; Labeda et Kroppenstedt, 2000; Labedaet al.,
2001). Les acides mycoliques parié¢taux sont absents. Les phospholipides membranaires sont du
type PII ou du type PIV (Lechevalieret al., 1977). Les ménaquinones prédominants sont de type
MK-9(Hs) ou MK-10(Hy).
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Figure 6. Micrographie de Saccharothrix saharensis (Boubetraet al., 2013)

II. IMPORTANCE DES ACTINOBACTERIES

Parmi les 22000 produits bioactifs, plus de 10 000 molécules sont issus des
actinobactéries (Soleckaet al., 2012) et parmi ses genres, on peut estimer que 75% (7600) de ces
métabolites sont produits par Streptomyces. La diversité métabolique des actinobactéries est due
a leur génome extrémement important, possédant des centaines de facteurs de transcription qui
contrélent l'expression des genes, leur permettant ainsi de répondre aux besoins spécifiques

(Goshiet al., 2006).

1. Dans le domaine agronomique

Certains actinobactéries peuvent développer des interactions symbiotiques avec les plantes
cultivées et favorisent leur croissance a travers différents mécanismes (El-Tarabilyet al., 2009;
llicet al., 2010).Ces bactéries bénéfiques sont désignées par PGPB"Plant
GrowthPromotingBacteria" (Kloepper et Schroth, 1978), PGPR "Plant
GrowthPromotingRhizobacteria" (Kloepper et Schroth, 1978),
EPR"EmergencePromotingRhizobacteria" (Kloepperet al., 1986) ou YIB
"YieldlncreasedBacteria" (Chen et al., 1996). Plusieurs souches et espéces d’actinobactéries
appartenant aux genres Streptomyces, Nocardia, Amycolatopsis, Micromonospora,

Microbispora, etc., ont été décrites comme endophytes a effet PGPR (Solanset al., 2009).
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La biodégradation et la transformation de la matiére organique; Les actinobactéries peuvent
dégrader les substances organiques récalcitrants et difficilement ou non biodégradables par
les autres microorganismes, tels que les polymeres complexes, les polysaccharides, la chitine
et les lignocelluloses, grace a leur potentiel enzymatique riche (ligninases, cellulases,
xylanases, amylases, protéases et chitinases) (Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams,

1983; Goodfellowet al., 1984).

IlIs sont efficaces pour la lutte biologique contre les agents phytopathogeénes d’origine
tellurique ou foliaire (Crawford et al., 1993; El-Tarabilyet al., 2010; Toumatia, 2010) Ces
deux derniéres décennies, les méthodes de lutte biologique sont de plus en plus envisagées
dans la production agricole comme une alternative aux fongicides chimiques pour le
biocontrole des champignons phytopathogénes dans le sol (Elliott et al.,2009)par exemple
certaines especes du genre Streptomyces contre Phytophthora fragariae(Valois et al., 1996),
Sclerotiniahomeocarpa(Trejo-Estradaet al., 1998), Gaeumannomycesgraminis(Chamberlain
etCrawford, 1999), Pythiumultimum(Castillo et al., 2002), Rhizoctoniasolani(Patilet al.,2010)
et Fusariumculmorum(Y ekkouret al., 2012). Les mécanismes de ce contrdle peuvent étre
par :

% Production des enzymes qui dégradent la paroi des cellules fongiques (El-Tarabily et
Sivasithampar, 2006; Errakhiet al., 2007; Jain et Jain, 2007) comme des chitinases et
des glucanases contre Fusariumoxysporum (El-Tarabilyet al., 1997; Sabaouet al.,
1998; Schottelet al., 2001; Ramos-Solanoet al., 2010).

¢+ Production des antibiotiques qui leur permettent d’inhiber les agents phytopathogénes
(Barakateet al., 2002; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006) par exemple les
antifongiques  nigrecine,  geltanamycine et  guanidylfingine chez  S.
violaceusnigerY CED9 (Tréjo-Estradaet al., 1998).

Ces agents naturels sont réunis sous le concept de biopesticides (Upadayay et Mukerji,
1999). L’utilisation des actinobactéries comme biopesticide nécessite la préparation
convenable de grandes quantités d’inoculum qui peut €tre stocké sans perdre sa viabilité
(Clark et al., 1995).Actinovate®, Actino-iron® et Mycostop® sont des exemples des

biopesticidesactinobactériens (Strap, 2011).
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Ils sont également capables de dégrader ou de transformer certaines toxines produites par des
champignons toxinogeénes (mycotoxines) et réduire ainsi leur teneur dans les produits finaux

en agro-alimentaire (Holzapfelet al., 2002).

Solubilisation des complexes phosphatés; En dépit d’étant le deuxieéme élément essentiel
pour les plantes apres 1’azote, le taux des phosphates assimilables est trés faible dans le sol
(Gyanshwaret al., 2002) due aleurs fortes réactivités avec le calcium, le fer et I’aluminium.
La synthése de phosphatase et d’acides organiques par certaines actinobactéries a ¢été
rapportés pour sa contribution dans cette solubilisation (Mbaet al., 1997, Hamdaliet al.,

2008).

Production de phytohormones comme 1’acide 3-indol-acétique (AIA) et la gibbérelline
(Khamna et al., 2009; Solanset al., 2011);L’AIA stimule la germination des graines de

tomate, 1’élongation racinaire et la croissance des plantes (El-Tarabilyet al., 2009).

2. Dans les domaines médico-vétérinaire et industriel

Les actinobactéries produisent de nombreuses molécules bioactives qui sont exploitées pour

la thérapie humaine et animale (Solankiet al., 2008) ;

e particulicrement des antibiotiques telles que les antifongiques comme amphotéricine B
qui est produit par Streptomyces nodosus(Caffreyet al., 2001) et les antibactériens comme
daptomycine qui est produit par Streptomyces roseosporus (Wezelet al., 2006).

e des antiparasitaires comme les antimalaria (ex. distamycine), les acaricides (ex.
altémicidine) et les anticoccidiens (Lombardi et Crisanti, 1997; Rétyer al., 2002)les
insecticides (ex. mikkomycine), les miticides (ex. tétranactine), les antihelminthiques (ex.
avermectines) et les piscicides (ex. antimycine A) (Stapley, 1982; Demain, 1999).

e des enzymes et des vitamines (Sanglier et al., 1993; Takahashi et Omura, 2003).

e des substances a propriétés antitumorales et cytostatiques ex. carcinostatine, des
antimitotiques ex. ansamitocine, des antihistaminiques, des analgésiques, des
vasodilatateurs, des inhibiteurs enzymatiques, des immunostimulants et des
immunosuppresseurs (Tsuboyaet al., 1996; Demain, 1999).

En médecine vétérinaire, certaines moléculescomme la spiramycinesont utilisées dans

I’¢levage industriel des animaux comme additif nutritionnel (Schwarz et al., 2001).
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Certaines enzymes dérivées des actinobactéries sont utiles dans 1’industrie alimentaire
comme la glucose isomérase et dans la production des détergents comme les protéases(Moreira

et al., 2002).
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MATERIEL ET METHODES

I. MATERIEL

Le matériel que nous avons utilisé consiste en:
» 16 souches d’actinobactéries isolées par Meklat (travaux en cours) a partir de 8 sols sur 4
milieux sélectifs en ajoutant des antibiotiques aux milieux de base chitine vitamine
B:actidione seul (M1), actidionet+ rifampicine (M2),actidione +acide nalidixique(M3)

etactidione + pénicilline (M4) (Tableau 5).

Tableau 5.Provenance des isolats d’actinobactéries et les milieux d’isolement.

Sol Milieux et isolats
Milieu M1 | Milieu M2 Milieu M3 | Milieu M4

A | A3 et A4 | A4, A9et A12 | A8 Al

B |- B4 - -

Cc |- - C8 -

D | D8 - - D1

E |- - - E2

F |- - F3 -

G |- - G3 -

H |- H3 et H4 - -

» 8 germes cibles provenant de la collection du laboratoire de biologie des systémes

microbiens(Tableau 6).

Tableau 6. Germes cibles utilisés.

Groupe Souche

Bactéries Gram positif | Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline (MRSA)

Bactéries Gram négatif | Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Champignon Fusariumculmorum

Umbelopsisramanniana

Aspergillus carbonarius
Levure Candida albicans
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II. METHODES

1. Repiquageet suivi de la croissance des isolats

Les isolats d’actinobactéries étaient conservés dans des tubes inclinés a 4°C. La
revivification de ces isolats a été réalisée par le transfert d’inoculum a partir de ces tubes sur le
milieu International Streptomyces Project 2(ISP2) (Shirling et Gottlieb, 1966)coulé en boites de
Pétri (voir composition dans le tableau 8). Les boites de Pétri sont incubées a 30 °C pendant 10
jours.La croissance de chaque isolat a été observée et appréciéechaque deux jourspour

déterminer le temps minimum nécessaire pour 1’obtention d’une bonne croissance.

2. Etude taxonomique

2.1. Préparation des cultures

Les 16 isolats étudiés ont été repiqués par la technique en striessur les milieux ISP1, ISP2
(Shirling et Gottlieb, 1966), Gélose Nutritive (GN) (Waksman, 1961) et Bennett (Warren et al.,
1955) puis incubés a 30°C pendant 3 semaines (Tableau 7).

Tableau 7.Constituants des milieux de culture; Bennett, GN, ISP1 et ISP2, préparés pour 1’é¢tude

morphologique.
Milieux Constituants
(en grammes par 1000ml de I’eau distillée)

Bennett 10g de glucose; 2g de peptone de caséine; 1 g d’extrait de levure; 1g
d’extrait de viande; 20g d’agar.
pH 7,2

GN 5g de peptone caséine; 2g d’extrait de levure; 1 g d’extrait de viande; 5g de
NacCl; 20g d’agar.
pH 7,2

ISP1 5g de tryptone; 3 g d’extrait de levure; 20g d’agar.
pH 7,2

ISP2 4 g de glucose; 4 g d’extrait de levure; 10g d’extrait de malt; 20g d’agar.
pH 7,2

Note ; tous les milieux doit €tre stérilisés dans I’autoclave apres leur préparation.
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2.2. Caractérisationmicromorphologique
Pour reconnaitre leurs genres, I’étude micromorphologiquedes isolats est une étape
indispensable qui est effectuée en utilisant un microscope optique. Pour les études détaillées,

dans quelques cas, le microscope électronique est utile.

2.2.1. Observations au microscope photonique

Les isolats ont été étudiés au microscope photonique (model BI; Motic) aux
grossissements x 100 et x 400 pour observer la sporulation ou non du mycélium aérien (MA), la
fragmentation ou non du mycélium du substrat (MS) et autres caractéristiques particulicres.
L’observationest réaliséesur 1’'un des milieux qui a donné une meilleure croissance. Cette
observation est in situpour éviter 1’altération des structures en place tel que le mycélium et les

fructifications.

2.2.2. Observations au microscope électronique

Des cubes de 1 cm® ont été coupés a partir des cultures pures ayant une bonne croissance
et sporulation de certains isolats représentatifs de quelques genrespuis séchés a 70 °C pendant
une nuit. Les échantillons séchés ont ét¢ envoyés au laboratoire de génie chimique de Toulouse
pour la suite de la préparation des échantillons (métallisation avec 1’or) et I’observation au

microscope €lectronique (model JSM-7100F; JOEL).

2.3. Caractérisation macromorphologique des isolats

L’¢étude macromorphologique a pour but d’observeret de noter la croissance des isolats
sur les quatre milieux ensemencés (ISP1, ISP2,GN et Bennett)et é¢galement,la couleur du
mycélium aérien, du mycélium du substrat et celle des pigments solubles dans les milieux si
présent a 1’aide d’une charte de couleur (Color Name Chart IllustratedwithCentroidColor: ISCC-
NBS)(Shirling et Gottlieb, 1966).

La lecture a été faitepar observation a 1’ceil nu apres 3 semaines d’incubation a 30°C.

2.4. Caractérisation physiologique des isolats

Un total de 31 tests physiologiques a étéréalisé pour chacun des isolatsétudiés.

2.4.1. Tests de dégradation effectués par la technique d’ensemencement par point
Un inoculum de colonies visible a I’ceil nu d’un isolat est ensemencé par point sur chaque
milieu de culture test et incubée a 30 °C. Apres incubation, 1’observation d’une auréole claire ou

opaque autour des colonies avec ou sans ajout de réactif indique la dégradation du composant
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dans le milieu (Tableau 8). Les tests effectués sont; la dégradation de 1’amidon(Marchal et

Bourdon, 1973), des hétérosides (I’arbutine etl’esculine)(Marchal et Bourdon, 1987), de la

caséine du lait(Gordon et al., 1974), de la gélatine(Marchal et Bourdon, 1973), de Tween

80(Sierra, 1957)et des composés azotées (I’adénine, la guanine, I’hypoxanthine, la tyrosine et la

xanthine)(Goodfellow, 1971; Gordon et al., 1974). La composition des milieux de culture, leurs

préparations et la lecture des résultats sont indiqués dans le tableau 8.

Tableau 8. Composition et préparation du milieu de culture pour chaque

évidence de la dégradation.

test et la mise en

Test Milieu de culture Mise en évidence
Composition Préparation de la dégradation
Composésazotées : | 0,4 g du composé (0,2 g pour Une suspension Auréole claire

adénine, guanine,
hypoxanthine,
tyrosine et xanthine

guanine) ; 10 ml de I’eau
distillée ; 100 ml du milieu GN

stérilisée séparément
d’une base azotée est
ajoutée aseptiquement
au milieu GN stérile,
maintenu en surfusion a
50 °C

autour des colonies

Tween 80 1g de NaNOs; 5g d’extrait de Les ingrédients sont Auréole opaque
levure; 50ml de *solution saline; | mélangés, le pH est autour des colonies
0,1g de CaCl,, 2H,0; 10ml de régléa 7,2 et
Tween 80 et 18g d’agar par I’ensemble est stérilisé
1000ml d’eau distillée dans I’autoclave

Gélatine 4g de gélatine ; 100ml de milieu | Mélange des Auréole claire
GN ingrédients et autour des colonies

stérilisation dans apres 1’ajout du
I’autoclave réactif de Frazier
Amidon 10g d’amidon ; 100ml de milieu Auréole

GN

transparente autour
des colonies apres
I’ajout d’une
solution de Lugol.
Le milieu
environnant
I’auréole porte une
coloration bleue-
noire

Caséine du lait

Solution 1 (10g de lait en
poudre écrémé dissous dans
100ml d'eau distillée) ; solution
2 (150g de NaCl et 3,6g d'agar
dans 100 ml d'eau distillée)

Les deux solutions a pH
7,5 sont stérilisées
séparément dans
’autoclave puis
mélangées
aseptiquement

Auréole claire
autour des colonies
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Arbutine et esculine | 1g d’arbutine (ou esculine); 1g | mélange des ingrédients | Présence d'un
de citrate de fer ammoniacal; puisajustement du pHa | pigment brun a noir
10g de peptone et 18g d’agar 7,2 puis stérilisation autour des colonies
dans 1000ml d’eau distillée dans I’autoclave

*La solution saline est composée de 0,25g de K,HPO,; 0,125g de MgSO,, 7H,0; 150g de NaCl; 0,001g
de FeSQO,, 7TH,0 et 0,001g de MnSO, dans 50 ml de eau distillée.
2.4.2. Tests effectués par la technique d’ensemencement par stries

Pour déterminer s’ils sont capables d’utiliser quelques glucides comme seule source de
carbone (Gordon et al., 1974), chaque isolat est ensemencé par stries sur 20 milieux de culture,
chacun contient un seul glucide. Un témoin négatif (sans glucide) est réalisé pour chaque isolat.
Apres incubation a 30 °C, la croissance est estimée par rapport au témoin négatif et le virage au
jaune ou non de la couleur du milieu est noté.

La préparation de ces milieux est comme suit:

a) Préparation et stérilisation du milieu de base qui est constitué¢ de 1 g de (NH4), HPO4; 0,5

g de KH,POy4; 0,2 g de MgSO4, 7H,0 et20 ml de solution aqueusede rouge de phénol
(0,04%) pour 1000 ml d’eau distillée (pH 8).

b) Préparation des solutions des glucides a partir de I’eau distillée stérile a raison de 10 g/l

du milieu pour chaque glucide.

c) Me¢élange aseptique de chaque solution de glucide (stérilisation par des filtres de 0,22 pm)

avec un volume du milieu de base (pour avoir une concentration de 10g/1).

Les sucres testés sont D-cellobiose, D-fructose, D-galactose, D-glucose, D-lactose, D-
mannitol, D-mannose, D-melezitose monohydrate, D-melibiose, D-raffinose, D-ribose, D-salicin,
D-sorbitol, D-tréhalose, D-xylose, L-arabinose, L-rhamnose monohydrate, maltose , meso-

erythritol et meso-inositol.

2.4.3. Calcule de coeficient de Sokal et Michener

Le degré de similarité entre les souches appartenant au méme genre est calculé par
I’utilisation de I’indice de Sokal et Michener (simple matching coefficient). Cet indice est le plus
utilisé par les taxonomistes qui s€paraient souvent deux especes entre elles par un niveau de
similarité compris entre 80 et 85%.
- L’indice de Sokal et Michener tient en compte les similarités positives et négatives entre deux
souches données. Sa formule est la suivante:

SMa,g= SM++ SM-/ SM++ SM-+ D

SMa .= indice de similarité entre les souches A et B.

SM+ = nombre de tests positifs, similaires entre A et B.
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SM- = nombre de tests négatifs, similaires entre A et B

D = nombre de tests différents entre A et B.

2.5. Caractérisation moléculaire des isolats

2.5.1. Extraction de ’ADN génomique

A

partir des cultures des isolats ensemencés en stries bien espacées sur milieu ISP2, des

colonies biens isolées sont aseptiquement prélevées a I’aide de cure-dents stériles et transférées

dans des tubes Eppendorf stériles de 1,5 ml, ’ADN est extrait selon la méthode de Liu et al.
(2000):

a)

b)

Addition de 500ul d’une solution de lyse qui est composée de 400M de tris-HCI [pH 8],
60mM d’EDTA [pH 8], 150 mM de NaCl et 1% de sulfate de sodium dodecyl (SDS),
¢crasement du mycélium a I’aide de cones stériles et incubation a température ambiante
pendant 15minutes.

Ajout de 150ul d’une solution a pH 4,8 composée d’acétate de potassium a 5SM et de
11,5% d’acide acétique glacial au mélange. L’ensemble est vortexé bricvement et
centrifugé a 12000gpendant une minute.

Récupération de 400ul du surnageant dans un autre tube Eppendorf stérile. Addition d’un
méme volume d’isopropanol (400pl), mélange bref par inversion et puis, centrifugation a
12000gpendant 2 minutes. Le nouveau surnageant est €liminé.

Lavage du culot obtenu dans 300ul d’éthanol a 70% par centrifugation 12000gpendant
une minute.

Ce culot (ADN extrait) est séché a température ambiante pendant une nuit et puis,

suspendu encore dans 40ul d’eau distillée stérile qui est conservé a -20°C.

2.5.2. Amplification et séquencage

Les extraits d’ADN des souches étudiées ont été envoyés au laboratoire de génie chimique

de Toulouse (France) pour la réalisation de 1’amplification par PCR et le séquencage.Les étapes

de ces processus sont illustrées dans la figure 7.
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Figure 7.Séquencage et phylogénie du géne de I’ARN ribosomique 16S (ARNr 16S);(a) L’ADN
est extrait de cellules issues d’une culture pure d’actinobactéries. (b) Le géne codant I’ARNr 16S
est spécifiquement amplifié par la technique d’amplification en chaine par polymérisation (PCR).

(c) Le gene est séquencé. (d) Les séquences obtenues sont alignées par un logiciel informatique.
(Prescott et Sherwood, 2013)

2.5.3. Etude phylogénétique des souches

Apres extraction de ’ADN génomique et amplification et séquencage du géne codant
pour ’ARNr 16S, les deux séquences obtenues sont traitées a 1’aide d’un logiciel informatique
MEGA 6.0 (MolecularEvolutionaryGeneticsAnalysis program, version 6.0) pour obtenir une
seule séquence qui représente le géne codant pour ’ARNr 16S ; la séquence sens (5'P - 3'OH)
estalignée avec le complément de la séquence anti-sens (3'OH-5'P) pour obtenir une zone de
chevauchement (représentée en rouge dans la figure 8).Les deux séquences sontensuite

fusionnées en ¢éliminant laséquencede chevauchementde 1’un des brins (Figure 8).

Alignement
5P 3’OH (brin sens)
5P 3'OH (complément du brin anti-sens)
Fusionnement
5P 3'0OH (séquence finale)

Figure 8. Illustration de I’obtention de la séquence du géne codant pour I’ARNr 16S a partir des

deux séquences obtenues par le séquencage.
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Cette séquence du gene codant pour ’ARNr 16S construite est comparée avec celles des
souches de référence présentent dans la banque de données GenBank par 1’outil BLAST (Basic
Local AlignmentSearchTool) en utilisant le site EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net) pour
déterminer ’espéce la plus proche de la souche étudiée en termes de pourcentage de
ressemblance.

Les séquences d’ARNr 16S des souches de références obtenues auxquelles les souches
d’actinobactéries sont plus proches sont alignées par 1’outii  MUSCLE (Multiple
SequenceComparison by Log-Expectation) pour faire I’analyse phylogénétique avec le logiciel
MEGA 6.0. Des arbres phylogénétiques ont été déduits pour les souches de chaque genre par la
méthode statistique du‘neighbor-joining’ (Saitou et Nei, 1987). La validation statistique des liens
phylogénétiques établisa étéeffectuée par le test du ‘Bootstrap’ dont les valeurs sont basées sur le
résultat de 1000 analyses (Felsenstein, 1981). Les substitutionsont été effectuées par le modele

de ‘Kimura 2-parameter’ (Kimura, 1980).

3. Etude de Pactivité antagoniste dessouches d’actinobactéries
3.1. Evaluation du potentiel antagoniste des isolats sur un milieu complexe

L’activité antagoniste des souches étudiées a été évaluée sur le milieu ISP2 contre 8
germes cibles:Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline (MRSA),
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,Umbelopsisramanniana, Aspergillus
carbonarius,Fusariumculmorum et Candida albicans.Ce testa été réalisé par la méthode des
cylindres d’agar selon les étapes suivantes (Figure 9):

a) Ensemencement des souches d’actinobactéries en stries serrées homogenes sur le milieu
ISP2 solide (18 g d’agar/l) stérile et incubation a 30 °C pendant 15 jours.

b) Préparation des suspensions des germes cibles a partir de cultures jeunes dans 1’eau
distillée stérile contenant dans des tubes a vis (concentration qui permet d’obtenir des
colonies juxtaposées non confluentes). Les suspensions sont conservées a 4 °C.

c) Inoculation aseptique du milieu ISP2 semi-solide (12 g d’agar/l) stérile avec les germes
cibles a raison de 1 pl de la suspension par 1 ml du milieu et homogénéisation avant
d’étre coulé dans les boites de Pétri stériles a raison de 20 ml par boite.

d) Coupure aseptique des cylindres d’agar de diametre de 10 mm, a partir des boites des
actinobactéries, apres la durée d’incubation, a 1’aide d’un emporte-picce stérile.

e) Dépot des cylindres a la surface du milieu ISP2 inoculé avec les germes cibles et
réfrigération a 4 °C pendant 2 h pour permettre la diffusion des antibiotiques dans le

milieu et empécher momentanément la croissance des germes cibles.
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f) Incubation dans I’étuve a 30 °C pendant 24 a 48 h pour les bactéries et 48 a 72 h pour les
champignons.
g) Apres incubation, les diamétres des zones d’inhibition autour des cylindres sont mesurés

a I’aide d’une regle.

Coupure des

cylindres Cylindres
i — d' aral

Transfert des
rylindres

Cultme d'achinoiacteries

fncubation
erEE——

Carlture o geome sible rAbliew I5PZ semil-sollde
incculd aver um germe cihlec

Figure 9. Illustration des étapes de la méthode des cylindres d’agar.

3.2.Etude du potentiel antagoniste des souches dans un milieu synthétique en variant les
sources de carbone

Cette ¢tude a pour but de déterminer les glucides qui potentiellement favorisent la
production des antibiotiques par les souches d’actinobactéries. Les cylindres d’agar utilisés ont
été coupés a partir des cultures des 16 souches d’actinobactéries poussées (résultats positifs) sur
les milieux des tests de 1’utilisation de glucide comme seule source de carbone aprés 15 jours
d’incubation a 30 °C.

Les microorganismes cibles utilisés pour I’é¢tude sont ceux qui ont montré une sensibilité
vis-a-vis des souches d’actinobactéries étudiées lors des tests sur le milieu complexe (B. subtilis,
MRSA,C. albicans et F. culmorum).

Apres incubationdans I’étuve a 30 °C pendant 24 a 48 h pour les bactéries et 48 a 72 h
pour les champignons, les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés et les comparaisons

entre les résultats ont été effectuées pour chaque souche.
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RESULTATS ET DISCUSSION

I. ETUDE TAXONOMIQUE DES ISOLATS D’ACTINOBACTERIES

1. Evaluation de la croissance des actinobactéries sur le milieu ISP2 solide

Les 16 isolats d’actinobactéries étudiées ont été¢ ensemencés sur le milieu ISP2 solide et
la croissance a été notée chaque 2 jours pour estimer le temps nécessaire pour 1’obtention d’une
bonne croissance. La majorité des isolats ont montré une croissance moyenne aprés 4 jours
d’incubation. Cependant, certains isolats (A1, D1 et C8) ont une croissance tres lente qui débute
apres 6 jours d’incubation. La meilleure croissance (maximale) des isolats étudiés est obtenue

apres 8 jours d’incubation (Tableau 9).

Tableau 9. Suivi de la croissance des isolats d’actinobactéries.

Jour | Al | A3 | A4 | A4 | A8 | A9 | Al12|B4 |C8 |Dl1 |[D8 |E2 |F3 |G3 |H3 | H4

2 - + + + +=+ [+ [+ + - - + e ++

4 + e e T + + + | | |+ |
6 + + | | A |+ + 4 | | | |
8 e e e e e B e e e e I e e e o ol I =T et

e e e e e e e e e e e e e e e e s

2. Caractérisation des isolats d’actinobactéries
2.1. Etude morphologique
2.1.1. Caractérisation micromorphologie

L’observation au microscope optique ou électronique des isolats étudié a montré une
diversité dans la collection des actinobactéries étudiées.

Neuf isolats, ont développé desmyclelia de substrat non fragmentés et desmycelia aériens
avec de longue chaines de spores en spiral(type S) pour les souches A4,A12, G3 et H4 en
boucles (type L)pour les souchesA8, C8et D1 et droites (type SC) a flexueuses (type RF) pour
les souches A3’ etA4'ce qui correspond aux caractéristiques du genre Streptomyces(Figures 10 et

11).
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Figure 10.Micrographie la souche A12 observée au microscope optique sur milieu ISP2 apres 3

semaines d’incubation (x 400 plus effet de zoom).

Figure 11. Micrographie de la souche A3’ observée au microscope optique sur milieu ISP2 apres

3 semaines d’incubation (x 400 plus effet de zoom).

Troisisolats (A1, A9 et H3) ont montré sur le mycélium aérien des sporangiophores qui
portent des sporanges globuleux. Le mycélium de substrat est stérile et non fragmenté. Ces

caractéristiques sont ceux du genre Streptosporangium (Figure 12).
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Figure 12.Micrographie de la souche H3 observée au microscope optiquesur milieu ISP2 aprés 3

semaines d’incubation (A) et au microscope ¢électronique (B)(x 400 plus effet de zoom).

Une souche (B4) possédedes spores en paires portés longitudinalement par de courts
sporophores sur le MA (Figure 13). Cette souche est rattachée d’une maniére présomptive au

genre Microbispora.

Figure 13.Micrographie de la souche B4 observée au microscope électronique sur milieu ISP2

apres 3 semaines d’incubation.

Une souche (E2) a montré un mycélium de substratenzig-zag, ramifi¢ avec de courtes

chaines de spores (Figure 14) ce qui nous laisse penser au genre Nocardia.

34



Résultats et discussion

- z L SRR s

%

. =
5

b, bl il

Figure 14.Micrographie de la souche E2 observée au microscope optique
(x 400 plus effet de zoom).

Une souche nommée D8 contient un mycélium de substrat non fragmenté et un mycélium
aérien fragment¢ en courtes chaine de spores (Figure 15). Cette souche n’a pas pu étre rattachée

a un genre bien déterminé.

Figure 15. Micrographie de la souche D8 observée au microscope optique sur milieu ISP2 aprés

3 semaines d’incubation (x 400 plus effet de zoom).
Une souche désignée F3 a montré des chaines de spores moyennes Iégérement en zig zag

regroupés en touffes (Figure 16). Ces caractéristiques nous laissentpenser

auxgenresNocardiopsisou Saccharothrix.
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Figure 16. Micrographie de la souche F3 observée au microscope optique sur milieu ISP2 apres

3 semaines d’incubation (x 400 plus effet de zoom).

2.1.2. Caractérisation macromorphologique

Chacun des 16 isolats a été repiqué sur 4 milieux de culture solides ; Bennett, GN, ISP1
et ISP2. La croissance et la couleur du mycélium aérien (MA), du mycélium du substrat et des
pigmentssolublessi présents ont été notées apres 3 semaines d’incubation a 30 °C.

Toutes les souchesétudiéesont poussés sur tous les milieux de culture testés a 1I’exception
de la souche A3’ qui n’a pas poussé sur le milieu GN. Les milieux ISP2 et Bennett ont permis la
meilleure croissance des souches. Cependant, la croissance sur les milieux GN et ISP1 était
moyenne. Les mycelia ont produit des couleurs divers dépendants de la souche et du milieu de
culturetesté. Le mycélium aérien a été abondant pour la plus part des isolats. Des pigments
solubles de couleur brune claire dans le milieu ont été observés seulement chez trois souches
(A3, A4 et A4") (Tableau 10).

Les différentes souches appartenant au méme genre ont donné des couleurs différentes
des mycelia aériens et de substrat ce qui peut nous renseigner sur la diversité probable des

especes au sein du méme genre (Tableau 10).
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Tableau 10. Caractéristique et croissance des 16 isolats sur différents milieux.

Isolat | Milieu | Croissance | Mycélium aérien Mycélium du substrat Pigment
soluble
Streptomyces
A3’ Bennett +++ - Brun jaunatre modéré -
GN - - - -
ISP1 + - Brun jaunatre foncé -
ISP2 +++ Blanc Brun jaunatre forte + brun
claire
A4 Bennett +++ Brun jaunétre grisatre Jaune orange modéré -
claire
GN ++ - jaune grisatre -
ISP1 +++ Blanc Brun jaunétre claire -
ISP2 +++ Rouge foncé Jaune orange foncé + brun
claire
A4’ Bennett -+ Gris violacé foncé Brun modéré -
GN + - Brun jaunatre grisatre claire -
ISP1 + - Brun jaunatre grisatre claire + brun
claire
ISP2 +++ Blanc Jaune orange foncé + brun
claire
A8 Bennett +++ Gris claire Jaune grisatre -
GN ++ + blanc Jaune pale -
ISP1 ++ + blanc Jaune claire -
ISP2 +++ Brun jaunétre grisatre Brun jaunatre modéré et jaune | -
orange foncé
Al2 Bennett ++ Blanc Jaune pale -
GN +++ Blanc Jaune pale -
ISP1 +++ Gris claire Jaune grisatre -
ISP2 +++ Gris noiratre Jaune orange foncé -
C8 Bennett +++ blanc (et parfois Brun Jaune orange foncé -
jaunatre grisatre foncé)
GN + Blanc Jaune pale -
ISP1 + Blanc Jaune pale -
ISP2 +++ Blanc Jaune orange foncé -
D1 Bennett +++ Brun rougeatre grisatre Jaune orangé modéré -
foncé
GN ++ blanc Jaune pale -
ISP1 + blanc Jaune claire -
ISP2 +++ Brun rougeatre grisatre Jaune orangé foncé -
foncé
G3 Bennett +++ Gris claire Jaune grisatre -
GN + - Jaune pale -
ISP1 ++ + blanc Jaune claire -
ISP2 +++ Gris claire Brun olive modéré -
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Isolat | Milieu Croissance | Mycélium aérien Mycélium du substrat Pigment
soluble

H4 | Bennett +++ Gris foncé Jaune pale -
GN + - Jaune pale -
ISP1 ++ - Jaune claire -
ISP2 +++ Gris foncé Jaune orangé foncé -

Streptosporangium

Al Bennett +++ Gris rosatre Brun modéré -
GN ++ + blanc Jaune orange pale -
ISP1 ++ blanc Jaune orange foncé -
ISP2 +++ Rose jaunétre pale | Brun modéré -

A9 | Bennett + + blanc Brun jaunétre claire -
GN + + blanc Jaune orange foncé -
ISP1 ++ - Jaune orange modéré -
ISP2 ++ blanc et - Jaune orange foncé -

H3 | Bennett | ++a +++ | &+ blanc Brun jaunatre forte et brun jaunatre -

claire
GN + + blanc Brun jaunétre forte -
ISP1 ++ + blanc Jaune orange foncé -
ISP2 ++ blanc Brun jaunatre claire et Brun jaunatre -
modéré

Microbispora

B4 Bennett + - Brun jaunatre claire -
GN + - Brun jaunéatre modéré -
ISP1 + - Brun jaunatre modéré -
ISP2 ++ + gris moyen Brun jaunatre forte -

Nocardia

E2 Bennett ++ Rose jaunatre pale | Orange forte -
GN + - Jaune pale -
ISP1 + Blanc jaunatre Jaune pale -
ISP2 +++ Rose jaunatre pale | Orange forte -

Non identifiés

D8 Bennett +++ Rose jaunatre pale | Jaune orangé modéré -
GN + + Jaune orangé Jaune pale -

pale

ISP1 + + blanc Jaune orangé modéré -
ISP2 ++ Jaune orange pale | Jaune orangé profond -

Nocardiopsis

F3 Bennett +++ Jaune grisatre Brun olive modéré -
GN +++ blanc Jaune pale -
ISP1 +++ blanc Jaune modéré -
ISP2 +++ Jaune grisatre Jaune modéré et Brun olive modéré -

Pour la croissance ; - : absente ; + : trés faible ; + :faible; ++ : moyenne ; +++ : bonne a trés bonne

Pour les mycélia et le pigment soluble ; - : absent ; + : plus ou moins présent ; + : présent
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2.2. Caractéres physiologiques

Pour mieux regrouper les isolats, leur physiologie a été étudi¢e. Les résultats obtenus
apres sont mentionnés dans les tableaux 11 et 12.

Toutes les souches de Streptomyces utilisent le fructose, le mannitol, le mélibiose et le
tréhalose et la majorité des autres sucres a I’exception de la souche C8 qui catabolise 7 sucres
uniquement. La guanine n’est pas dégradée par aucune des souches étudiées et la xanthine est
dégradée par la souche G3 uniquement.

Les souches de Stretosporangium n’utilisent pas la majorité des sucres (15) mais elles
utilisent le cellobiose, le glucose et le tréhalose. La différence entre les trois souches est que Al
utilise le maltose, A9 dégrade I’amidon et n’utilise pas le galactose et H4 dégrade la tyrosine.

La souche identifiée comme Microbispora (B4) utilise 11 sucres sur 20 testés et dégrade
uniquement la caséine, 1’esculine et la gélatine.

La souche E2 rattachée au genre Nocardia catabolise uniquement le glucose,
I’hypoxanthineet la gélatine.

La souche F3 de Nocardiopsis utilise tous les sucres et tous les autres composés testés
sauf la guanine et I’arbutine.

La souche D8 catabolise tous les sucres a I’exception du lactose et tous les autres

composés testés sauf I’esculine et la gélatine.

La comparaison des souches du méme genre a été réalisée par le calcul de I’indice de Sokal et
Michener (SM) afin de déterminer les souches qui pourrait appartenir a la méme espece et le
nombre probable d’espéces par genre. Un exemple de calcul est donné pour la comparaison entre
A3'et A4 :

SM= (SM++ SM-) /(SM++ SM-+ D)
SM = (15 +6) / (15+6+10)

SM =21/31

SM = 67,7 %
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Tableau 11. Caractéristiques physiologiques des isolats de Streptomyces.

Résultats et discussion

Test Souche Test Souche
A3" A4 A4 A8 Al12 C8 D1 G3 H4 A3’ A4 A4’ A8 Al12 C8 D1 G3 H4

Dégradation de : Utilisation de

Adenine - + 4+ + - + + + + | D(+)lactose + + 4+ + 4+ - + 4+ -
Guanine - - - - - - - - - D-mannitol + + o+ + + - + o+ -
Hypoxanthine | - + +  + + - - + - | D(+) mannose + + + o+ 4+ + + + o+
Tyrosine - - - + + + + + - D (+) melezitose monohydrate | - - + + o+ + + + -
Xanthine - - - - - - - + - | aD(+) melibiose + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Amidon - - - + - + + + - D (+) raffinose + - + + + + + o+ o+
Arbutine - + - - + + + - - D (+) ribose + + 4+ + 4+ - + 4+ -
Caséine - + - + - + - + + | D(-) salicin + + 4+ - + - + - -
Esculine - + - - + + + - - D-sorbitol + - - + + - + o+ -
Gélatine - + - + 4+ + - + D (+) tréhalose + + 4+ + 4+ + 4+ o+ o+
Tween 80 - + o+ + o+ + + + + | D-xylose RPPA + + o+ + o+ - + + o+
Utilisation de : L (+) arabinose + + o+ + o+ - -+ 4+
D (+) cellobiose | + + + + + - + + 4 |o-L(+) rhamnose monohydrate | + + + + + -+ + -
D (-) fructose + +  F + + + + + 4+ | maltose + + + + o+ - + o+ o+
D (+) galactose | + + + + o+ - + o+ + meso-Erythritol - - - - + + - + -
D(+)glucose |+ + + + + - + + + | meso-inositol + -+ o+ o+ -+ o+ -
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Tableau 12.Caractéristiques physiologiques des isolats non Streptomyces.

Résultats et discussion

Test Souche Test Souche
Al A9 H3 | B4 | E2| D8 |F3 Al A9 H3 | B4 | E2| D8 |F3

Dégradation de : Utilisation de

Adenine - - - - - - + | D (+) lactose - - - + |- - +
Guanine - - - - - - - D-mannitol - - - + |- + |+
Hypoxanthine - - - - + |+ |+ | D(+) mannose - - - - - + |+
Tyrosine - - + |- - + | + | D (+) melezitose monohydrate | - - - - - + |+
Xanthine - - - - - + |+ | a-D (+) melibiose - - - - - + |+
Amidon - + - - - - + | D (+) raffinose - - - + |- + |+
Arbutine - - - - - - - D (+) ribose - - - + |- + |+
Caséine + + 4+ |+ |- - + | D (-) salicin - - - + |- + |+
Esculine - - - + |- + |+ | D-sorbitol - - - - - + |+
Gélatine + + 4+ |+ |+ + | D (+) tréhalose + 4+ o+ |- - + |+
Tween 80 + + o+ - - - + | D-xylose RPPA - - - - - + |+
Utilisation de L (+) arabinose - - - + |- + |+
D (+) cellobiose | + + + [+ |- + |+ | a-L (+) rhamnose monohydrate | - - - + |- + |+
D (-) fructose - - - + |- |+ |+ | maltose I I I FE
D (+)galactose |+ - + |+ |- |+ [+ | meso-Erythritol - - - - 11 T+
D (+) glucose + 4+ + |+ |+ |+ |+ | meso-inositol R R N N N T |+
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Concernant le genre Streptomyces a 1’exception des souches A8 et G3 qui ont montré un SM de

93,5% toutes les autres souches partagent un SM inférieur a 85%. Donc, les souches A8 et G3

pourraient appartenir a la méme espéce et les autres souches appartiennent chacune a une espece

a part (Tableau 13).

Tableau 13. Valeurs de I’indice de Sokal et Michener pour les souches de Streptomyces.

Souche | A3’ A4 A4’ A8 Al2 C8 D1 G3 H4
A3’ 100

A4 67,7 100

A4’ 83,9 77,4 100

A8 70,9 70,9 80,6 100

Al2 80,6 74,2 77,4 77,4 100

C8 22,6 45,2 35,5 48,4 45,2 100

D1 74,2 67,7 77,4 77,4 80,6 51,6 100

G3 64,5 64,5 74,2 93,5 77,4 48,4 70,9 100

H4 67,7 70,9 67,7 67,7 51,6 61,3 51,6 61,3 100

Les trois souches de Streptosporangium partagent des pourcentages de similarit¢ de 90,3 a

93,5% qui sont supérieurs au seuil de séparation entre les espéces (85%). Cela suggere

I’appartenance des trois souches a la méme espece (Tableau 14).

Tableaul4.Valeurs de I’indice de SokaletMichener pour les souches de Streptosporangium.

Souche Al A9 H3
Al 100

A9 90,3 100

H3 93,5 90,3 100
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2.3. Etude moléculaire

Le séquengage de ’ADNr 16S a été réalis€¢ pour 15 souches. Les séquences de deux
souches (C8, appartenant au genre Streptomyces et F3, identifiée comme Nocardiopsis) sont
inexploitables (moins de 100 bases). Les séquences d’ADNr 16Sobtenues ont été alignées et
comparées avec les séquences des especes-types des bactériescontenues dans la base de données
génomique «Eztaxon-e». Cette étude a permis de confirmer le genre et de déterminer les especes

les plus proches de nos souches.

Sur la base des ¢études phylogénétiques 8 souches identifiées morphologiquement comme
Streptomyces sont assignée a ce genre. Les souches A8 et G3 sont proches de S. lydicusavec les
pourcentages de similarité de 99,36et 99,65 %respectivement et forment un cluster a part avec
cette espéce et ’espece Streptomyces chattanoogensis. Les autres souches sont rattachées a des
especes différentes avec des % de similarité de 98,37 a 99,93% et forment 6 clusters distincts sur
I’arbre phylogénétique (Tableaul5 et Figure 17). Au total, nous avons 7 especes distinctes parmi

nos souches de Streptomyces.

Les ¢études phylogénétiques, ont confirmé I’appartenance des souches Al, A9 et H3 au
genreStreptosporangium. Ces €tudes ontpermis de rattachées lessouches Al et H3 a I’especeSg.
album avec les pourcentages de similarité de 98,56 et 98,58 % respectivement et la soucheA9 a
I’especeSg. Carneumavec un pourcentage de similarité de 98,60 % (Tableau 16). Sur I’arbre
phylogénétique les trois souches sont séparées en trois lignées distinctes (Figure 18). Il faut noter
que le test blast entre les séquences des souches Al et H3 a donné un pourcentage de similarité

de 98,48%.

L’analyse de la séquence du géne codant pour I’ARNr 16S de la souche B4aconfirmé son
affiliation au genre Microbispora. Cette souche est proche M. bryophytorumavec un taux de

similarité de 100 % (Tableau 17 et Figure 19).

La souche E2 identifiée morphologiquement comme Nocardia appartient effectivement a
ce genre sur la base des études phylogénétiques. Cette souche partage un % de similarité de

99,93% avec N. nova (Tableau 18 et Figure 20).

43
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Résultats et discussion

Espéce Souche-type N° de la Isolat et pourcentage de similarité
N° d’accession | séquence A3’ A4 A4’ | A8 Al12 | D1 G3 H4

S. glomeratus LMG 19903" AJ781754 99,29* | 95,89 | 96,24 | 96,24 | 95,44 | 96,18 | 96,6 94,29
S. chromofuscus NBRC 12851 AB184194 98,73 | 96,03 | 96,39 | 95,67 |96,08 | 96,03 | 96,02 | 94,58
S. flavoviridis NBRC 12772 AB184342 98,73 | 96,67 | 96,1 | 96,16 | 96,08 | 96,53 | 96,45 | 94,44
S. lanatus NBRC 12787 " AB184845 96,89 |98,37* | 98,09 | 96,38 | 95,37 | 96,32 | 96,67 | 94,79
S. neopeptinius KNF 2047 " EU258679 96,35 |98,35 | 97,64 |96,85 |9562]97,5 96,92 | 95,04
S. panaciradicis IMR-8 " KF971876 97,17 98,16 | 97,38 | 95,74 | 94,94 | 96,1 96,03 | 94,22
S. psammoticus NBRC 13971 AB184554 96,32 | 97,8 98,8*% | 96,67 | 95,37 | 96,89 | 96,95 | 95,22
S. durhamensis NRRL B-3309" | JNXR01000068 | 96,53 | 97,59 98,44 | 95,74 | 94,73 | 95,96 | 96,03 | 94,72
S. filipinensis NBRC 12860 " AB184198 96,68 | 97,59 |98,37 (9574 |94,8 |9589 |96,03 |94,65
S. lydicus NBRC 13058 " AB184281 96,32 | 95,74 | 96,46 | 99,36* | 96,94 | 98,16 | 99,65* | 95,08
S. chattanoogensis DSM 40002 " AJ621611 96,25 |95,67 |96,39|99,22 | 96,73 | 98,02 | 99,5 94,86
S. rimosussubsp. paromomycinus | DSM 41429 " AJ621610 96,46 | 95,75 |96,6 |98,94 |97,08 97,88 |99,22 |95,15
S. samsunensis M1463 " EU077190 95,79 194,94 |95,01|96,79 |99,5%| 96,16 |97,14 | 95,00
S. malaysiensis NBRC 16446 " AB249918 96,51 | 94,65 | 94,58 | 96,29 |99,00 | 96,16 | 96,65 | 95,14
S. indonesiensis DSM 41759 " DQ334783 95,6 95,74 | 95,88 | 97,8 98,93 | 97,24 | 97,94 | 95,35
S. glebosus CGMCC 4.1873 " | HQ244456 96,64 | 97,15 | 97,01 98,69 |97,01]99,93* | 98,69 |9581
S. hygroscopicussubsp. glebosus | NBRC 13786 " AB184479 96,39 |96,46 | 96,46 | 98,3 96,44 | 99,36 | 98,58 | 95,44
S. libanisubsp. Rufus LMG 20087 " AJ781351 96,39 |96,46 | 96,46 | 98,3 96,44 | 99,36 | 98,58 | 95,44
S. chrestomyceticus DSM 40545 " AJ621609 96,46 | 95,75 |96,6 |98,94 |97,08 |97,88 |99,22 |95,15
S. aureofaciens NBRC 12843 " AB184189 94,24 | 94,01 | 94,66 | 94,64 | 94,63 | 95,01 |9500 |99,22*
S. avellaneus NBRC 13451 AB184413 94,24 | 94,01 | 94,66 | 94,64 | 94,63 | 95,01 |95,00 |99,22*
Streptomyces xanthocidicus NBRC 13469 " AB184427 94,39 194,88 |95,45195,36 |94,85 (95,73 |95,72 | 98,78

*: le pourcentage le plus élevé;

" souche-type.
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Figure 17.Arbre phylogénétique basé sur 1’analyse des séquences de I’ADNr 16S et montrant les relations entre les isolats de Streptomyces et les
souches-types de quelques especes de ce genre.
Les nombres aux nceuds sont les pourcentages du « bootstrap » et la barre indique 0,005 substitutions par position de nucléotide.
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Tableau 16.Résultats du blast des séquences des souches du genre Streptosporangiumavec les

especes les plus de ce genre.

Espéce Souche-type N° de la Pourcentage de

N° d’accession séquence similarité

Al A9 H3

Sg. album DSM 43023" X89934 98,56* | 98,46 | 98,58*
Sg. carneum DSM 44125" X89938 98,41 98,6* | 97,87
Sg. Vulgare DSM 43802" X89955 98,34 | 98,31 | 98,44
Sg.roseum DSM 43021" CP001814 98,34 | 98,31 | 98,44
Sg.canum HBUM 170018" | AY996844 98,27 | 97,94 | 98,37
Sg.terrae VRC21" JX082289 98,27 | 98,45 | 98,16
Sg. NRRL B-2639 " JOEQO01000084 | 98,12 | 98,38 | 97,66
Methystogenessubsp.amethystogenes
Sg.amethystogenes subsp. fukuiense JCM 10083 " AB537172 98,05 | 98,31 | 97,59
Sg.longisporum DSM 43180 " X89944 98,05 | 98,31 | 97,73
Sg.sonchi NEAU-QS7 " KF928747 97,69 | 97,64 | 97,94
Sg.nanhuense NEAU-NH11" KF146932 97,62 97,5 |97.8
Sg.fragile DSM 43847 " X89942 97,55 (97,72 | 97,17
Sg.kronopolitis NEAU-MLI10" KF956805 97,55 97,5 97,8
Sg.oxazolinicum K07-0460" AB594818 97,5 97,57 | 97,68
Sg.jomthongense 30EHS' JQ922513 97,41 |97,41 | 97,73
Sg.shengliensis NEAU-GH7 "' KC513503 97,4 97,35 | 97,52
Sg.subfuscum NEAU-TWSJ13 "' | KF913196 97,4 97,49 | 97,23
Sg.pseudovulgare DSM 43181 " X89946 97,33 | 97,5 | 96,88
Sg. Purpuratum CY-15110" AF191735 97,25 97,2 |97,71
Sg. sandarakinum GW-12028" JX977118 97,2 97,48 | 97,5
Sg. Subroseum CY-71137 AF191734 97,18 97,5 97,21
Sg. Anatoliense N9999 ' HQ15719%4 96,97 | 96,84 | 97,16
Sg. nondiastaticum IFO 13990 ' U48994 96,95 | 97,42 | 97,27
Sg. violaceochromogenes DSM 43849 X89951 96,47 | 96,77 | 96,39
Sg. Yunnanense CY-11007 " AF191733 96,16 | 95,88 | 96,49

*: lepourcentage le plus élevé; ' : souche-type.

46




Résultats et discussion

84 Streptosporangiumamethystogenes subsp. amethystogenes NRRL B-2639'/JOEQ01000084
Streptosporangiumamethystogenes subsp. fukuiense JCM 10083'/AB537172
Streptosporangiumoxazolinicum K07-0460'/AB594818
Streptosporangiumsubroseum CY-7113'/AF191734
Streptosporangiumnanhuense NEAU-NH11'/KF 146932
Streptosporangiumpurpuratum CY-15110'/AF191735
Streptosporangiumyunnanense CY-11007'/AF191733
ﬂL—StreptosporangiumkronopolitisN EAU-ML10'/KF956805
Streptosporangiumsonchi NEAU-QS7'/KF928747

69 _:Streptosporangiumlongisporum DSM 43180'/X89944

3 Streptosporangiumshengliensis NEAU-GH7 '/KC513503
Streptosporangiumanatoliense N9999'/HQ 157194
Streptosporangiumcanum HBUM 170018'/AY996844
Streptosporangium vulgare DSM 43802'/X89955
Streptosporangiumroseum DSM 43021'/CP001814

Streptosporangium album DSM 43023'/X89934
B
34 A1
H3
2| [ Streptosporangiumcarneum DSM 44125'/X89938
Streptosporangium terrae VRC21'/JX082289
20 Streptosporangiumjomthongense 30EHS'/JQ922513
27 Streptosporangiumviolaceochromogenes DSM 43849'/X89951
9 Streptosporangium fragile DSM 43847 '/X89942
Streptosporangiumsubfuscum NEAU-TWSJ13'/KF913196
Streptosporangiumnondiastaticum IFO 13990'/U48994

_|—_Streptosporangiumpseudovulgare DSM 43181'/X89946
65 Streptosporangiumsandarakinum GW-12028'/JX977118

42

8

(0]

Allonocardiopsisopalescens|10A-01259'

Figure 18.Arbre phylogénétique basé sur 1’analyse des séquences de I’ADNr 16S et montrant les relations entre les souches
deStreptosporangiumet les souches-types de toutes les espéces de ce genre.
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Tableau 17.Résultats du blast de la séquence de la souche B4 avec les especes les plus du

genreMicrobispora.

Espece Souche-type N° de la Pourcentage
N° d’accession | séquence de similarité

M. bryophytorum NEAU-TX2-2" | KF886293 | 100*

M. amethystogenes JCM 30217 U48988 99,07

M. roseasubsp. rosea | IFO 14044" D86936 98,56

M. corallina DF-32" ABO018046 | 98,27

M. roseasubsp. aerata | ATCC 15448" | U48984 98,2

M. hainanensis 211020" FJ261972 | 98,06

M. thailandensis NN276" HMO043728 | 97,92

M. siamensis DMKUA-245" | FJ199993 | 97,49

M. mesophila JCM 31517 AF002266 | 97,13

10%54
43 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2'/KF886293

Microbispora roseasubsp.rosea IFO 14044 '/D86936
Microbisporaamethystogenes JCM 3021'/U48988
Microbispora roseasubsp. aerata ATCC 15448 '/U48984
Microbisporamesophila JCM 3151'/AF002266
Microbisporathailandensis NN276'/HM043728

Microbisporacorallina DF-32 ' /AB018046

\_’iMicrobisporahainanensis 211020 '/FJ261972
51 Microbisporasiamensis DMKUA-245 '/FJ199993
Streptosporangium_pseudovulgareDSM43181'

s
0.005

Figure 19. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S et montrant
les relations entre la souche de Microbispora et les souches-types de toutes les espéces de ce
genre.
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Tableau 18.Résultats du blast de la séquence de la souche E2 avec les espeéces les plus du

genreNocardia.

Espece Souche-type N° de la Pourcentage

N° d’accession séquence de similarité
N. nova JCM 6044" 736930 99,93+
N.jiangxiensis NBRC 101359" BAGB01000020 | 98,7
N.aobensis IFM 0372" AB126876 98,41
N.otitidiscaviarum | NBRC 14405 BAGDO01000059 | 98,34
N.mikamii W8g061" EU484388 98,27
N.africana SD769" AF277198 98,26
N.niigatensis NBRC 100131" BAGC01000015 | 98,19
N.vermiculata IFM 0391" AB126873 98,16
N.vaccinii DSM 43285" 736927 98,12
N.veterana NBRC 100344" BAGMO01000031 | 98,05
N.miyunensis 1177 AY639901 98,05
N.elegans IMMIB N-402" | AJ854057 98,05
N.kruczakiae ATCC BAA-948" | AY441974 98,05
N.acidivorans GW4-1778" AMA402972 97,98
N.vinacea NBRC 16497" BAGNO01000059 | 97,91
N.cyriacigeorgica | NBRC 1003 757 BAFY01000107 | 97,91

45 Nocardianiigatensis NBRC 100131 ''/BAGC01000015
4 Nocardiaacidivorans GW4-1778'/AM402972
3 Nocardiaotitidiscaviarum NBRC 14405'/BAGD01000059
E2
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Figure20. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S et montrant les
relations entre la souche de Nocardia et les souches-types de quelques especes de ce genre.
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3. Discussion

Neuf souches d’actinobactéries étudiées ont un mycélium aérien portant des chaines de
spores de formes différentes. Elles sont de forme spirale pour les souches A4, A12, G3 et H4, en
boucles pour les souches A8, C8 et D1 et droites a flexueuses pour les souches A3’ et A4'. Ces
morphologies sont des caracteres typiques de Streptomyces (Pridhamet al.,1958).

Un indice de Sokal et Michener de 93,5% entre les souches A8 et G3 a été obtenu. Ce
taux est supérieur a 85 %, limite de séparation entre les especes proposé par Sokal et Michener
(1958), ce qui mit en place la possibilité¢ de leur appartenance a une méme espece. Toutes les
autres souches partagent un SM inférieur a 85% et donc chacune appartient a une espece a part.
L’¢étude moléculaire réalisée pour 8 souches a confirmé 1’appartenance de toutes les souches
étudiées au genre Streptomyces, la parenté entre les souches A8 et G3 qui sont rapprochées a la
méme espece et I’affiliation des 5 autres souches a 5 espéces distinctes. Alors, il y a une
concordance entre les résultats de 1’étude morphologique, 1’étude physiologique et 1’étude
moléculaire. Cette constatation a ¢été faite par Meklater al. (2012). Les souches A8 et G3 sont
rapprochées a 1’espéceS. lydicus(Deboeret al., 1956) avec les pourcentages de similarité de
99,36 % et 99,65 % respectivementqui sont supérieurs a 98,65 %, limite de séparation entre les
especes (Kim et al., 2014). Ces deux souches partagent un pourcentage de similarité¢ de leur
ARNTr 16S de 99,72 mais elles peuvent appartenir a deux espéces différentes parce que la souche
A8 appartient au type L et la souche G3 appartient au type S de Streptomyces, et que G3
catabolise la xanthine et le méso-érythritol alors que A8 ne les catabolisent pas.

La souche A3’ forme un mycélium de chaines de spores droites a flexueuses, ce qui nous
amene a penser au type SC ou RF de Streptomyces. Ceci est affirmé par I’analyse moléculaire
qui rapproche cette souche a S. glomeratus (Gause et Preobrazhenskaya, 1986) avec un
pourcentage de similarit¢ de 99,29 % qui est supérieur a 98,65 %. S. glomeratus forme des
chaines de spores de type RA ou S (Bergey, 2012) qui est différente de la morphologie de la
souche A3'Il faut cependant signaler que S. glomeratus a fait I’objet de trés peu de tests
physiologiques, ce qui rend la comparaison difficile. D’apres le Manuel de Bergey (2012),
I’espece la plus proche a S. glomeratus est S. bangladeshensis (Al-Bari et al., 2005) avec une
similarité de 99.20%, ce pourcentage n’est pas loin de celui que nous avons obtenu (99,29%),
cela nous laisse suggérer que la souche A3’ pourrait constituer une nouvelle espece sous réserve
d’hybridation ADN-ADN.

La souche A4 forme un mycélium de chaines de spores en spires caractéristique du type S
de Streptomyces. L’analyse moléculaire atteste ce classement en rapprochant cette souche a S.

lanatus (Frommer, 1959) avec un pourcentage de similarité inférieur a 98,65 % (98,37 %), ce qui
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confirme 1’appartenance de la souche A4 a une nouvelleespece. La comparaison de la
physiologie de la souche A4 et de I’espece S. lanatus (peu de tests sont disponibles) montre que
A4 ne dégrade pas le raffinose et S. lanatus est capable de le dégrader (Frommer, 1959).

Les caracteres morphologiques de la souche A4’ nous a permet de la rattacher au genre
Streptomyces. Les analyses phylogénétiques basées sur le s€équencage de I’ADNr 16S ont permis
deconfirmercette hypothése et de rapprocher la souche A4’ de l’espéce S. psammoticus
(VirgilioetHengeller, 1960), avec un taux de similarité de 98,80 % qui est 1égérement supérieure
a 98,65, la limite de séparation entre les espeéces. La comparaison des résultats physiologiques
entre la souche A4’ et S. psammoticusmontre que A4’ est différente de S. psammoticus parce
qu’elle utilise plusieurs sucres qui ne sont pas utilisés par S. psammoticus (Bergey, 2012)
(Tableau 19). En plus, il y a plusieurs especes décrites qui sont plus proches de S. psammoticus
avec des pourcentages de similarit¢ plus élevés que celui de la souche A4’ comme S.
avellaneus(100%) (Baldacci et Grein, 1966),S. aureofaciens (99,60%) (Duggar, 1948) etS.
chrysomallussubsp. Fumigatus (99.3%) (Frommer, 1959). Cela suggere que la souche A4’

pourrait étre une espece nouvelle.

Tableau 19.Comparaison des caractéres physiologiques I’isolat A4’ avec S. psammoticus,

I’espece la plus proche phylogénétiquement (Virgilio et Hengeller, 1960).

Utilisation de: | Souche

A4’ | S. psammoticus

D-mannitol

D-raffinose

D-xylose

L-arabinose

L-rhamnose

Inositol
Salicin

e R I S S

La souche A12 forme des chaines de spores en spirales, ce qui permet de la classer parmi
les Streptomyces du type S. Par I’analyse moléculaire du géne codant pour I’ARNr 168, le genre
de cette souche est confirmé avec une similitude & S. samsunensis (Sazaket al., 2011) supérieur a
98,65 % (99,50 %). Ce pourcentage est de méme grandeur que ceux enregistrés parmi les
especes de Streptomyces ce qui n’élimine pas 1’originalité de la souche Al12 de tant plus que
notre souche présente neuf différences physiologiques avec 1’espece S. samsunensis (Tableau

20).
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Tableau 20.Comparaison des caractéres physiologiques la souche Al12 avec S. samsunensis,

I’espece la plus proche phylogénétiquement(Sazaket al., 2011).

Test Souche

A12 | S. samsunensis

Dégradation de:

Hypoxanthine + -
Tyrosine + -
Caséine - +
Esculine + -
Gélatine + -

Utilisation de:
D-raffinose

D-salicin
D-xylose
Inositol

|+ +

L’étude moléculaire de la souche D1 I’a rapproché a S. glebosus(Rong et Huang, 2012)
avec un pourcentage de similarité¢ de 99,93 % qui est largement supérieur a 98,65 %. En effet,
cette espece était considéré comme sous espece de I’espece S. hygroscopicus dans le manuel de
Bergey (2012), elle partage des % de similarités élevés avec : S. caniferus, AB184640, 100%; S.
libanisubsp. rufus,AJ781351, 100%; S. platensis, AB045882, 99.9%; S. libanisubsp. libani,
AB184414, 99.7%; S. tubercidicus, AJ621612,99.6%; S. nigrescens, DQ442530, 99.6%; S.
hygroscopiussubsp. decoyicus, AY999883, 99.6%; S. catenulae, AJ621613,99.3%; S. ramulosus,
DQO026662, 99.3%; S. misakiensis,AB217605, 99.3%; S. sioyaensis, DQ026654, 99.2%; S.
monomycini,DQ445790, 99%. Les travaux de Rong et Huang (2012) basés sur
« multilocussequenceanalysis » (MLSA) et I’hybridation ADN-ADN ont permis de réviser la
place taxonomiques de plusieurs sous espéces dont fait partie S. hygroscopicussubsp.glebosus
qui a été reclassée comme une espece a part. Vu les arguments présentés ci-dessous et le nombre
important de différences physiologiques (Tableau 21) obtenues entre la souche D1 et S. glebosus,

la souche D1 pourrait étre une espece a part.
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Tableau 21.Comparaison des caractéres morphologiques et physiologiques la souche D1 avec S.

glebosus, 1I’espece la plus proche phylogénétiquement(Rong et Huang, 2012).

Caractere Souche

D1 S. glebosus
Couleur du MA sur ISP2 | Brun rougeétre grisatre foncé | Blanc a gris claire
Dégradation de:
Guanine - +
Xanthine - +
Amidon + -
Arbutine + -
Caséine - +
Esculine + -
Tween 80 + -
Utilisation de:
L-arabinose - +
L-rhamnose + -

La souche H4a été rapprochée a deux especes, S. aureofaciens (Duggar, 1948) et S.
avellaneus (Baldacci et Grein, 1966) avec le méme pourcentage de similarité de 99,22 % qui est
supérieur a 98,65 %. Le pourcentage de similarité entre S. aureofaciens et S. avellaneus est 99.5
% (Bergey’sManual, 2012) qui est supérieur a 99,22%. Peu de différences physiologiques sont
notés entre la souche H4 et les espéces les plus proches (Tableau 22). L’appartenance de la
souche H4 a I’une des especes les plus proches ou a une espéce a part pourrait étre vérifié par

d’autres études moléculaires comme I’hybridation ADN — ADN ou MLSA.

Tableau 22.Comparaison des caractéres physiologiques la souche H4 avecS. avellaneus (Baldacci
et Grein, 1966) et S. aureofaciens(Duggar, 1948), les espéces les plus proches
phylogénétiquement.

Utilisation de: | Souche

H4 | 8. avellaneus | S. aureofaciens
D-raffinose + |- -
D-xylose + |+ +
L-arabinose + |- +

La souche C8 présente des caracteéres morphologiques du genre Streptomyces. Les études
physiologiques de cette souche montrent des indices de Sokal et Michener trés bas (22,6 a 48,4

%) avec les autres souches de Streptomyces étudiées dans le présent travail. Ces taux sont treés
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inférieurs a la limite de séparation entre les especes (85%). Cela implique que la souche C8
n’appartient a aucune des especes de la présente étude.

Les souches A1, A9 et H3 ont été rattachées au genre Streptosporangium sur la base des
¢tudes morphologiques et moléculaires. Les résultats de la physiologie montrent que le
coefficient de SM entre les trois souches est supérieur a 85 % donc elles peuvent appartenir a la
méme espece. Cependant, les études moléculaires de ces souches les a rapproché de deux
especes avec les pourcentages de similarité de 98,56 a 98,60%. La souche A9 partage une
similarit¢ de 98,60% avec Sg. Carneum(Mertz et Yao, 1990). Les souches Al et H3 ont été
rapproché a la méme espece Sg. album (Nonomura H et Ohara Y, 1960) ce qui nous a incité a
faire I’alignement de leurs séquences de I’ADNr 16S qui a donné un pourcentage de similarité de
98,48%. Tous les % de similarité obtenues ci-dessus sont inférieurs a 98,65% ce qui nous laisse
dire que nous avons trois nouvelles especes de Streptosporangium (Kim et al., 2014) de temps
plus que certaines espéces de ce genre partagent un % de similarité de leur ADNr 16S de 100%
comme est le cas pour Streptosporangium roseum (Couch, 1955) et Streptosporangium vulgare
(Nonomura et Ohara, 1960). Cela est renforcé par les différences physiologiques entre nos
souches et les especes les plus proches (Tableau 23).

L’absence de la concordance entre I’étude physiologique qui a suggéré la présence d’une seule
espece et les études moléculaires qui confirment la présence de trois espéces distinctes est
probablement due a choix des tests physiologiques qui ne sont pas discriminants dans le cas des
especes de Straptosporangium contrairement aux espéces de Streptomyces étudiées dans le
présent travail. Des résultats similaires ont été¢ trouvés entre Saccharothrix longisporaet Sa.
Syringae(Zitouni, 1995). Ces deux especes sont distinctes sur la base des études moléculaires
(Labeda et Kroppenstedt, 2000), mais elles sont proches sur la base de la taxonomie numérique

(SM = 85,7%) (Zitouni, 1995).
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Tableau 23.Comparaison des caractéres physiologiques des souches Al et H3 avec Sg. album et
A9 avec avecSg. Carneum,les espéces lesplus proche phylogénétiquement (Nonomura H et Ohara

Y, 1960; Mertz et Yao, 1990).

Tests Souches Tests Souches
Al | H3 | Sg. album A9 | Sg. carneum

Dégradation de: Dégradation de:

Tyrosine - + |+ Tyrosine - +

Arbutine - - + Amidon + |-

Esculine - - + Gélatine + |-

Utilisation de: Utilisation de:

D-fructose - - + D-fructose - +

D-mannitol - - + D-galactose - +

D-mannose - - + D-lactose - +

D-raffinose - - + D-mannose - +

D-sorbitol - - +

D-xylose - - +

L-arabinose - - +

maltose + |- +

La souche B4 produit des spores en paires longitudinales portés sur les sporophores
d’hyphes courts du mycélium aérien. Ces caractéres morphologiques sont typiques au genre
Microbispora, ce qui nous a permis de confirmer le genre de cette souche et d’éliminer la
possibilité de leur appartenanceauxespécesM. MesophilaJCM 3151 etM. thailandensisNN276"
qui produisent des spores sphériques uniques sur les sporophores courtes(Duangmalet al., 2012).
L’étude moléculaire a soutenu cette déduction et en plus, a montré que la souche B4 est plus
proche de I'espéce M. bryophytorumNEAU-TX2-2" (Liet al., 2015) avec une pourcentage de
similarit¢ de 100 %. La souche B4 pourrait étre distinguée de M. bryophytorum par quelques
caracteres morphologiques et physiologiques (Li et al., 2015) (Tableau 24).
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Tableau 24.Comparaison des caractéres physiologiques 1’isolat B4 avec M. bryophytorum,

I’espece la plus proche phylogénétiquement(Li et al., 2015).

Caractere Souches

B4 ‘ M. bryophytorum

Dégradation de:

Tyrosine - +
Amidon - +
Utilisation de:

D-mannose - +
D-raffinose + |-
L-rhamnose + |-
maltose - +

La souche E2 montre une forme de mycélium ramifié¢ en courtes chaines de spores en zig-
zag ce qui correspond au genre Nocardia. Les especes du genre Nocardia sont des
actinobactéries environnementaux ubiquitaires qui peuvent €tre isolées a partir du sol (Khan et
al., 1997; Kachueiet al., 2012), de I’eau, des végétaux en décomposition et d’autres matiéres
organiques (Vetluginaet al., 1990; Khan et al., 1997).Elles sont habituellement des pathogénes
opportunistes causales de la maladie, nocardiose, surtout chez les patients immunodéprimés
(Beanmanet al, 1973).

L’étude moléculaire a confirmé I’hypothése développée lors des études morphologiques
que la souche E2 appartient au genre Nocardia. La souche E2 a été rapprochée a ’espece N.
nova (Tsukamura, 1983) avec un pourcentage de similarit¢ hautement supérieur a 98,65 %
(99,93 %).N. nova a été isolée pour la premicre fois a partir des crachats des patients aux
infections pulmonaires due aux souches de cette espece (Tsukamura, 1983). Cette espéce a
montré certaines différences physiologique avec notre souche consignées dans le tableau 25 ci-

dessous (Barbara et al., 2006; Kiskaet al., 2002).

Tableau 25.Comparaison des caractéres physiologiques la souche E2 avec N. noval’espéce la
plus proche phylogénétiquement (Tsukamura, 1983).

Test Souches

E2 ‘ N. nova
Dégradation de:
Hypoxanthine + |-
Arbutine - +
Gélatine + |-
Utilisation de:
D-galactose - +
D-sorbitol - +
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La souche F3 a montrée des caractéres morphologiques qui ne permettent pas de statuer
sur son appartenanceau genres Nocardiopsis (Meyer, 1976) ouSaccharothrix (Labedaet al.,
1984). L’étude des caractéres chimiques de la souche F3 pourrait clarifier sa position

taxonomique au niveau générique (Meyer, 1976; Kroppenstedt et Evtushenko, 2006).

II. ETUDE DES PROPRIETES ANTAGONISTE

1. Evaluation du potentiel antagoniste des 16 souches d’actinobactéries sur le milieu ISP2

Les 16 souches d’actinobactéries ont été testées contre huit germes cibles; deuxbactériesa
Gram positif, deux bactéries a Gram négatif, trois champignons filamenteux et une levure par la
méthode des cylindres d’agar sur le milieu ISP2 et ce, pour évaluer leur potentialité de
production des antibiotiques.Parmi les 16 souches d’actinobactéries, 12 (75 %) se sont montrées
actives contre aumoins un germe-cible. En revanche, 25 % n’ont présenté aucune activité.
Environ 75,0 % (9 souches) des souches actives présentent une activité a la fois antibactérienne
et antifongique,16,7 % (2 souches) une activité antifongique uniquement et 8,3 % (1 souche) une
activité antibactérienne uniquement. Aucune souche d’actinobactéries n’a montré une activité
contre les bactéries a Gram négatif testées. L activité antimicrobienne est obtenue chez toutes les
souches (100 %) de Streptomyces, une souche (33,3 %) de Streptosporangium, et la
souche(100%) de Nocardiopsis/Saccharothrix mais elle est absente chez les souches de
Microbispora et Nocardia.

L’activité antifongique, obtenue chez 11 souches sur 16 souches testées (68,75 %), est
généralement moyenne pour les souches de Streptomyces et faible pour les autres souches non
Streptomyces. L’activité antifongique maximale obtenue est forte, elle est de 32 mm (sans prise
en compte du diameétre du cylindre d’agar) par la souche A12 contre F. culmorum. Les activités
maximales obtenues contre les autres champignons sont de 22 et 21 mm par la souche H4 contre
A. carbonarius et U. ramannianarespectivement et 13 mm obtenue par la souche A12 contre C.
albicans. Les souches A8, A12 et H4 sont actives contre les quatre champignons testées.
L’activité antifongique des souches d’actinobactéries étudiées est obtenue contre surtout U.
ramanniana(62,5 % de souches), puis contre F. culmorumetA. carbonarius(37,5 % de souches)

vient en dernier la levure C. albicans(18,75 % de souches) (Figure 21).
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Figure 21.Activité antifongique des souches d’actinobactéries contre quelques champignons. (Le
diamétre des cylindres d’agar n’est pas inclus)

Egalement, I’activité antibactérienneobtenue chez 10 souches (62,5 % des 16 souches) est
généralement moyenne pour les souches de Streptomyces et faible pour les autres souches non
Streptomyces. Une activité antibactérienne maximale trés forte de 44 mm est obtenue, encore,
par la souche A12 contre B. subtilis. L’activité¢ maximale (29 mm) contre S. aureus résistante a la
méthicilline (MRSA) a été obtenue par la souche C8 (Figure 22).

Nous remarquons que nos souches d’actinobactéries ont produit des antibactériens actifs
contre S. aureus résistante a la méthicilline (MRSA) (50 % des souches) et contre B.

subtilis(43,75 % des souches).
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Figure 22. Activité antibactérienne des souches d’actinobactéries contre quelques bactéries a
Gram positives.(Le diamétre des cylindres d’agar n’est pas inclus)

Nous avons remarqué certaines variations dans les activités des souches appartenant au
méme genre, comme c’est le cas des souches de Streptomyces (ex: entre A3’ est active contre B.
subtilisalors que H4 contre MRSA) et les souches de Streptosporangium (ex: H3 est active alors

que les autres souches de ce genre ne sont pas actives).

2. Evaluation du potentiel antagoniste des souches d’actinobactéries sur des milieux
synthétiquescontenantune seule source de carbone

Pour chaque souche d’actinobactérie, nous avons considéré uniquement les milieux ou la
dégradation des sucres était positive (Tableaux 11 et 12). Les tests ont été effectués contresS.
aureus résistante a la méthicilline (MRSA), F. culmorum et C. albicans (germes cibles ayant
montré une sensibilité lors des tests sur le milieu ISP2).

Des résultats intéressants ont été obtenus par ces tests. En effet, 62,5 % des souches sont
actives.
Concernant I’activité antifongique, 25 % des souches ont été actives contre F. culmorumavec
production des activités maximales en présence de D- sorbitol pour la souche A8 (Figure 23),
mélibiose, raffinose, salicin et tréhalose pour la souche A12 (Figure 24) (avec la meilleure
activité), D-raffinose et D-tréhalose pour la souche C8 (Figure 25) et L-rhamnose pour la souche
G3(Figure 26). 12,5 % des souches ont montré une active contre C. albicans, avec des activités

maximales en présence de tréhalose pour la souche Al12 (Figure 24) et d’arabinose pour la
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souche D8. Cette derni¢re étant la plus active sur cette levure n’avait montré aucune activité sur
le milieu ISP2.

56,25 % des souches ont été actives contre MRSA. Les activités maximales obtenues
selon la source de carbone sont en présence de: D-sorbitol pour la souche A8 (Figure 23),
tréhalose pour les souches A12, C8 et G3 (Figures 24, 25 et 26 respectivement, D-glucose pour
la souche A3’ (Figure 27), D-lactose, D-mélibiose, L-rhamnose et maltose pour la souche A4
(Figure 28), raffinose pour A4’ (cette souche était inactive sur le milieu ISP2), D-glucose, D-
galactose, D-mélibiose, D-ribose, D-sorbitol et D-xylose pour la souche F3 (Figure 29), D-
raffinose et D-fructose et L-arabinose pour la souche H4 (Figure 30). La souche A12 a montré
I’activité la plus forte (24 mm).
Nous notons que la majorité des sucres testés permettent de produire des antibactérien et/ou des
antifongiques contre au moins un germe cible testé a I’exception de certains sucres comme le
sorbitol, le raffinose, le tréhalose ... etc. pour la souche A3’ (Figure27) et le glucose et le lactose

pour la souche F3 (Figure 29).
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Figure 23. Activité antagoniste de la souche A8 contre MRSA et Fusariumculmorum.
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Figure 26. Activité antagoniste de la souche G3 contre MRSA et Fusariumculmorum.
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Figure 27. Activité antagoniste de la souche A3’ contre MRSA.
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Figure 29. Activité antagoniste de la souche F3 contre MRSA.
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Figure 30. Activité antagoniste de la souche H4 contre MRSA.

3. Discussion

Sur le milieu ISP2, la plus grande sensibilité aux antibiotiques sécrétés par les souches
d’actinobactéries est notée chez les bactéries a Gram positif en particulier Bacillus subtilis. Ce
résultat concorde avec ceux d’Aouiche (2013) et Bouras (2013). Les bactéries a Gram négatif
testées sont résistantes aux antibiotiques secrétés par toutes nos souches. Ce phénoméne de
résistance des bactéries a Gram négatif par rapport aux bactéries a Gram positif est déja connu
dans la littérature (Sabaouet al., 1998; Prescott et al., 2002; Meklat, 2012).

A I’exception des souchesA4 etA4’, les souches de Streptomyces possédent des activités a
la fois antibactériennes et antifongiques, ce qui démontre le spectre d’action largedes membres
de ce genre et leur réputation pour la production d’antibiotiques (Thakuret al., 2007;Soleckaet
al., 2012). Leur activité est variable suivant les microorganismes-cibles. Cette variabilité nous
laisse ainsi penser a la sécrétion de plus d’un antibiotique par souche et qui seraient différents
entre les souches.

L’activité antifongique la plus élevé a été obtenu par une souche de Streptomyces (A12)
contre F. culmorum, un champignon pathogéne des céréales mais aussi toxinogene(Cavelieret
al., 1992; Demekeet al., 2005), trés largement répandu (Demekeet al., 2005)particulierement
difficile a combattre lors d’infestation en plein champs et dont la production de toxines sur les
grains contaminés est un probléme potentiel pour la santé humaine et animale(Bensassiet al.,
2009). Alors, cela montre le role des Streptomycesspp. contre des champignons phytopathogenes
et toxinogenes comme c’est déja décrit dans plusieurs travaux (Cao et al.,2004; Patilet al., 2011).

La méme souche, A12, a montré la meilleure activité contre les bactéries a Gram positif.
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La souche de Nocardiopsis/ Saccharothrix (F3) possede aussi une activité antifongique et
antibactérienne. Meklat (2012), Zitouni(2005) et Sabaouet al.(1998), parmiles auteurs qui ont
signalé que la grande majorité des isolats appartenant au genre Nocardiopsis sont actifs.
Egalement, le genre Saccharothrix comporte des espéces productrices de plusieurs antibiotiques
d’une grande diversité structurale et a spectre d’action intéressant (Takahashi et al., 1986; Singh
et al., 2000; Zitouni, 2005; Aouicheet al., 2012). Le fait que ces deux sont parmi les genres rares,
la possibilit¢ d’obtenir des molécules bioactives nouvelles est encore élevé comme c’est
remarqué dans les travaux de Gauzeet al.(1977), Engelhardter al. (2010), Kinoshita et al.(1999)
et Boubetra (2013).

Parmi nos souches de Streptosporangium, une seul souche a montré une activité
antimicrobienne sur le milieu ISP2, cela ne concorde pas avec les résultats de Bouti (1997),
Sabaou (1998), Boudjella (2007) et ChaabaneChaouche (2014) qui ont révélé des activités
antimicrobienne par toutes les souches qu’ils ont étudiés. De plus le genre Streptosporangium est
connu pour la production des métabolites secondaires a activité divers (Umesawaet al., 1976;
Myhrenet al., 2013).

Le pourcentage des souches a activit¢ antimicrobienne sur le milieu synthétique en
variant les sucres a diminué, ce qui a montré I’importance d’une source de carbone plus
complexe (comme c’est le cas dans le milieu ISP2) dans la production d’antibiotiques. La
production spécifique de métabolites secondaires s’avére souvent meilleureavec une source de
carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme lespolysaccharides (amidon,
dextrines) (Lebrihiet al., 1988a ; Lounes et al.,1995a), lesoligosaccharides (fructose, galactose,
lactose) (Basak and Majumdar, 1973), que sur une source de carbonerapidement assimilable telle
que le glucose ou le glycérol. En effet, pour laplupart des microorganismes producteurs, une
source de carbone rapidement assimilable exerceune action négative sur la production comme
nous I’avons remarqué pour le glucose dans le cas de la souche F3 (Larpent et Sanglier, 1989 ;
Martin and Demain, 1980). Pendant la phase de production, les cellules utilisent des sources
d’énergie et de carbone lentement catabolisables (lactose par exemple, pour la production de la
pénicilline; dextrine ou amidon pour la production de Macrolides) (Larpent-Gourgaud et
Sanglier, 1992; Spizek et Tichy, 1995). Dans d’autres cas, La production d’antibiotiques
demande que la source de carbone soit enticrement métabolisée ce qui impose 1’utilisation de
sucre facilement assimilable (Kimura, 1967; Komuneck, 1972; Hurley et Bialek; 1974; Kennel et
Demain 1983). En effet, le glucose peut s’avérer étre la meilleure source de carbone pour la
production d’antibiotiques comme est le cas des dithiolopyrrolones produites par Saccharothrix

algeriensis(Lamari, 20006).
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L’obtention d’une activité antifongique contre C. albicans par la souche D8 et la
variabilité générale de I’activité antimicrobienne obtenue selon les sucres utilisés montre que la

source de carbone utilisé¢ peut induire la sécrétion des antibiotiques différents par la méme

souche d’actinobactérie.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La diversité des sols en actinobactéries cultivables et la recherche de nouveaux
antibiotiques ont fait I’objet de plusieurs études dans le laboratoire de biologie des systémes
microbiens. Ces travaux ont abouti a la mise en évidence de la diversité des actinobactéries et
la richesse de ces dernieéres en molécules bioactives, surtout les antibiotiques.En plus, ils ont
abouti a la découverte de nouvelles especes et la description de plusieurs nouvelles molécules
bioactives.

Le présent travail rentre dans cette optique et a comme objectif 1’étude taxinomique
de quelques isolats d’actinobactéries isolés de solet I’évaluation de leur potentiel a produire
des molécules antimicrobiennes.

La caractérisation morphologique des isolats a permis de rattacher d’une manicre
présomptive; 9 isolats au genre Streptomyces, 3 isolats au genre Streptosporangium, 1 isolat
au genre Microbispora, 1 isolat au genre Nocardiaet 1 isolat aux genresNocardiopsis/
Saccharothrix. En revanche,]1 isolat n’a pu étre affili¢ a aucun genre a ce stade d’étude.

Le calcul de I’indice de Sokal et Michenera été¢ effectué en utilisant les résultats de 31
tests physiologiques effectués pour les 16 souches d’actinobactéries. Cetindice a suggéré
I’appartenance de deux isolats de Streptomyces a la méme espece, définis a 93,5 % de
similarité et I’appartenance des trois souches de Streptosporangium a la méme espéce, définis
a 90,3 et 93,5 % de similarité.Alors, la valeur de I’indice de Sokal et Michenera permisde
suggérer le nombre d’especes possibles par genre.

Le séquencage de ’ADNr 16S et I’é¢tude phylogénétique de 13 souchesont permis de
mettre en évidence la présence d’au moins 4 nouvelles especes.

Les résultats du calcul de I’indice de Sokal et Michenercorrespondent parfaitement a
ceux de I’étude moléculaire au niveau du genre Streptomyces.Ce n’est pas le cas au niveau de
Streptosporangium.

Les résultats de 1I’étude taxonomique polyphasiqueont permis d’enrichir la collection
des actinobactéries par la découverte d’une nouvelle espéce de Streptomyces et trois
nouvelles especes de Streptosporangium.

L’¢tude du pouvoir antagoniste des souches d’actinobactéries a été effectuée par la
méthode des cylindres d’agar basée sur la mise en évidence de ’activité antibiotique des
souches sur le milieu ISP2 solide et le milieu synthétique constitué de quelques sucres contre

plusieurs germes-cibles.
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Les résultats du premier essaiont révélé un potentiel important des souches a produire
des molécules bioactives sur le milieu ISP2. En effet, 75 % des souches ont montré une
activité antibiotique contre au moins un germe-cible. Cette activité est trouvée chez la
majorité des genres identifiés mais elle est plus importante chez les genres Streptomyces
etNocardiopsis/ Saccharothrix avec 100 % de souches actives. L’activité antibactérienne est
observée seulement contre les bactéries a Gram positif. Une activité antifongique a été
¢galement obtenue mais elle est relativement moins importante que I’activité antibactérienne.

La deuxiéme étude sur le milieu synthétique a donné un pourcentage des souches
actives (62,5 %) moins important par rapport au milieu ISP2. Cependant, une activité
antimicrobienne a été obtenue chez certaines souches inactives sur le milieu ISP2.

Cette étude soutient I’opinion que le phylum Actinobacteria n’est pas encore exploité
au maximum et donc il y a encore des nouvelles espéces d’actinobactéries qui pourraient
représenter une source attirantede composés antimicrobiens. Aussi que la variation en sources

de carbone dans le milieu de culture peut influencer la sécrétion de ces composés.

Le travail effectué¢ ouvre des perspectives multiples qui concernent:

» Le séquencage de I’ARNr 16S des souches C8, D8 et F3 pour effectuer leur étude
moléculaire.

» L’augmentation du nombre de tests physiologiques ou la recherches de tests
discriminants pour faire une bonne séparation entre les souches de Streptosporangium
par calcul de I’indice de Sokal et Michener.

» La réalisation des ¢tudes chimiques pour les 4 nouvelles espéces pour finaliser leur
description.

» La réalisation de I’hybridation ADN-ADN des souches ayant montré un pourcentage
desimilarité relativement faible avec les espéces les plus proches.

» Réalisation de la cinétique de production des souches actives pour étudier les
métabolites secondaires bioactives qui sont secrétés en optimisant les conditions de

culture.
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