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Résumé

Résumé

L’analyse de deux échantillons de sols provenant des régions de Boumerdes et Mostaganem
a permis de récolter 88 isolats d’actinobactéries sur les milieux « chitine- agar» et « glycérol-

asparagine-agar » additionnés de vitamines B et d’agents sélectifs.

Les isolats obtenus ont fait I’objet d’une étude taxonomique basée sur les critéres macro et
micro-morphologiques. Cette étude a montré une diversité importante des actinobactéries dans les
sols étudiés. Le sol de Mostaganem s’est montré plus riche en actinobactéries du point de vue du
nombre d’isolats sélectionnés (54 isolats) et de la diversité des genres (6 genres) par rapport au sol

de Boumerdes (34 isolats appartenant a 4 genres).

Les souches ont été rattachées d’une maniére présomptive a 7 genres différents dont la
majorité appartient au genre Streptomyces (51 souches) qui est le genre le plus fréquent du sol. Les
37 autres isolats ont été identifiées a 6 genres peu fréquents a rares :Actinomadura (2 souches),
Saccharothrix (12 souche), Nocardiopsis (2 souches), Amycolatopsis (6 souches), Nocardia (12

souche) et Actinoplanes (3 souches).

L’activité antifongique des 88 souches d’actinobactéries cultivées sur le milieu ISP2 solide a
été évaluée contre 4 champignons filamenteux phytopathogenes et/ou toxinogenes et une levure
pathogeéne pour I’homme par la technique des cylindres d’agar. Parmi les 88 souches
d’actinobactéries 63 (74%) ont montré une activité antifongique contre au moins un champignons-
cible. L’activité antifongique a été estimée a 100% chez Actinomadura et Actinoplanes, 83,33%
chez Amycolatopsis, 72,55 chez Streptomyces, 66,66% chez Nocardia, 58,33% chez Saccharothrix
et 50% chez Nocardiopsis. Cette étude a révélée qu’une souche nommée Bm21 posséde les
meilleures activités antifongiques contre tous les champignons cibles testés avec des diameétres
d’inhibition allant de 15 a 22 mm.

La majorité des métabolites antifongiques sécrétées par nos souches d’actinobactéries ont
une action contre Aspergilles carbonarius, Fusarium culmorum et Phaeomoniella chlamydospora
(36 a 40 souches actives contres ces champignons). Par contre, peu de souches ont montré une
activité contre Phaeoacremonium aleophilum et Candida albicans (7 a 12 souches actives
uniquement).

Mots clés: Actinobactéries, sol, isolement, caractérisation morphologique, activité

antifongique.



Abstract

Abstract

Analysis of two soil samples collected from Boumerdes and Mostaganem regions enabled to
harvest 88 isolates of actinobacteria on "chitin-agar” and "glycerol-asparagine-agar" media

supplemented with vitamin B and some selective agents.

The isolates obtained were subjected to a taxonomic study based on their macro and micro-
morphological criteria. This study showed a significant diversity of actinobacteria in the studied
soils. The soil of Mostaganem showed richness in actinobacteria in terms of the number of isolates
selected (54 isolates) and species diversity (6 genera) compared to the soil of Boumerdes (34
isolates belonging to 4 nationalities). The strains were presumptively attached to 7 different genera,
the majority belonging to the genus Streptomyces (51 strains), which is the most frequent genus
from soil. The other 37 isolates were identified to 6 infrequent to rare genera:Actinomadura (2
strains), Saccharothrix (12 strains), Nocardiopsis (2 strains), Amycolatopsis (6 strains), Nocardia

(12 strains) and Actinoplanes (3 strains).

Antifungal activity of the 88 strains of actinobacteria cultured on solid ISP2 medium was
evaluated against 4 phytopathogenic and / or toxigenic filamentous fungi and 1 yeast pathogen for
man by the technique of agar cylinders. Among the 88 strains of actinobacteria, 63 (74%) showed
_antifungal activity against at least one of the target fungi.Antifungal activity was estimated to be
100% for Actinomadura and Actinoplanes, 83.33% for Amycolatopsis, 72.55 for Streptomyces,
66.66% for Nocardia, 58.33% for Saccharothrix and 50% for Nocardiopsis. This study revealed that
a strain named Bm21 possesses the best antifungal activities against all the target fungi tested with
inhibition diameters ranging from 15 to 22 mm.

The majority of the antifungal metabolites secreted by our actinobacteria strains had an
action against Aspergillus carbonarius, Fusarium culmorum and Phaeomoniellachlamydospora (36
to 40 strains active against these fungi).In contrast, few strains showed activity against

Phaeoacremonium aleophilum and Candida albicans (7-12 active strains only).

Keywords:Actinobacteria, soil, isolation, morphological characterization, antifungal

activity
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Introduction

Les actinobactéries sont un groupe de micro-organismes eubactériens que l'on trouve
couramment dans le sol et qui semblent étre fortement impliqués dans I'écologie de cet habitat tel
que la transformation des biopolymeéres complexes comme la lignocellulose, I'némicellulose, la
pectine, la kératine et la chitine (Saravanamuthu, 2010;Allen et al., 2005). Ce sont des bactéries a
Gram positif qui ont une teneur en guanine et cytosine supérieur a 55% (Govind et al., 2014; Se-
Kwon, 2015);avec des possibilitées métaboliques tres diverses assurées par leur génome
extrémement important (Goshi et al., 2002). Leur aptitude de colonisation, leur adaptation, leurs
résistances a certaines conditions hostiles ainsi que leur capacité a produire de houveaux composés
importants dans divers secteurs font que ces actinobactéries constituent 1’objet de nombreuses
études (Se-Kwon, 2015).

Les champignons sont a l'origine de trés nombreuses maladies végétale et humaine. Selon
I’organisation des nations unies pour ’alimentation et I’agriculture (FAO, 2008) les maladies des
plantes causent annuellement une réduction de la production mondiale de 1’ordre de 12 a 14%. Cette
méme organisation estime que 70% de ces dégats sont imputables aux seuls champignons
phytopathogénes (Fisher et al., 2012 ; Yekkour, 2013 ; Toumatia, 2015).Par ailleurs, outre ces
répercussions sur le rendement, certains champignons produisent une variété de mycotoxines
susceptible de contaminer les denrées alimentaires et les aliments pour animaux ce qui peut avoir
des répercussions sur la santé humaine et animale (Demeke et al., 2005; Rocha et al., 2005). En
revanche chez ’'Homme Candida albicans est le pathogéne fongique le plus commun (Sardi et al.,
2013).11 est responsable de diverses candidoses orales et vaginites et d'infections systémiques chez
les patients immunodéficitaires et recevant une antibiothérapie a large spectre (Kettani et al.,
2006;Segal, 2005).

Plusieurs méthodes de lutte ont été envisagées pour combattre les maladies fongiques des
plantes en particulier par 1’utilisation des actinobactéries. Certaines especes du genre Streptomyces,
bien connues pour leur pouvoir de production d’antibiotiques, ont été intensivement étudiées en tant
qu’agents de controle biologique contre les champignons phytopathogénes comme Fusarium
oxysporum, Pyrenochaeta lycopersici, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum et Botrytis
cinerea (El- Shanshoury, 1996; Minuto et al., 2006; Errakhi et al., 2007; Wan et al., 2008). Cela ait
permis d’aboutir a des formulations commercialisées contre les pourritures et les fontes des semis
causées par des champignons telluriques tels que F. culmorum (Lahdenperé et al., 1991 ; Doumbou
etal., 2001).
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La demande de nouveaux antibiotiques antifongiques continue de croitre en raison de la
propagation rapide des pathogenes qui causent des infections graves voir mortelles. En plus, les
antifongiques qui sont disponibles a 1’heure actuelle en thérapeutique ne réunissent pas les critéres
définissant I’antibiotique idéal citant la toxicité spécifique vis-a-vis du champignon pathogéne et
I’absence d’effets secondaires (Nafis et al., 2016). Bien que des progrés considérables ont été
réalisés dans les domaines de la synthése chimique et de la biosynthése modifiée des composes
antifongiques (Bredholt et al., 2008), la nature demeure la source la plus riche et la plus polyvalente

des antibiotiques antifongiques (Se-Kwon, 2015).

Les actinobactéries sont les principaux producteurs de métabolites secondaires bioactifs y
compris les antibiotiques antifongiques (Qinet al., 2016) qui jouent le réle d’agents de contrdle de
plusieurs pathologies (Giddingset Newman, 2014 ; Yekkour, 2013 ; Toumatia, 2015).Celanous a
incité a isoler quelques souches d’actinobactéries a partir de deux sols provenant de deux régions en
Algérie, de les caractériser partiellement et d’évaluer leur action antagoniste contre divers

champignons pathogenes et/ou toxinogenes.

Ce travail est présenté en trois parties :

% La premiere partie est réservée a une analyse bibliographique portant sur les différents
aspects abordés dans ce mémoire, a savoir, la présentation des actinobactéries du point de
vue taxonomique, propriétés et intérét,

¢+ La deuxiéme partie est consacrée a la description du matériel et des méthodes utilisées.

% Dans la troisiéme partie, les résultats sont présentés et discutés. Ils concernent tout d’abord
I’isolement des actinobactéries, la purification et la conservation des isolats sélectionnés et

leur identification partielle, et enfin 1’évaluation de leur activité antifongique.
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l. Synthese bibliographique

1. Définition des actinobactéries

Les actinobactéries, appelées auparavant actinomycetes (Perry et al., 2004), sont des
bactéries a Gram-positif dont la plupart sont mycéliennes, et ayant toutes un taux de guanine +
cytosine supérieur a 55 %; elles forment en outre un groupe homogeéne sur la base des données de la
biologie moléculaire (séquengage du géne codant pour I’ARN ribosomique 16S) (manuel de
Bergey, 2012).

Etymologigquement, le mot « actinomycete » est dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut dire
rayon et « mykes» qui veut dire champignon, et ce, en raison de la formation de colonies
myceliennes rayonnantes (Subramaniam et al., 2016).

La croissance des actinobactéries donne lieu a des colonies circulaires (Colombié, 2005). La
majorité des actinobactéries ne sont pas mobiles, et quand la mobilité est présente, elle est limitée
en général a la production de spores flagellées (Makhijani, 2008). La plupart des actinobactéries
sont des saprophytes capables d'utiliser une grande variété de sources nutritionnelles, y compris
divers polysaccharides complexes (chitine, kératine, cellulose, lignine, etc.). Elles sont
principalement neutrophiles et mésophiles (pH optimal entre 7,0 et 7,5 et une température entre 28
et 30 °C) (Ait Barka et al., 2016).

Les actinobactéries sont classées dans le Domaine des Bacteria,le Phylum des
Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria et la Sous-Classe des Actinobacteridae (Euzéby,
2015).Le phylum des Actinobacteria contient 6 classes, 21 ordres, 53 familles et 221 genres
(Manuel de Bergey, 2012),alors qu’il contenait en 2004 une seule classe (Actinobacteria) et un seul
ordre (Actinomycetales) (Manuel de Bergey, 2004). Les genres sont caractérisés par une diversité
morphologique importante, allant du simple cocci (ex.:Micrococcus) a des formes mycéliennes qui
peuvent étre fragmentées (ex.: Nocardia) ou non (ex.: Streptomyces). Les genres d’actinobactéries
les plus courants sont Streptomyces, Nocardia et Micromonospora (El-Tarabily et

Sivasithamparam., 2006).
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Ainsi, la position taxonomique des actinobactéries, en prenant comme exemple 1’espece
Actinopolyspora algeriensis décrite par Meklat et al. (2012), s’établit comme suit :

Phylum : Actinobacteria

Classe : Actinobacteria

Ordre : Pseudonocardiales

Sous-Ordre : Actinopolysporineae

Famille : Actinopolysporaceae

Genre : Actinopolyspora

Espéce : Actinopolyspora algeriensis
2. Ecologie des actinobactéries

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires présents dans une grande variété
d’habitats en raison de leur grande capacité adaptative. On les retrouve dans le sol, 1’air, les eaux
douces, les eaux de mer, les composts, les débris végétaux, le pollen, les abeilles melliferes, les
plantes (endophytes), les lichens et plusieurs autres substrats, avec une préférence trés nette pour le
sol (Goodfellow et Williams 1983; Gonzalez et al., 2005 ; Khamna et al., 2009; Kuang et al., 2015,
Shivlata et Satyanarayana, 2015).

Ces bactéries ont également la faculté de coloniser d’autres biotopes particuliers tels que les
déserts chauds, les glaciers, les sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux lourds, les
grottes naturelles, les lacs extrémement alcalins, certains milieux trés salés ou encore les sédiments
marins profonds (Sabaou et al., 1998; Genilloud et al., 2011; Mohammadipanah et Wink, 2016).La
plupart des actinobactéries sont saprophytes, mais certaines d’entre elles sont pathogénes ou encore

symbiotiques des plantes ou des animaux (Williams et al., 1984; Locci, 1994; Peltola et al., 2001).

3. Répartition des actinobactéries dans le sol

Le sol représente le réservoir le plus important en actinobactéries mycéliennes (10 a 20% de
la microflore tellurique) (Goodfellow et Williams, 1983; Theilleux, 1994). L’abondance des
actinobactéries mycéliennes au niveau du sol est influencée par plusieurs facteurs physico-
chimiques tels que la nature et la richesse en matiéres organiques, la température, le pH, la
profondeur, I’aération et I’humidité. Leur répartition verticale va de la surface a plus de 2 metres de
profondeur avec un optimum entre 2 et 15 cm (Breton et al., 1989 ; Sabaou et al., 1992; 1998). Ce
sont généralement des bactéries aérobies strictes, a l'exception de certaines espéces qui sont
anaérobies facultatives (Oerskovia) microaérophiles ou anaérobies strictes (Actinomyces et
Agromyces) (Lechevalier, 1972). Les actinobactéries préferent une humidité réduite de I’ordre de 5

a 25%. A l’instar des autres bactéries du sol, la majorité des actinobactéries est mésophile et

4
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neutrophile. Certaines espéces sont acidophiles ou basophiles et d’autres sont thermophiles ou

encore halophiles (Hagedorn, 1976 ; Meklat et al., 2011; Meklat et al., 2012b).

4. Critéres d’identification des actinobactéries

La définition des genres et des espéces se base sur un ensemble de caracteres

morphologiques, physiologiques, chimiotaxonomiques et génomiques (Manuel de Bergey, 2012).

4.1. Criteres morphologiques
Les criteres morphologiques sont énoncés dans les manuels de Bergey et consistent en une

caractérisation macromorphologique et micromorphologique (Manuels de Bergey de 1989, 1994,
2004 et 2012).

4.1.1. Caractéristiqgues macromorphologiques
Les caractéres culturaux contribuent parfois a différencier les groupes d’actinobactéries entre eux.
Ces caracteéres sont basés sur:

- La production ou non d’un mycélium aérien (MA).

- La présence ou non d’un mycélium du substrat (MS).

- La détermination de la couleur du MA et du MS ainsi que celle des pigments diffusibles dans le

milieu de culture dans le cas ou ils sont sécrétés.

4.1.2. Caractéristiques micromorphologiques
Les critéres micromorphologiques importants sont :

- La fragmentation ou non du MS.

- La présence de sporanges sur le MA (Streptosporangium, Spirillospora, etc.) ou sur le MS
(Actinoplanes, Dactylosporangium, etc.), la forme et la taille des sporanges et la longueur des
sporangiophores.

- La formation de spores sur le MA et/ou sur le MS, leur forme, leur taille et leur agencement:
spores isolées (Micromonospora sur le MS, Saccharomonospora sur le MA),par deux
(Microbispora), par quatre (Microtetraspora) ou en chaines courtes et denses (Actinomadura)ou
longues et aérées(Streptomyces).

- Le mode de sporulation : spores portées par des sporophores (Streptomyces, Actinomadura,
etc.) ou mycélium aérien se fragmentant de maniere anarchique en de longues chaines de spores

(Nocardiopsis, Saccharothrix, etc.).
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- La présence de spores mobiles (Spirillospora sur le MA, Actinoplanes sur le MS, etc.) ou non
mobiles (la majorité des actinobactéries : ex. Streptomyces, Actinomadura, Streptosporangium,
Micromonospora, Saccharomonospora, Nocardiopsis, Saccharothrix, etc.).

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

- La formation de structures particuliéres: synnemata (Actinosynnema), faux sporanges
(Kibdelosporangium), etc.

La micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries mycéliennes et quelques exemples

sont donnés dans la figure 1.

Figure 1. Micromorphologie de quelques espéces d’actinobactéries appartenant a différents genres.
Les observations ont été effectuées au microscope électronique a balayage. a. Saccharopolyspora interjecta (Miyadoh
et al.,2002). b. Nocardiopsis lucentensis (Yassin et al.,1993). c. Pseudonocardia spinosa (Miyadoh et al.,2002). d.
Saccharomonospora viridis (Miyadoh et al.,2002). e. Microtetraspora roseola (Miyadoh et al.,2002). f.
Micromonospora sp. (Miyadoh et al., 2002). g. Glycomyces rutgersensis (Miyadoh et al.,2002). h. Streptomyces sp.
SF2587 (Miyadoh et al.,2002). i. Actinoalloteichus cyanogriseus (Tamura et al., 2000).
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4.2. Criteres chimiques : chimiotaxonomie
Les criteres chimiques consistent en la détermination de la composition cellulaire en acides

aminés pariétaux, en glucides totaux, en phospholipides, en ménaquinones et en acides gras
membranaires (Manuel de Bergey, 2012)(Tableau 1).
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Tableau 1.Principaux criteres utilisés pour la chimiotaxonomie des actinobactéries.

Type de
composé Structure cellulaire Composés taxonomiquement importantes L
Chimiotype Exemple
Acides Paroi cellulaire LL- |DL- |Gly | Orn | DAB | Lys
aminés DAP | DAP
Arabinose + xylose - + + - - - 1D Micromonospora
Madurose (= 3-0-méthyle | - + - - - - 1B Actinomadura
galactose)
Rhamnose + galactose - + - - HE Saccharothrix
Sucres Cellule entiére Arabinose + galactose - + - - - - VA Nocardia
Absence de sucres + - + - - - IC Streptomyces
taxonomiquement _
importants cités ci-dessus. | - + - - - - e Nocardiopsis
- - - + - + \Y Actinomyces
- - - - - + VI Oerskovia
- - + + +/- | VI Agromyces
- - - + - - VIl Cellulomonas
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Suite du tableau 1.

Type de Type de lipide Structure cellulaire Composes
compose taxonomiquement | Chimiotype Exemples
importantes
PE | PC | PG | PGI
Phospholipides - - - \/ Pl Actinomadura, Spirillospora
+ |- - - Pl Streptomyces,  Pseudonocardia,
Lipides Saccharothrix
Membrane cellulaire - + - \/ Pl Amycolatopsis, Nocardiopsis,
+ |- + |- PIV Nonomuraea, Saccharopolyspora
- - + |+ PV Oerskovia

Acides gras (Ag)

Ménaquinones
(MK)

Ag saturés, Ag insatureés, iso 14/16/18 C, iso 15/17 C ; anteiso 15/17
carbones 10-méthyl cyclopropane (17/18 C)

MK-7, MK-8(Hz), MK-8(Hz), MK-9, MK-9(Hz2), MK-9(H1), 9(Hs), MK-9(Hs)
MK-10-MK-10(Hs), MK-10(Hs)

Note : PE : phosphatidyléthanolamine; PC: phosphatidylcholine; PG: phospholipides contenant de la glucosamine; PGI: phosphatidylglycérol. + : présent; - :
absent; v : variable selon les genres et les espéces; orn: ornithine ; Gly: glycine; Lys: lysine; DAP : acide diaminopimélique; DAB: acide diaminobutyrique.
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4.3. Criteres physiologiques

Les tests physiologiques sont utilisés pour la détermination des espéces d’actinobactéries. Ils
consistent en :
- des tests de dégradation de différents composés (glucidiques, lipidiques, protidiques, polymeres
complexes, stéroides, etc.),
- des tests de résistance a différents agents chimiques (antibiotiques, divers autres agents),

- des tests de croissance a différents pH, température, concentrations en NacCl, etc.

4.4. Criteres moléculaires
Les principales analyses moléculaires utilisées en taxonomie des actinobactéries sont le

séquencage du geéne codant pour I’ARNr 16S, I’hybridation ADN-ADN et la détermination du

pourcentage de guanine-cytosine de I’ADN génomique.

4.4.1. Analyse des séquences du géne codant pour I’ARN ribosomique 16S
L’ARNr 16S est un outil rapide et fiable pour la classification phylogénétique et

I’identification des bactéries (Stackebrandt et Schumann, 2006).Lorsque le taux de similarité entre
les séquences des geénes codant pour ’ARNr 16S de deux souches est inférieur a 98,65%, ces
souches appartiennent a deux espéces différentes. Par contre, si le pourcentage de similarité est égal
ou supérieur a 98,65%, le placement de deux souches dans une méme espece ou dans deux especes
différentes doit reposer sur les résultats de I’hybridations ADN-ADN (Kim et al., 2014).

4.4.2. Hybridation ADN-ADN
L’identification définitive des espéces se fait par hybridation ADN-ADN qui consiste a

déterminer le pourcentage de réassociation de I’ADN génomique d’un taxon avec celui des especes
les plus proches. Si le taux de ressemblance de I’ADN génomique est inférieur a 70% les deux

especes sont considérées comme étant différentes (Wayne et al., 1987).

4.4.3. Pourcentage en guanine-cytosine
L’introduction du pourcentage de guanine-cytosine dans la taxonomie revient a Chargaff

(1950) qui a montré que le contenu en base puriques et pyrimidiques de I’ADN peut varier entre 25
et 75% chez les bactéries. Les bactéries dont le taux en G+C différe de plus de 5% ne peuvent pas
appartenir a une méme espece et les bactéries dont le taux en G+C differe de plus de 10% ne
peuvent pas appartenir a 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 disposees de
maniere tres différente sur I’ADN (Euzéby, 2002).
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5. Description morphologique de quelques genres d’actinobactéries

Notre travail étant basé en partie sur la description morphologique de plusieurs isolats
d’actinobactéries, nous avons jugé utile de donner quelques informations sur la morphologie des
principaux genres décrits dans la littérature ou de certains genres, méme rares de par le monde mais

que I’on a obtenus dans notre cas.

5.1. Le genre Streptomyces
Dans 1’édition du manuel de Bergey de 2004 et dans les éditions plus anciennes, le genre

Streptomyces a été classé dans I’ordre des Actinomycetales. Cependant, plus récemment,
Goodfellow et al. (2012) ont scindé, sur la base des données de la biologie moléculaire, I’ordre des
Actinomycetales en plusieurs ordres. Le genre Streptomyces appartient actuellement a 1’Ordre des
Streptomycetales et a la Famille des Streptomycetaceae(Manuel de Bergey, 2012).

Morphologiquement, et selon Goodfellow et al. (2012), les espéces appartenant au genre
Streptomyces possedent un mycélium du substrat abondamment ramifié et non fragmenté, surmonté
par un mycélium aérien produisant des sporophores qui donnent naissance a des chaines de spores
(généralement de 10 a 50 spores par chaine ou parfois plus). Les chaines sont de forme variée :
droites a flexueuses (Rectus Flexibilis :type RF), en crochets ou en boucles (Retinaculum
Apertum : type RA), spiralées (Spira : type S) ou parfois méme verticillées (Figure 2). Des formes
intermédiaires (SRA, SRF, RARF) sont parfois observées. Les spores ne sont pas mobiles et ont
une surface lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue (la surface étant observée au microscope
électronique a balayage). Selon la couleur du mycélium aérien (MA), les espéces de Streptomyces
sont classées dans sept séries: rouge ( MA rose, rose jaunatre, rose brunatre), jaune (jaunatre, beige,
jaune-verdatre, jaune grisatre), vert (verdatre, vert grisatre, vert bleuté), bleu (bleu, bleu grisatre,
bleu verdatre), gris (gris clair, moyen ou foncé, gris verdatre, gris bleuté), violet ou blanc. Le genre
Streptomyces est celui qui comporte le plus grand nombre d’espéces. En effet, il comptait en 2012
plus de 612 especes définies sur la base du gene codant pour I’ARN 16S et de I’hybridation ADN-
ADN (Labeda et al., 2012).

10
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Figure 2.Morphologie des chaines de spores des espéces de Streptomyces(Htter, 1967).

1: droites a flexueuses (type RF); 2: en crochets ou en boucles (type RA); 3: spires serrées, 4: spires ouvertes, 5: chaines
droites verticillées, 6: chaines spiralées verticillées.

5.2. Le genre Actinomadura
Le genre Actinomadura est rattaché a la famille des Thermomonosporaceae, et a 1’ordre des

Streptosporangiales (Puhl et al., 2009; Whitman et al., 2012). Les espéces du genre Actinomadura
sont isolées de divers sols (désertiques, cultivables et de montagnes), le sol représente leur premier
réservoir (Yassin et al., 2010; Badji et al., 2011; Bonnet et al., 2011; Lee, 2012). Elles ont un
mycélium aérien qui peut étre blanc, jaune, jaune grisatre, rose pale, rose jaunatre, vert bleuatre ou
gris, sur lequel se forme des chaines de spores courtes (en général de 2 a 8 spores par chaine
seulement, plus rarement jusqu’a 15) portées par de trés courts sporophores; ceci les distingue des
espéces de Streptomyces a chaines de spores longues et portées par des sporophores bien
développés. Les chaines peuvent étre droites, incurvées (sous forme de crochet ou de boucle), ou
spiralées (spires a un a deux tours) (Figure3). Le myceélium du substrat peut étre non coloré, jaune
pale a jaune vif, orange, rouge, gris, brun, vert ou bleu. Il est bien développé et non fragmenté. Le
genre Actinomadura comprend 75 especes et deux sous especes décrites et dont les noms sont
validées (Euzéby, 2012).

11
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Figure 3.Micromorphologie en microscopie électronique a balayage

du mycélium aérien de quelques especes d’Actinomadura.
a: courte chaine de 3 spores de A. catellatispora 80-607(Lu et al., 2003), b: spires avec 7-8 spores de A. chokoriensis 3-
45-3(11)" (Ara et al., 2008), c: chaine droite d’environ 15 spores de A. flavalba YIM 614357 (Qin et al., 2009 b), d:
chaine incurvée de 10 spores avec paroi verrugueuse de A. glauciflava3.24T (Lu et al., 2003).

5.3. Le genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrix a été décrit par Labeda et al.en 1984.1l est actuellement classé dans
I’ordre des Pseudonocardialeset dans la famille des Pseudonocardiaceae(Manuel de Bergey, 2012).
Les colonies sont de couleur diversifiées (MS jaune clair, orange, brun, brun-rouge et bleu) et le
MA peut étre blanc, jaune clair a orangé, rose ou bleu. Le MA est ramifié et se fragmente
totalement de maniére anarchique, souvent en zig-zag, en de longues chaines de spores ovoides ou
en batonnets, bien différenciées et non mobiles (Figure 4). Le mycélium du substrat (MS) se
fragmente en zig-zag donnant des éléments coccoides ou en batonnets non mobiles (Labeda et
Kroppenstedt, 2000). Le genre Saccharothrix compte actuellement 17 especes dont 6 ont été
décrites par des chercheurs du LBSM, a savoir Sa. algeriensis (Zitouni et al., 2004),
Sa.hoggarensis, Sa. Saharensis, Sa. tamanrassetensis (Boubetra et al., 2013.p; 2014), Sa.
isguenensis(Bouznada et al., 2016) et Sa. ghardaiensis(Bouznada et al., 2017).

Figure 4.Micromorphologie en microscopie électronique a balayagede Sa. algeriensis SA 2337
(Zitouni et al., 2004).
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5.4. Le genre Nocardiopsis
Le genre Nocardiopsis est rattaché a la famille des Nocardiopsaceae et a 1’ordre des

Streptosporangiales(Hozzein et Goodfellow, 2008; Whitman et al., 2012). Ce genre est caractérisé
par un mycélium du substrat en général de couleur jaune, beige ou brun clair a foncé et un
mycélium aérien tres fourni, de couleur blanche, beige a jaune grisatre (Meyer, 1976 ; Rudramurthy
et al., 2012). Le mycélium du substrat se fragmente un peu. Le mycélium aérien se fragmente de
maniere anarchique en donnant des chaines de spores trés longues, trés irréguliéres et en zig-zag,
avec souvent des espaces entre les chaines contrairement au genre Saccharothrix(Figure 5) (Meyer,
1976; Yassin et al., 1997; Hozzein et Goodfellow, 2008; Yassin et al., 2009; Yan et al., 2011). Ce
taxon contient 44 espéces et 5 sous espéces (Euzéby, 2012). Nocardiopsis dassonvillei est I’espece

type de ce genre (Meyer, 1976 ; Euzéby, 2012).

Figure 5.Micromorphologie en microscopie électronique a balayage du mycélium de I’espéce

Nocardiopsis valliformis HBUM 200287(Yang et al., 2008).
a: Mycélium du substrat ramifié, b et ¢: mycélium aérien qui se divise en chaines de spores.

5.5. Le genre Nocardia
La premiere espece classée dans le genre Nocardia,nommée Nocardia farcinica,a été isolée

par le vétérinaire Edmond Nocard en 1889. Elle est responsable de la maladie du farcin du beeuf,
(Orth et Guénet, 2003). Les espéces du genre Nocardia sont classées dans la famille des
Nocardiaceae, dans 1’ordre des Corynebacteriales (Brown-Elliott et al., 2006; Whitman et al.,
2012).

Les colonies des especes de Nocardia sont généralement de couleur blanche, beige, jaune a
orange (mycélium du substrat) et sont surmontées par un mycélium aérien, le plus souvent de
couleur blanche, qui se développe a ras de la colonie. Le mycélium du substrat se fragmente de

maniére excessive, en zig-zag, aboutissant a la formation d’éléments en batonnets et/ou coccoides
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non mobiles. Le mycélium aérium est constitué de filaments généralement courts, stériles ou se
fragmentant plus ou moins en zig-zag (Figure 6) (Yassin et Brenner, 2005 ; Couraud et al., 2007;
Lai et al., 2009). Le genre Nocardia est rapproché a d’autres genres d’actinobactéries, dites
nocardioformes, en raison de leurs caractéristiques morphologiques (mycélium du substrat et
mycélium aérien se fragmentant en éléments bacillaires et coccoides) (Cargill et al., 2010). Ce

genre contenait 75 especes en 2012 (Manuel de Bergey, 2012).

Figure 6.Micromorphologie en microscopie électronique a balayage de deux especes du genre

Nocardia (Kageyama et al., 2004 ).
a:N. araoensis IFM 05757; b: N. pneumoniae IFM0784T.

5.6. Le genre Amycolatopsis

En 1986, Lechevalier et al. ont proposé la création du genre Amycolatopsis(Amoroso et al.,
2013). Les membres de ce genre forment un mycélium du substrat ramifié qui se fragmente en
partie (moins que les Nocardia) en zig-zag formant des éléments en batonnets ou coccoides. Le
mycélium aérien est tres bien développé; les filaments sont tres longs (contrairement a Nocardia) et
se fragmentent en de longues chaines plus ou moins régulieres d’éléments bacillaires ou
coccoides(Manuel de Bergey, 2012)(Figure 7). Ce genre contient 47 especes (Amoroso et al.,
2013).
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Figure 7.Micromorphologie en microscopie électronique a balayage
de la soucheNRRL B-16697" d'Amycolatopsis fastidiosa.

(a): fragmentation du mycélium aérien; (b): fragmentation du mycélium du substrat.

5.7. Le genre Actinoplanes
Le genre Actinoplanes a été proposé par Couch (1950). Les membres du genre se

caractérisent par la production du mycélium de substrat et I'absence du mycélium aérien(Manuel de
Bergey, 2012). Les especes de ce genre possedent des sporanges globuleux sphériques a irréguliers
portés par de trés courts sporangiophores. Les spores (sporangiospores) sont mobiles grace a des
flagelles polaires ou péritriches (Figure 8)(Palleroni, 1979; Wink et al., 2006). Ce genre contient 37
especes (Nurkanto et al., 2015).

Figure 8.Micromorphologie en microscopie électronique a balayage des sporanges sur le mycélium

du substrat de deux espéces du genre Actinoplanes (Nurkanto et al., 2015).
a: Actinoplanes tropicalis, b: Actinoplanes cibodasensis.
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6. Isolement et sélection des genres d’actinobactéries mycéliennes

Les techniques sélectives employées pour isoler les actinobactéries mycéliennes y compris
celles qui sont rares telles que Saccharothrix, Actinomadura etNocardiopsissont basées sur
I’utilisation d’un milieu a base de chitine par la présence de vitamines B ou encore I’emploi
d’agents sélectifs tels que les antibiotiques a différentes concentrations (cyclosérine, érythromycine,
gentamycine, kanamycine, novobiocine, oxytétracycline, pénicilline, polymyxine, rifampicine et
streptomycine)(Sabaou et al., 1998). En outre, en plus a I’actidione qui empéche la croissance des
champignons, 1’addition du lysozyme dans le milieu d’isolement a favorisé la sélection des
Saccharothrix. L’utilisation de cet agent antibactérien est justifiée par le fait que ce genre en est
beaucoup plus résistant par rapport aux autres groupes d’actinobactéries. La résistance des
Saccharothrix vis-a-vis du lysozyme est liée a son appartenance a la famille des
Pseudonocardiaceae, connue pour sa résistance a cet agent sélectif (Manuel de Bergey, 2012). De
ce fait, I'utilisation de cet agent a également aboutit a 1’obtention de plusieurs souches de
Saccharothrix dans le laboratoire de LBSM, y compris celles identifiées en tant que nouvelles
especes (Aouiche et al., 2012; Boubetra et al.,2013a,b,c).

7. Importance des actinobactéries mycéliennes

Les actinobactéries mycéliennes jouent un réle important dans le sol et dans les interactions
avec les plantes (Conn, 2005). ils possédent une importance économique majeure en raison de la
synthese de nombreux métabolites d'intérét biotechnologique ayant des applications dans divers

domaines industriels, et en particulier pharmaceutiques (Ait Barka et al., 2016).

7.1. Importance des actinobactéries dans les domaines pharmaceutiques et industriels
Les actinobactéries mycéliennes ont un role tres important dans le secteur pharmaceutique.

De nombreux isolats produisent des substances intéressantes, telles que les antibiotiques les
vitamines, des substances antioxydantes, anti-histaminiques, vasodilatatrices ou immunostimulantes
et des enzymes utilisées dans les industries (Chang et al., 2011; Karthik et al., 2013; Ait Barka et
al., 2016; Axenov-Gribanov et al., 2016; Mohammadipanah et Wink, 2016). Parmi ces substances,
les antibiotiques sont ceux qui ont suscité le plus grand intérét. Un nombre appréciable de composés
antibacteriens, antifongiques et anticancéreux, a trouvé une application dans la thérapeutique. Parmi
les antibiotiques sécrétés par les actinobactéries myceéliennes, environ 75% (soit, plus de 7600
molécules) sont produits par les espéces du genre Streptomyces, le genre le plus répandu dans
I’environnement (Berdy, 2005 ; Solecka et al., 2012).
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Plus de 50 taxons rares d’actinobactéries sont rapportés comme étant producteurs de 2500
composés bioactifs, soit plus de 25% du total des métabolites produits par les actinobactéries
(Kurtboke, 2012 ; Subramani et Aalbersberg, 2013). Les genres peu fréquents & rares comme
Actinomadura,  Saccharothrix,  Nocardiopsis,  Dactylosporangium,  Kibdelosporangium,
Microbispora, Planomonospora,bSalinispora, Marinispora et Verrucosispora, méritent un grand
intérét (Subramani et Aalbersberg, 2013).

7.2. Importance des actinobactéries dans le domaine agronomique
Les actinobactéries exercent de nombreuses activités dans le sol, y compris dans la

dégradation de la matiere organique (Kokar, 2008). Grace a leurs propriétés antagonistes, les
actinobactéries sont également utilisées dans la lutte biologique contre les maladies des plantes (El-
Tarabily et al., 2009; Qin et al.,, 2009; Khamna et al., 2010). Plusieurs études ont utilisé ces
microorganismes comme agents potentiels de biocontrdle contre les champignons phytopathogénes
(Berg et al., 2000; Xiao et al., 2002;El-Tarabily et al., 2010; Pithakkit et al., 2015). (Tableau 2).

Tableau 2. Biocontrole de certaines maladies fongiques par les actinobactéries mycéliennes autres
que Streptomyces (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006).

Agent antagoniste Agent pathogene Plante Maladie
Actinoplanes sp. Pythium ultimum Betterave | Fonte des semis
Actinoplanes missouriensis Phytophthora megasperma f. Soja Pourridié

sp.Glycinea
Streptosporangium albidum | Phytophthora coloratum Carotte Cavité pythienne
Streptoverticillium netropsis | Phytophthora coloratum Carotte Cavité pythienne

8. Les antibiotiques

Un antibiotique est un composé chimique élaboré par un organisme vivant ou produit par
synthese, a coefficient chimiothérapeutique élevé, et dont I'activité thérapeutique se manifeste a tres
faible dose d'une maniére spécifique, par inhibition de certains processus vitaux, a I'égard des

micro-organismes (Cohen et Jaquot, 2008).

Actuellement, les actinobactéries mycéliennes constituent la source majeure des
antibiotiques (Hamaki et al., 2005). De nombreuses etudes se sont récemment développées en vue

de trouver de nouveaux antibiotiques produits par des actinobactéries appelées « rares » ou peu
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fréquentes, mais qui sont en fait les actinobactéries autres que le genre Streptomyces, largement
prédominant dans la nature. Les actinobactéries myceliennes autres que Streptomyces sont a
I’origine d’environ 11% des antibiotiques d’origine microbienne. Parmi les molécules ¢élaborées par
les actinobactéries mycéliennes, seules 20% sont des antifongiques, les 80% restantes ont des
activités  biologiques  diverses: antibactériennes  (surtout), antivirales, antitumorales,

antiprotozoaires, insecticides, etc. (Lazzarini et al., 2001, Tiwari et Gupta, 2011).

8.1. Les antibiotiques antibactériens
Les composés antibactériens ont pour cible les bactéries et peuvent agir a différents niveaux

(Pebret, 2003; Walsh, 2003):

Au niveau de la paroi en inhibant la synthése du peptidoglycane (ex.:R-lactamines).

Endétruisant les membranes cellulaires, externe et cytoplasmique (ex.: polymyxines B et E).

En inhibant la synthése de I’acide nucléique par action sur I'ADN (ex.: quinolones et
fluoroguinolones) et par action sur la synthése d’ARN (ex.: rifampicine).

En inhibant la synthése protéique (ex.: macrolides, phénicoles et certains aminosides).

En modifiant le métabolisme par interférence avec des métabolites (ex.: sulfamides).

8.2. Les antibiotiques antifongiques
Les antibiotiques antifongiques sont des molécules bioactives utilisées contre les

champignons filamenteux et les levures et dont plusieurs sont pathogenes ou toxinogénes pour
I’homme et pour les plantes. Comme notre travail concerne la recherche d’actinobactéries

productrices de composés antifongiques, nous donnons un peu plus de détails sur ces molécules.

Contrairement aux antibiotiques antibactériens, la recherche de nouveaux composés
antifongiques a progressé lentement (Gupte et al., 2002). Les raisons sont dues au fait que les
champignons soient eucaryotes, comme les cellules des mammiferes et les agents qui inhibent la
biosynthése des protéines, de I’ARN ou de ’ADN d’un champignon sont également toxiques pour
I’hote (Georgopapadakou et Walsh, 1994).

8.2.1. Classification
La classification des antifongiques peut se faire selon divers criteres : structure chimique,

leur origine ou mode d’action, etc. (Serge, 2010).
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8.2.1.1. Classification selon la structure chimique

Les antibiotiques antifongiques présentent une large diversité structurale (Odds et al., 2003).
Ils peuvent étre des Allylamines (ex.: terbinafine), des analogues de bases azotées (ex.: flucytosine),
des azolés (ex.: fluconazole), des Echinocandines (ex.: caspofungine), des macrolides polyéniques
(ex.: amphotéricine B), des composés aromatiques (ex.: griséofulvine), etc. (Figure 9) (Anderson,
2005).
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Figure 9.Structure chimique de certains antibiotiques antifongiques (Anderson, 2005).

8.2.1.2. Classification selon I’origine
Selon leur origine, les antifongiques peuvent étre classés en « naturels » ou « de synthese ».

A. Les antifongiques naturels

D’apres Berdy et al. (1987), prés de 40% des antibiotiques synthétisés par 1’ensemble des
microorganismes possedent une activité antifongique. Ces molécules sont surtout synthétisées par
des actinobactéries mycéliennes ou des champignons (Breton et al., 1989). Les antifongiques
naturels sont répartis en deux grands groupes : les antifongiques de structure polyénique et les

antifongiques de structure non polyénique.
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= Les antifongiques polyeniques :

les antifongiques polyéniques, appelés macrolides polyénigues ou encore polyénes, sont des
lactones macrocycliques constituées d’un cycle lactone possédant une partie hydrophile (6 a 14
fonctions hydroxyles) et un "squelette" carboné hydrophobe comportant des doubles liaisons
conjuguées pouvant étre au nombre de trois a sept: 3 (trienes), 4 (tétraénes), 5 (pentaenes), 6
(hexaenes) ou 7 (heptaénes) (Dinya, 1986). Ces composes ont un spectre UV-visible caractéristique
(tableau 3) avec 3 maxima d’absorption entre 260 et 405 nm (Martin, 1979). Ils ont un spectre
d’action sur les champignons filamenteux et unicellulaires et sur certains protozoaires et algues. A
part quelques rares exceptions, ils sont inactifs sur les bactéries et les virus. Vu leur instabilité, leur
toxicité et les problémes liés a leur absorption, trés peu de molécules polyéniques sont utilisees en

thérapie, parmi lesquelles I’amphotéricine B et la nystatine qui sont les plus importants (Tableau 3).

Tableau 3.Maxima d’absorption en UV-visible des macrolides polyéniques (Martin, 1979).

Types de polyénes Longueur d’onde (nm) Exemples
Premier pic | Deuxiéme pic Troisiéme pic
Triénes 283 272 262 +2 Triénine
Tétraenes 318 304 291 +2 Nystatine
Pentaénes 350 331 317 Eurocidines
Méthylpentaénes 357 340 323 Filipine
Carbonylpentaénes 364 Bande d’absorption étendue Mycoticine
Hexaenes 380 358 340 +2 Candihexine
Carbonylhexaénes 385 Bande d’absorption étendue Dermostatine
Heptaénes 405 382 361 +2 Amphotéricine B

= Les antifongiques non polyéniques :

Ils possédent des structures chimiques tres variées. Exemples : les aminoglycosides
(kasugamycine), les aromatiques (griséofulvine), les quinones (certaines anthracyclines), les
hétérocycles azotés (blasticidine S), les composés alicycliques (cycloheximide), etc. Leur
spectre UV-visible est tres variable mais ne présente, en aucun cas, les trois pics caractéristiques
des polyénes (Berdy et al., 1987). Ainsi, la griséofulvine (produite par Penicillium
griseofulvum), la pradimicine et la bénanomicine (produites par quelques especes
d’Actinomadura) sont les seuls antifongiques non polyéniques d’origine naturelle utilisés en

thérapeutique humaine (Dupont, 2007).
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B. Les antifongiques de synthése

Plusieurs molécules utilisées en thérapeutique humaine ou vétérinaire, ainsi qu‘en
agriculture, proviennent de la synthese chimique, tels que les analogues des nucléosides (ex.: la
flucytosine qui est un analogue de la pyrimidine), les allylamines (ex.: la terbinafine), les azolés
(ex.: imidazoles, fluconazole), les échinocandines et les pneumocandines (ex.: caspofungine,
micafungine), ou encore les carbamates et dérivés (ex.: thiocarbamates) (Brent, 1984; Koltin et
Hitchcock, 1997; Groll et al., 1998; Andriole, 2000; Dupont, 2007).

8.2.1.3. Classification selon le mécanisme d’action

Les substances antifongiques affectent le cycle de vie normal des champignons en causant
des interférences métaboliques au niveau cellulaire, selon divers mécanismes (Ostrosky-Zeichner,
2010):

- Inhibition de la synthése des glucanes de la paroi cellulaire, comme c’est le cas pour les
échinocandines qui sont des lipopeptides ayant une activité fongicide in vitro et in vivo contre
les espéces de Candidaet d'Aspergillus(Ghannoum et Rice, 1999) (Figure 10a).

- Inhibition de la synthése des protéines (ex.:sordarines) (Figure 10b).

- Inhibition de la biosynthése de 1’ergostérol nécessaire a la formation de la membrane cellulaire

(ex.:dérivés azoles) (Figure 10c).

- Inhibition de la synthése des acides nucléiques (ex : flucomycine) (Figure 10d).
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Figure 10. Mécanismes d'action de certains antifongiques (Ostrosky-Zeichner, 2010).

- Perturbation des fonctions de la membrane cellulaire (ex.:amphotéricine B). Ce processus peut
causer des dommages supplémentaires tels que le dysfonctionnement des protéines membranaires
et/ou la fragmentation des vacuoles en raison du changement du trafic de 1’ergostérol.Différents
modeles ont été proposés sur la base de l'interaction de I’amphotéricine B avec 1’ergostérol,
composant fongique de la membrane plasmique. La formation du canal ionique (pore) (Figure 11a)
et I'adsorption superficielle (Figure 11b) entrainent des Iésions de la membrane. Récemment, un
nouveau mécanisme, le modéle éponge extra-membraneux de stérol, a été décrit (Figure 11c).
L’amphotéricine B se lie a la surface de la membrane plasmique et extrait physiquement
I'ergostérol, ce qui conduit a I'épuisement de ce constituant essentiel de la membrane et

éventuellement a la rupture de la membrane (Lohner, 2014).

Ergosterol

ﬁ) AmB trafficking
O Ergosterol

Figure 11. Mode d'action du composé antifongique, I’amphotéricine B(AmB) (Lohner, 2014).

22



Materiel et methodes |




Matériel et méthodes

1. Matériel et méthodes
Matériel

1. Sites d’études et prélévement des échantillons de sols

L’isolement des actinobactéries est réalisé a partir de deux échantillons de sols provenant

deBoumerdés et Mostaganem (Tableau 4 et Figure 12).

Tableau 4. Situation géographique des régions d’échantillonnage.

Région (code) Altitude (métres) Latitude Longitude
Mostaganem (Mg) | 102 35°55'52" Nord 0°05"21" Est
Boumerdés (Bm) 2 36° 46' 0" Nord 3°28' 0" Est

Mg s gt S -

Figure 12. Carte d’Algérie montrant les régions d’échantillonnage des sols (http://d-
. maps.com/index.php?lang=fr).

Régions d’échantillonnage. Au centre, Boumerdes (Bm) ; a I’ouest, Mostaganem (Mg).
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Les deux échantillons proviennent de deux parcelles de vignobles. Les ceps de vigne sont
agés de plus de quinze années. La collecte a eu lieu durant le mois de janvier 2017. Les
prélevements ont été effectués au voisinage des racines des ceps de vigne, a environ 20 cm de la
surface. Les sols sont placés dans des sacs stériles scellés, puis conservés a 4°C (au maximum trois
jours) jusqu’a leur utilisation pour 1’isolement des actinobactéries. Cet échantionnage a été effectue
dans le cadre de doctorat.

2. Champignons-cibles

Les champignons-cibles ont été utilisés pour déterminer les activités antifongiques et le
spectre d’action des actinobactéries isolées. Ils proviennent de la collection du LBSM, ENS de
Kouba) (Tableau 6).

Tableau 5.Champignons-cibles utilisés.

Champignons-cibles Pathogénicité/Toxicite Référence
Phaeomoniella chlamydospora | Phytopathogénes : Zanzotto etal.
_ _ maladies du bois de vigne (Esca). (2001)
Phaeoacremonium aleophilum Aroca etal.
(2008)
Aspergillus carbonarius Ochratoxinogene : sécrete | Romero et al.
I’ochratoxine A. (2005)
Fusarium culmorum Phytopathogene : fonte des semis, | Elyacoubi et al.

pourriture racinaire et fusariose de | (2012)
I'épichez les céréales.

Toxinogeéne: sécrete la
déoxynivalénol, la zéaralénone, etc.
Candida albicans Candidose (superficielle et profonde) | Segal (2005)

chez ’homme.

Comme les échantillons de sols proviennent des vignobles, nous avons jugé intéressant de
retenir comme champignons-cibles Phaeomoniella chlamydospora et Phaeoacremonium
aleophilum qui sont les champignons pionniers des maladies du bois de vigne. A ces deux
champignons, nous avons ajouté Fusarium culmorum qui est phytopathogéne et mycotoxinogene,
Aspergillus carbonarius qui est mycotoxinogéne, et Candida albicans qui est une levure pathogéne

pour I’homme.
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3. Souches d’actinobactéries témoins

Les actinobactéries utilisées comme témoins proviennent de la collection du Laboratoire de
Biologie des Systémes Microbiens (LBSM) de I’Ecole Normale Supérieure (ENS) de Kouba
(Tableau 5). L’activité antifongique de nos souches d’actinobactéries sera comparée a celle de ces
souches témoins qui sont connues pour leur activité antifongique contreF.culmurum et

A.carbonarius.

Tableau 6. Actinobactéries témoins

Actinobactérie témoin (code) Référence
Saccharothrix algeriensis (Sa). Zitouni et al. (2004).
Streptomyces sp. (AlA) phylogénétiquement proche de Toumatia et al. (2014).

Streptomycesmutabilis.

Streptomyces sp. (WAB) phylogénétiquement proche de Yekkour et al. (2015).
Streptomycesambofaciens.

Méthodes

1. Isolement et purification des actinobactéries

1.1. Milieux d’isolement
L’isolement des actinobactéries est effectué¢ sur le milieu chitine-vitamines agar (CH-V) et

sur le milieu glycérol-asparagine-agar (GAA) (Annexe 1) préconisés par Hayakawa et Nonomura
(1987) et Jiang et al. (2012) respectivementpour 1’isolement des actinobactéries. Ces milieux sont
supplémentés par des agents sélectifs (Tableau 7). Parmi les agents sélectifs additionnés on
distingue un agent antifongique, 1’actidione (50 mg/1) qui permet d’éviter les contaminations par les
champignons présents dans les sols, des antibactériens tels que la polymyxine (25 mg/l), I’acide
nalidixique (10 mg/l) et le lysozyme (100 et 500 mg/l) qui permettent de diminuer I’effectif
microbien et d’orienter la sélection vers des isolats particuliers pouvant étre intéressants. ils sont
également utilisés pour 1’isolement des genres rares (ex. Saccharothrix grace au lysozyme) ou de
souches ou espéces particulieres de Streptomyces (Sabaouet al., 1998; Kaewkla et Franco, 2010;
Tseng et al., 2010).
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Tableau 7. Milieux d’isolement et agents sélectifs.

Milieux de culture Agents sélectifs

Milieu 1 (CH-V) Actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/l).

Milieu 2 (CH-V) Actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/l) + lysozyme (100 mg/l).

Milieu 3 (CH-V) Actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/l) + polymyxine (25 mg/l).

Milieu 4 (GAA) Actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/l).

Milieu 5 (GAA) Actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/I) +lysozyme (100 mg/l).

Milieu 6 (GAA) Actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/I) + polymyxine (25 mg/l).

Milieu 7 (CH-V) Actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/l) + lysozyme (500 mg/l).

1.2. Ensemencement

La méthode d’ensemencement utilisée est celle des suspensions-dilutions (Rapilly, 1968) et
étalement sur les milieux de culture coulés en boites de Pétri stériles. La dilution 10! est préparée
par addition de 5 g de sol (prélevé d’une fagon homogene a partir de I’échantillon de sol) dans 45
ml d’eau stérile. Troisautres suspensions (102, 10 et 10*) sont préparées par dilution de 10 en 10,
apres homogénéisation de la dilution de départ par un mélange vigoureux a I’aide d’un vortex
(Figurel3 a).
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Figure 13. Technique de préparation des dilutions décimales et d’ensemencement.

Des aliquotes de 0,1 ml de chacune des dilutions sont ensemencées sur le milieu d’isolement
par étalement a 1’aide d’un rateau en verre stérile (Figure 13 b) a raison de deux répétitions par

dilution pour chacun des milieux utilisés.

1.3. Incubation
Les boites ensemencées sont incubées & 30 °C et examinées réguliérement a partir du 7°m®

jour jusqu’au 14°™ jour ou plus, en raison notamment de la croissance parfois assez lente qui

caractérise certains genres d’actinobactéries (Rapilly, 1968).

1.4. Sélection, purification et conservation des isolats d’actinobactéries

Les colonies qui ont montré, apres observation a 1’ceil nu et au microscope optique, les
caractéristiques morphologiques des actinobactéries mycéliennes, en particulier la formation d’un
mycélium du substrat tres fin (chez toutes les colonies) et d’un mycélium aérien trés fin aussi (chez

la majorite) sont considérées comme étant des actinobactéries.

Le repérage des isolats se fait par 1’observation in situ a I’ceil nu et au microscope optique
(grossissement x10 et x40) des colonies d’actinobactéries qui apparaissent a la surface du milieu
d’isolement (Shirling et Gottlieb, 1966). La purification est effectuée par la technique des stries
(Figure 14). Les colonies selectionnées sont prélevées délicatement avec une pointe métallique
stérile puis purifiées par repiquage successif sur le milieu ISP 2 (Annexe 1), a base de glucose et

d’extraits de malt et de levure. Les isolats purifiés sont ensemencés sur le méme milieu coulé en
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pente dans des tubes a vis. Ces derniers sont incubés a 30 °C pendant 14 jours, puis conservés a 4
°C dans un réfrigérateur (Figure 14).

® e

| Prélever une colonie pure Culture|pure

Aprés repiquage

Successif sur
le nulieu ISP2

Incubera 30°C conserver a 4°F
Pendant 14 jours
Ensemenser la
gélose ISP2 inchinée

Figure 14. Technique de purification et de conservation des isolats d’actinobactéries.

2. Caractérisation morphologique des isolats

L’¢étude morphologique des isolats d’actinobactéries est effectuée sur les milieux ISP2
(milieu organique complexe) et ISP4 (milieu synthétique a base d’amidon et de sels-minéraux)
(Annexe 1) préconisés a cet effet par Shirling et Gottlieb (1968). cette étude a été réalisée a l'aide du
manuel de Bergey et validée par monsieur le professeur SABAOU directeur du laboratoire de

Biologie des Systemes Microbiens (LBSM).

2.1. Caractérisation macromorphologique
L’étude macromorphologique consiste a apprécier la croissance (faible, moyenne, bonne) et

a determiner la couleur des myceélia aérien et du substrat ainsi que celles des pigments solubles s’ils
sont sécrétés (Athalye et al., 1981).

2.2. Caractérisation micromorphologique

Les isolats obtenus sur les différents milieux cités précédemment sont observés a 1’aide d’un
microscope optique (Optika) a deux grossissements (x40 et x10) apres 14 jours d’incubation. Ces
observations sont réalisées directement sur les boites de Pétri et ce pour étudier les mycélia sans
altérer les structures en place. Elles consistent a voir également la sporulation caractéristique des
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isolats sélectionnees ainsi que la fragmentation ou non du myceélium du substrat (Williams et al.,
1989).

(a) (b)

Figure 15.0bservation macroscopique a 1’ceil nu (a) et microscopique (b) des colonies des
actinobactéries.
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La figure 16 récapitule les différentes étapes suivies, depuis la réalisation de la premiere

suspension de sol jusqu’a I’obtention finale des isolats purs d’actinobactéries.
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Figure 16. Etapes suivies pour 1’obtention des isolats d’actinobactéries.

3. Criblage de I’activité antifongiquesur milieu solide

3.1. Préparation des cultures des actinobactéries

L’ensemble isolats d’actinobactéries sont ensemencés en stries trés serrées a la surface du

milieu ISP 2 solide coulé en boites de Pétri stériles. Les boites sont incubées a 30 °C pendant 10
jours.
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3.2. Préparation des suspensions des champignons-cibles

Les champignons-cibles (4 champignons filamenteux et une levure, tableau 6) sont
ensemencés sur le milieu PDA (pour les champignons filamenteux) ou ISP2 (pour la levure) coulés
en boites de Pétri stériles puis incubés jusqu’a 1’obtention d’une bonne croissance. Les suspensions
sont préparées par transfert d’un inoculum du germe-cible dans des tubes a essais contenant de 1’eau

distillée stérile. Les suspensions sont ensuite bien homogénéisées a 1’aide d’un vortex.

3.3. Mise en évidence de ’activité antifongique par la méthode des cylindres de culture

Des cylindres d’agar de 10 mm de diamétre, supportant les cultures des actinobactéries, sont
prélevés a I’aide d’un emporte piecce métallique et stérile, puis déposés a la surface du milieu PDA
(Annexe 1) et ISP2 préalablement ensemencé par les champignons-cibles. Les boites de Pétri sont
ensuite placées a 4 °C pendant 2 h pour permettre la diffusion des substances secrétées par les
actinobactéries tout en inhibant momentanément la croissance des germes-cibles. Les boites sont
ensuite incubées a 30 °C pendant 48 h. L’activité antifongique est évaluée par la mesure, en mm, de

diamétre d’inhibition (Figure 17) (Hwang et al., 2001; Woo et al., 2002).

Coupure des -
lind Cylindres /
r
u de cul(ure

Culture d’actinobactéries

Transfert des

Diameétre cylindres
d’inhibition
incubation
D ——

Culture du germe cible Milieu ISP2 ou PDA semi solide
inocul€ avec un germe cible

Figure 17. Méthode des cylindres d’agar contenant les cultures (Nalubega, 2016).

* Les milieux PDA et ISP2 contiennent 10 g/l d’agar uniquement, et ce, pour permettre une meilleure
diffusion des substances actives.
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1. Résultats et discussion

1.1.1solement et origine des actinobactéries mycéliennes

L’isolement des actinobactéries mycéliennes a été effectué a partir de 2 échantillons de
sols, provenant de Boumerdes et Mostaganem, sur les milieux Chitine-Vitamines agar (CH-
V) et Glycérol-Asparagine-Agar (GAA), additionnés d’agents sélectifs, et incubés a 30°C
pendant 10 jours. Ces milieux se sont révélés étre trés intéressants pour 1’isolement et la

sélection des actinobactéries.

Au total 88 isolats d’actinobactéries ont pu étre choisis sur la base de leur diversité
culturale et micromorphologique remarquée lors de 1’observation des colonies a 1’ceil nu et au
microscope optique sur les milieux d’isolements. Nous avons prélevé 54 isolats a partir du sol
de Mostaganem et 34 isolats du sol de Boumerdes. Les deux milieux utilisés ont permis
d’obtenir les actinobactéries et le nombre d’isolats par milieu est compris entre 4 etl8 en

tenant compte également des agents sélectifs additionnés ou non (Tableau 8).
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Tableau 8.0rigine des isolats d’actinobactéries mycéliennes sélectionnés selon les sols et les milieux utilisés.

Sol Milieu Milieu Chitine-Vitamines agar (CH-V) Milieu Glycérol-Asparagine-Agar (GAA) Nombre
d’isolement M1 M2 M3 M7 M4 M5 M6 @isolats
Dilution 103 104 102 103 102 103 103 103 103 102 103
Bm30 Bml Bmi2 Bm8 Bm42 Bml4
Bm32 Bm3 Bm9 Bm43 Bm15
Bm34 Bm6 Bm10 Bm45 Bm16
Bm7 Bm46 Bm17
Bm24 Bm48 Bm19
Bm25 Bm50 Bm20
Bm B B Bm52 Bm21 B B B 34
Bm22
Bm23
Bm36
Bma37
Bm39
Isolats Bm40
d’actinobactéries BmAl
Mg63 Mg52 Mg56 Mg50 Mg64 Mg70 Mg29 Mg14 Mg12 Mgl
Mg53 Mg57 Mg51 Mg69 Mg71 Mg30 Mg15 Mg13 Mg2
Mg54 Mg58 Mg73 Mg31 Mg16 Mg3
Mg55 _ Mg65 Mg75 Mg32 Mg17 Mg4
Mg59 Mg66 Mg18 Mg5
Mg60 Mg67 Mg19 Mg6
Mg Mg62 Mg20 Mg7 54
Mg21 Mg8
Mg22 Mg9
Mg23 Mg10
Mg24 Mgll
Mg25
Mg26
Mg27
Mg28
Total 17 10 4 11 18 15 13 88

Bm = sol de Boumerdés. Mg = sol de Mostaganem. - = aucun isolat n’a été sélectionné. M1 = CH-V + actidione (50mg/l) + acide nalidixique (10 mg/l) ; M2 = M1 + lysozyme (100
mg/l). M3 = M1+polymyxine (25 mg/l) ; M7 = M1+ lysozyme (500 mg/l) ; M4 = GAA+ actidione (50 mg/l) + acide nalidixique (10 mg/l) ; M5 = M4 + lysozyme (100 mg/l), M6 =

M4 + polymyxine (25 mg/l).
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1.2. Caractérisation morphologique des actinobactéries mycéliennes et détermination
présomptive des genres

La micromorphologie des 88 isolats d’actinobactéries sélectionnés a été examinée au
microscope optique sur les milieux ISP2 et ISP4. Ceci nous a permis de les rattacher de maniére
présomptive a 7 genres différents (Tableau 9), et ce, sous réserve d’une analyse moléculaire qui

permettra dans le futur de statuer definitivement sur leur identification.

Tableau 9.Répartition des isolats d’actinobactéries selon les genres correspondants.

Isolats Nombre | Genre Isolats Nombre | Genre
d’actinobactéries d’isolats | correspondant | d’actinobactéries | d’isolats | correspondant
Bm1,Bm10, Bm14, Mg63 etMg66 2 Actinomadura
Bm15, Bm16, Bm19
Bm22, Bm24, Bm25, Bm3, Bm30
Bm36, Bm40, Bm41 Streptomyces Bm32, Bm34
Mg15, Mg16, Mg17, 26 (type S) Bm43, Bm50
Mgl18, Mg19, Mg21 Bm52, Mg8 12 Saccharothrix
Mg27, Mg32, Mg54, Mg65, Mg70
Mg55, Mg56, Mg58 Mg73 et Mg75
Mg60 et Mg62
Bm7, Bm8, Bm12, Mg12 et Mg69 2 Nocardiopsis
Bm17, Bm20, Bm21
Bm37, Bm39,Mg_9, Streptomyces Bm6, Bm9 6
Mg10, Mg11, Mg13 21 (type RF) Bm48, Mgl Amycolatopsis
g29, MgoU, Vg i
Mg2, Mg3 Nocardia

Mg52, Mg53 etMg57 Mg4, Mg5
Bm23 1 Streptomyces Mg6, Mg7 12

(type RA) Mg22, Mg23
Mgl4 et Mg31 2 Streptomyces | 926, Mg28

(type SRA) Mg30 et Mg64
Mg59 1 Streptomyces Bm42, Bm45 et 3 Actinoplanes

(type SRF) Bm46

1.2.1. Isolats du genre Streptomyces
La plupart des isolats sectionnés (51 isolats ; soit pres de 58%) sont rattacheés au genre
Streptomyces. Ils sont caractérisés par un mycelium du substrat qui ne se fragmente pas et un
mycélium aérien qui produit des chaines de spores plus ou moins longues (10 a 50 spores par chaine
en général) portées par des sporophores bien développés. Ces chaines peuvent étre spiralées (type S
= Spira), en boucle et/ou en crochets (type RA = Retinaculum Apertum) ou encore droites a
flexueuses (type RF = Rectus Flexibilis). Certains isolats possédent a la fois les types S et RA (=
SRA) ou S et RF (= SRF) (Figure 18).
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Figure 18. Micromorphogie du mycélium aérien des isolats Bm7 a gauche et Bm16 a droite
poussant sur le milieu ISP2et observée au microscope photonique (G x100 avec effet de zoom).

La majorité des isolats appartenant au genre Streptomyces a montré une bonne croissance

sur les deux milieux testés, avec cependant une meilleure croissance sur le milieu ISP2 pour

certains d’entre eux. Ces isolats sont caractérisés par la présence d’un mycélium aérien de couleur

tres variée (gris, blanc, beige, rose, bleu). Le mycélium du substrat est en général beige a brun

jaunatre (sauf pour certains). Les pigments diffusibles sont sécrétés uniquement par certains isolats,

avec trois couleurs dominantes : le brun, le rose et le jaune (Tableau 10, Figure 19).

Tableau 10.Caractéristiques culturales des souches de Streptomyces.

Isolats Milieux | Croissance | MA MS PS
Bm41, Bm25, ISP2 ++ 3 ++++
Bm24, Bm22, Gris Beige brunatre | _
Bm19, Bm16,
Bm15, Bm14,
Mog0. Mggs, | ST | THRRRH
g , g , . .
Mg56, Mg55, Gris Beige _
Mg32, Mg27 et
%) Mg21
g ISP2 +++ a4 ++++ | Bleu Brun _
> | Mgl5, Mg18,
5 | Mg>4etMgs8 ISP4 ++a+++ | Bleu Beige _
3 ISP2 ++3 ++++ | Blanc Brun clair _
£ | Mgl7etMgl9 ISP4 ++a ++++ | Gris clair Beige B
g_ ISP2 +++ Blanc rosatre | Brun Brun
(D)
g Mg16
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Suite du tableau 10

(%2}

8 &( Mgl4 ISP2 ++ Gris foncé Beige -
g ) ISP4 ++ Gris foncé Beige _
§ § ISP2 ++++ Blanc beige | Brun jaunatre _
&5 *° Mg3l ISP4 Tt Beige Beige _
A N ++++ Gris Brun jaunétre Brun
(&)

>

= O

g5 ISP4 w— Gris Beige _
(2]

MA = mycélium aérien ; MS = mycélium du substrat ; PS = pigments solubles ; - = absence de pigments
diffusibles ; + = croissance faible ; + + = croissance moyenne ; + + + = bonne croissance ; ++++ = trés bonne
croissance.
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Figure 19. Aspect du mycélium aérien des isolats Mg13, Mg15, Mg16 et Mg17.

1.2.2. Isolats du genre Actinomadura

Deux isolats d’actinobactéries (soit 2,3%) ont montré les caractéristiques
micromorphologiques du genre Actinomadura. Le mycélium du substrat ne se fragmente pas et le
mycélium aérien porte des chaines de spores trés courtes (3 a 10 spores, plus rarement 15) portées
par de trés courts sporophores. Ces chaines peuvent étre soit en boucle et/ou en crochets (type RA =
Retinaculum Apertum), droites a flexueuses (type RF = Rectus Flexibilis) (Figure 20) et parfois

spiralées, avec des spires de un a deux tours (type S = Spira).
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Figure 20. Micromorphologie du mycélium aérien de 1’isolat
Mg63 poussant sur le milieu ISP2et observée au microscope photonique
(G x 400 avec effet de zoom).

Les deux isolats de ce genre présentent une bonne croissance sur le milieu ISP2 et une

croissance faible sur le milieu ISP4. La couleur des mycélia aérien et du substrat change selon le

milieu de culture utilisé. L’isolat Mg 63 produit un pigment brun ; en revanche, I’isolat Mg66 ne

secrete pas de pigments (Tableau 11, Figure 21).

Tableau 11. Caractéristiques culturales des isolats d’Actinomadura.

Isolats Milieux | Croissance | MA MS PS
Mg63 ISP2 +++ Brun
Gris-brun Brun tres foncé foncé
ISP4 ++ Beige Brun
brunatre Brun
Mg66 Isp2 +++ -
Rose saumon | Brun-beige clair
Isp4 + Blanc beige trés pale _

MA = mycélium aérien; MS = mycélium du substrat; PS = pigments solubles; - = absence de pigments
diffusibles; + = croissance faible; + + = croissance moyenne; + + + = bonne croissance.
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pt

Figure 21. Aspect du mycélium aérien des isolats Mg63 et Mg66.

1.2.3. Isolats du genre Saccharothrix
Douze isolats d’actinobactéries (soit 13,6%) sont rattachés au genre Saccharothrix. Ces

isolats possedent un mycélium du substrat fragmenté et un mycélium aérien qui se fragmente
entierement et de maniére anarchique en de trés longues chaines de spores, irréguliéres ou parfois
en zig-zag, et sans espaces entre les spores (Figure 22). Contrairement aux genres Streptomyces et

Actinomadura, il n'y a pas de sporophores.

Figure 22. Micromorphologie du mycélium aérien de 1’isolat Mg 75
poussant sur milieu ISP2et observée au microscope photonique.
(G x 400 avec effet de zoom). MA = mycélium aérien.
Les isolats de ce genre montrent une meilleure croissance sur le milieu ISP2. Le mycélium

aérien est blanc a beige et le mycélium du substrat est jaune pour certains isolats et brun pour
d’autres. Les pigments diffusibles (de couleur brune ou orange) sont sécrétés par certains isolats

uniquement (Tableau 12, Figure 23).
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Tableau 12. Caractéristiques culturales des isolats de Saccharothrix.

Isolats Milieux | Croissance MA MS PS
Mg75, Mg73, | ISP2 ++a++++ | Blanc Jaune _
Bm50, Bm43
et Bm34 ISP4 +a+++ Blanc a Jaune _
beige
Bm52 et Bm3 | ISP2 +++ _
Brun Brun

ISP4 +a+++ Blanc Brun Brun
Bma32 et ISP2 ++ 3 +++ Beige Brun foncé Brun foncé
Bm30 i i

ISP4 +a++ Beige Brun clair Brunatre
Mg65 et ISP2 +++ _ Brun _
Mg70 _ - -

ISP4 +a++ Blanc Beige clair _

ISP2 +++ Beige Jaune doré Orange
Mg8 ISP4 ++ Beige Orange péle Orange

MA = mycélium aérien;MS = mycélium du substrat; PS = pigments solubles; - = absence de MA ou de PS;
+ = croissance faible, + + = croissance moyenne, + + + = bonne croissance.

Figure 23. Aspect du mycélium aérien de I’isolat Mg75.

1.2.4. Isolats du genre Nocardiopsis

Deux isolats d’actinobactéries (soit 2,3%) posseédent un mycélium du substrat plus ou moins
fragmenté et un mycélium aérien qui se fragmente totalement et de maniére tres irréguliére (en zig-
zag) en de longues chaines de spores trés bien individualisées et parfois espacées entre elles (Figure
24). Ces caractéristiques sont ceux du genre Nocardiopsis,qui ressemble beaucoup a
Saccharothrix,avec comme principale différence morphologique la présence d’espaces

caractéristiques entre les spores.
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Figure 24. Micromorphologie du mycélium aérien de 1’isolat Mg12 poussant
sur milieu ISP2et observeé au microscope photonique (G x 400 avec effet de zoom).

Les isolats de ce genre sont caractérisés par une bonne croissance sur le milieu ISP2 et une

croissance moyenne sur le milieu ISP4. Le mycélium aérien est rose-violet pour I’isolat Mgl2 et

beige pale pour 1’isolat Mg69, et ce, sur les deux milieux de culture (ISP2 et ISP4). La couleur du

mycélium du substrat est brun foncé (Mg12) ou orange jaunatre sur le milieu ISP2 et blanche sur le

milieu ISP4. La souche Mg12 produit des pigments solubles bruns sur le milieu ISP2 uniquement
(Tableau 13, Figure 25).

Tableau 13. Caractéristiques culturales des isolats de Nocardiopsis.

Isolats Milieux | Croissance | MA MS PS

Mg12 ISP2 +++ Rose-violet Brun foncé Brun
ISP4 +++ Rose-violet Blanc _

Mg69 Isp2 +++ Beige péle Orange jaunatre _
Isp4 ++ Beige péle Blanc _

MA = mycélium aérien ; MS = mycélium du substrat ; PS = pigments solubles ; - = absence de PS ; + + =

croissance moyenne ; + + + = bonne croissance.
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Figure 25. Aspect du mycélium aérien de I’isolat Mg12.

1.2.5. Isolats du genre Nocardia

Douze isolats d’actinobactéries (soit 13,6%) ont montré les caractéristiques
micromorphologiques du genre Nocardia. Le mycélium du substrat se fragmente excessivement en
zig-zag. Le mycélium aérien est constitué de filaments généralement courts, non fragmentés

(stériles) ou peu fragmentés en éléments en batonnets ou coccoides (Figure 26).

Figure 26. Micromorphologie du mycélium du substrat (MS) de I’isolat Mg64 poussant sur le
milieu ISP2 et observée au microscope photonique (G x 400 avec effet de zoom). La fragmentation
(en zig-zag) du MS est excessive.

Les isolats ont une croissance moyenne a bonne sur le milieu ISP2 et une croissance tres
faible (a I’exception de I’isolat Mg23) sur le milieu ISP4. Le mycelium aérien est blanc ou rose sur
le milieu ISP2 et blanc sur ISP4. Pour la majorité des isolats, le mycélium du substrat est orange ou
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jaune-orange sur ISP2 et beige sur ISP4. On note 1’absence de pigments solubles chez les douze

isolats de ce genre (Tableau 14, Figure 27).

Tableau 14. Caractéristiques culturales des isolats de Nocardia.

Isolats Milieux | Croissance MA MS PS

Mg22, Mg2, | ISP2 ++ Rose Orange _

Mg3, Mgd, +/- Blanc Beige _

Mg26 et 1SP4

Mg64.

Mg5, Mg6, ISP2 ++ a+++ Blanc Jaune orange _

Mg7, Mg30

et Mg28. ISP4 +/- Blanc Beige _
ISP2 ++ 3 +++ Blanc Jaune clair _

Mg23 ISP4 ++a +++ Blanc Jaune péle

MA = mycélium aérien ; MS = mycélium du substrat ; PS = pigments solubles ; - = absenc; dePS: +/-=

croissance trés faible; + + = croissance moyenne; + + + = bonne croissance.

Figure 27. Aspect du mycélium aérien de I’isolat Mg22.

1.2.6. Isolats du genre Amycolatopsis
Six isolats d’actinobactéries (soit 6,8%) ont été rattachés au genre Amycolatopsis. Leur

mycélium du substrat est tres fragmenté et leur mycélium aérien (filaments tres longs) se fragmente

également en éléments de forme allongée (batonnets) trés fins. Cette fragmentation est plus ou

moins irréguliére, parfois en zig-zag. Les fragments (qui ne sont pas des spores comme chez

Nocardiopsis ou Saccharothrix) sont a peine visibles (Figure 28) contrairement aux chaines de

spores de ces deux derniers genres.
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Figure 28. Micromorphologie du mycélium aérien de I’isolat Bm48 poussant
sur le milieu ISP2 et observée au microscope photonique
(G x 400 avec effet de zoom).
Les isolats de ce genre sont caractérisés par une bonne croissance sur le milieu ISP2 et

moyenne sur le milieu ISP4. La couleur du mycélium aérien est blanche pour la majorité des isolats
sur les deux milieux testés. En revanche, le mycélium du substrat peut étre brun, jaune ou orange

selon les isolats. Les pigments diffusibles ne sont pas sécrétés (Tableau 15, Figure 29).

Tableau 15. Caractéristiques culturales des isolats d’Amycolatopsis.

Isolats Milieux | Croissance | MA MS PS
Bm6 ISP2 +a++ Blanc Brun _
ISP4 ++ Blanc beige Brun _
ISP2 +++ a ++++ | Beige péle _
Bm9 Jaune
et Mg 67 ISP4 ++a+++ | Beige pale Beige _
ISP2 ++++ Jaune grisatre Brun foncé _
ISP4 ++a +++ Blanc Jaune clair _
Bm48
ISP2 + _ Beige _
Mg71 ISP4 + Blanchatre, _
rosatre a violacé | Brun clair
ISP2 +++ Blanc beige Orange clair _
Mg 1 ISP4 +a++ Beige Blanc orangé

MA = mycélium aérien ; MS = myceélium du substrat ; PS = pigments solubles ; - = absence du MA ou des
PS ; + = croissance faible, + + = croissance moyenne, + + + = bonne croissance, ++++ = trés bonne
croissance.
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Figure 29. Aspect du mycélium aérien de I’isolat Bm48.

1.2.7. Isolats du genre Actinoplanes

Trois isolats d’actinobactéries (soit 3,4%) appartiennent au genre Actinoplanes. Leur
mycélium du substrat produit des sporangiophores qui portent des sporanges globuleux ou plus ou
moins irréguliers, contenant a I’intérieur des chaines de spores mobiles (Figure 30). Le mycélium
aérien n’est pas produit.

Figure 30. Micromorphologie du mycélium du substrat montrant
les sporanges globuleux de I’isolat Bm42 poussant sur le milieu ISP2, observée
au microscope photonique (G x 400 avec effet de zoom).

Les isolats de ce groupe sont caractérisés par une bonne croissance sur le milieu ISP2 et une
croissance faible a moyenne sur le milieu ISP4. Le mycélium aérien est absent chez tous les isolats.
Le mycélium du substrat est jaune orangé pour les isolats Bm45 et Bm46 et brun foncé a clair pour

I’1solat Bm42. Les pigments solubles ne sont pas produits (Tableau 16, Figure 31).
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Tableau 16. Caracteéristiques culturales des isolats d’Actinoplanes.

Isolats Milieux Croissance MA MS PS

Bm45 et Bm46 | ISP2 ++a+++ _ Jaune orangé | _
ISP4 + _ Jaune orangé | _

Bm42 ISP2 +++a ++++ _ Brun foncé _
ISP4 +a++ Brun clair

MA = mycélium aérien ; MS = mycélium du substrat ; PS = pigments solubles ; - = absence du MA ou de
PS ; + = croissance faible ; + + = croissance moyenne ; + + + = bonne croissance ; ++++ = trés bonne
croissance.

Figure 31. Aspect du mycélium du substrat des isolats Bm42, Bm45 et Bm46.

1.3. Effet du milieu d’isolement sur la diversité des actinobactéries mycéliennes cultivables

Parmi les 88 isolats d’actinobactéries sélectionnés, 51 ont présenté les caractéristiques
morphologiques du genre Streptomyces, dont 32 isolats ont été prélevés a partir du milieu GAA et
19 isolats du milieu CH-V. Les 37 isolats restants appartiennent a 6 genres connus dans le monde
pour étre rares ou peu fréquents (Amycolatopsis, Nocardia, Actinomadura, Actinoplanes,
Saccharothrix et Nocardiopsis) dont la plupart (23 Isolats) se sont développés sur le milieu CH-V
(Figure 32). En effet, le milieu CH-V avec ou sans agents sélectifs a permis de sélectionner certains
genres rares comme c’est le cas d’Actinomadura et d’Actinoplanes (Figure 32). Ces résultats
montrent que le milieu CH-V est plus favorable a la croissance des genres rares que le milieu GAA.
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Figure 32.Répartition des isolats appartenant au genre Streptomyces et a d’autres genres selon les
milicux d’isolement.

1.4. Effet des agents sélectifs sur la diversité des actinobactéries mycéliennes

Il est aussi important de noter I’effet intéressant de 1’addition des agents sélectifs des
actinobactéries aux deux milieux utilises (CH-V et GAA) sur la sélection des isolats
d’actinobactéries. En effet, les milieux de base M1 et M4 ont favorisé la croissance des
Streptomyces au détriment des genres rares (11 isolats sur le milieu M1 et 17 isolats sur le milieu
M4). L’ajout de 100 mg/L de lysozyme a ces milieux de base a favorisé la croissance de certains
genres rares tels que Saccharothrix sur le milieu M2 et Nocardia sur le milieu M5. L’augmentation
de la concentration du lysozyme a 500 mg/L dans le milieu de base CH-V a permis d’obtenir un
nombre plus important de souches de Saccharothrix et d’Amycolatopsis. L’utilisation de la
polymyxine a permis la mise en évidence de Nocardiopsis qui est obtenu sur les milieux M3 et M6
uniquement et d’obtenir Nocardia sur le milieu M3 et avec un nombre plus élevé sur le milieu M6
(Figure 33).
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Figure 33. Répartition des genres d’actinobactéries selon les milieux d’isolement.

1.5. Distribution des genres dans les sols analysés

Les isolats retrouvés dans les échantillons difféerent du point de vue qualitatif. Le sol de
Mostaganem est plus diversifié en genres d’actinobactéries (6 genres différents) par rapport au sol

de Boumerdes (4 genres).

Les genres Streptomyces, Saccharothrix et Amycolatopsis sont retrouvés dans les deux
échantillons de sols analysés avec une dominance du genre Streptomyces. Le sol de Boumerdés a
permis d’isoler 21 souches de Streptomyces (61,7%), 7 souches de Saccharothrix (20,6%), 3
souches d’Amycolatopsis (8,8%) et 3 souches d’Actinoplanes (8,8%). Les 54 isolats retrouvés dans
1’échantillon Mg regroupent 30 souches de Streptomyces (55,5%), 12 souches de Nocardia (22,2%),
5 souches de Saccharothrix (9,2%), 3 souches d’Amycolatopsis (5,5%), 2 souches d’Actinomadura
(3,4%) et 2 souches de Nocardiopsis (3,4%) (Figure 34).

47



Résultats et discussion

= Bm mMg
% 30
g 25
8 20
S
3 15
S
o 10
o]
o
g 3 = B T
o & o ) o ¢
N
\ & W > cJ()\&\ %0& '\\\OQ
U \ A
%\\ G\N“N %L\b %0 ?j\\\ <

Genres d'actinobactéries

Figure 34. Distribution des genres d’actinobactéries identifiés dans les sols analysés.

1.6. Discussion

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram-positif dont le pourcentage en guanine-
cytosine est supérieur a 55% et dont la plupart sont mycéliennes. C’est 1’'un des groupes bactériens
les plus versatiles et les plus importants du point de vue écologique et biotechnologique. En effet,
ces microorganismes ont une grande capacité a produire de nombreuses molécules bioactives tels

que les antibiotiques (Logman, 2009).

La recherche de différents genres ayant une activité antifongique a été étudiée a partir de
deux sols du nord de 1’Algérie. Parmi toutes les différentes niches écologiques, le sol a été choisi
car il héberge différents types de micro-organismes dont les actinobactéries constituent lI'un des

grands groupes de cette population (Kumar et al., 2003).

L’isolement des actinobactéries a été effectué sur le milieu CH-V préconisé par différents
auteurs (Hayakawa et Nonomura, 1984; Boudjella, 1994; Pathom-Aree et al., 2006; Zhang et al.,
2010; Meklat et al., 2012). Ce milieuest a base de sels minéraux et de chitine comme unique source
de carbone et d’azote. Ce substrat est 1’élément sélectif qui favorise la croissance des
actinobactéries myceéliennes au détriment des bactéries non mycéliennes. Le milieu CH-V a permis
la mise en évidence de nombreuses colonies d’actinobactéries a partir des deux sols. Ces
microorganismes ont pu se développer au détriment des bactéries non mycéliennes et des
champignons en produisant des chitinases pour utiliser la chitine en tant que source de carbone et

d’azote a la fois (Dommergues et Mangenot, 1970). En effet, les actinobactéries mycéliennes
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dégradent mieux la chitine par rapport aux autres microorganismes qui la dégradent difficilement ou

pas.

Le milieu GAA a été aussi utilisé comme milieu d’isolement. Ce milieu est considéré parmi
les meilleurs milieux destinés pour l'isolement des actinobactéries a partir des échantillons de sol
(George et al., 2010). Ce milieu de culture favorise la croissance des actinobactéries car il contient
le glycérol comme principale source de carbone. En effet, l'utilisation de certaines sources de
carbone et d'azote (chitine, glycérol et asparagine) rend le milieu de culture moins favorable au

développement des autres bactéries (Jihani et al., 2012).

Les deux milieux d’isolement contiennent aussi des vitamines du groupe B comme facteurs
de croissance et cela permet aux actinobactéries appartenant aux genres relativement rares, et qui

sont souvent auxotrophes pour ces vitamines, de croitre (Hayakawa et Nonomura, 1984).

Si I’actidione (antifongique) empéche la croissance des champignons, I’addition d’agents
chimiques antibactériens aux milieux de culture utilisés (CH-V et GAA), tels que la polymyxine B,
I’acide nalidixique et le lysozyme, ont permis d’éliminer ou de diminuer fortement le nombre de
bactéries non mycéliennes indésirables, tout en éliminant aussi de nombreuses actinobactéries,
favorisant ainsi la mise en évidence de souches particuliéres, peu fréquentes a rares (Boudjella,
1994) autres que les Streptomyces qui sont dominants dans les sols (Sabaou et al.,1998).Ces agents
sé¢lectifs ont été utilisés dans le but d'avoir une plus grande diversité de genres, et aussi d’avoir des
isolats de Streptomyces assez particuliers qui pourraient étre des souches productrices de molécules

antifongiques.

Le lysozyme est une enzyme qui digére la paroi cellulaire muréique des bactéries en coupant
la liaison glycosidique B (1-4) entre I'acide N-acétylmuramique (NAM) et la N-acétylglucosamine
(NAG) (Callewaert et al., 2012).Cependant, certaines actinobactéries résistent a cette enzyme
comme est le cas des membres dela famille des Pseudonocardiaceae(Manuel de Bergey, 2012).

L’acide nalidixique est un inhibiteur de I'ADN gyrase bactérienne. Cet antibiotique bloque
I'action de cette enzyme qui, par son action sur I'enroulement de I'ADN, est essentielle a
la réplication de I'ADN et a la transcription(woolley et al., 2017). Il est principalement efficace sur
les bactéries Gram négatif. En faible concentration, son effet est bactériostatique et en grande
concentration, il est bactéricide (Bhat et al., 2005).

La polymyxine B est un antibiotique polypeptidique actif sur les bactéries a Gram négatif,

en s'inserant dans les membranes lipidiques externes et cytoplasmiques.L’effet bactéricide est da a
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une déstabilisation de la bicouche phospholipidique qui modifie la perméabilité et favorise ainsi la
fuite des constituants cytoplasmiques (Kohanski et al., 2010).

Les isolats de Streptomyces poussent dans les milieux CH-V et GAA. Leur croissance est

appréciable sur ces deux milieux grace a I’utilisation du glycérol du milieu GAA et de la chitine du

milieu CH-V (Tadijan et al., 2014).

Le milieu CH-V nous a permis d’isoler des actinobactéries rares ainsi que des Streptomyces.
En effet, Khanna et al. (2011) ont montré que les milieux sélectifs appropriés contenant des
macromolécules comme la chitine sont trés utilisés pour favoriser la croissance des actinobactéries
rares présentes dans les échantillons de sol en supprimant et/ou en entravant les colonies

bactériennes et fongiques contaminantes.

A partir de nos échantillons de sol, plusieurs genres ont été isolés. Selon Kumar et al.
(2003), le sol héberge différents types de micro-organismes. Les actinobactéries sont I'un des grands
groupes de la population de sol. Elles sont tres diversifiées en genres. Le genre le plus abondant est
Streptomyces qui peut former plus 80% de la totalité des actinobactéries telluriques, suivi de
Nocardia et de Micromonospora qui représentent jusqu'a 15% de 1’ensemble de la population, le
reste étant des genres rares ou peu fréquents (Dommergues et Mangenot, 1970; Sabaou et al., 1998;
Biswas et Mukherjee, 2001).

A partir des deux échantillons de sol étudiés, sept genres d’actinobactéries ont été iSolés :
Streptomyces, Nocardia, Nocardiopsis, Saccharothrix, Actinomadura, Amycolatopsis et
Actinoplanes.

Les Streptomyces se trouvent dans tous les milieux terrestres et aquatiques ainsi que les
environnements symbiotiques et endophytiques (Xiao et al., 2009). lls sont trés abondants dans les
sols riches en matiére organique en décomposition (Holt et al., 1994). Ils représentent le genre le
plus abondant de la population des actinobactéries dans le sol et sont responsables de 1’odeur
caractéristique de la terre mouillée (moisi) grace a la sécrétion d’un composé volatile, la géosmine

(Katsifas et al., 1999; Zaitlin et al., 2003).

Les Nocardia sont ubiquitaires dans 1’environnement. Elles peuvent étre saprophytes et
présentes dans les composés organiques, dans les eaux douces et salées et dans les sols. Les espéces
de Nocardia peuvent aussi étre retrouvées dans la poussiére, le sol des jardins, le sable des plages et
I’eau de piscines, mais certaines especes sont pathogeénes pour 1’homme et provoquent des

nocardioses (Brown-Elliott et al., 2006; Soraa et al., 2009; Sullivan et Chapman, 2010).
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Le sol est I’écosystéme a partir duquel la majorité des especes de Saccharothrix ont été
isolées. La premiére espéce assignée a ce genre, S. australiensis ATCC 319477, a été isolée du sol
d’Australie (Labeda et al., 1984). Beaucoup d’espéces ont été isolées de sols du Sahara algérien, et
six d’entre elles, S. algeriensis SA 233", S. hoggarensis SA181T, S. saharensis SA1527, S.
tamanrassetensis SA1987, S. isguenensis ..." et S. ghardaiensis MB46" ont été décrites et publiées
comme nouvelles espéces (Zitouni et al., 2004; Boubetra et al., 2013a,b ; Boubetra et al., 2015 ;
Bouznada et al., 2016 ; Bouznada et al., 2017).

Le genre Nocardiopsis a été détecté dans plusieurs pays a travers le monde, mais toujours en
petite quantité. Il a été isolé a partir de plusieurs sols en Algérie par Zitouni et al.,(2005) et Meklat
et al., (2011). Une nouvelle espéce, appelée N. algeriensis, a été isolée d’un sol de la région d’ Adrar
et décrite par Bouras et al. (2015)

Les espéces du genre Actinomadura sont aussi retrouvées dans les sols. Elles ont été isolées
de plusieurs sites géographiques de par le monde, comme les sols du Japon (Gyobu et Miyadoh,
2001) et les sols arides en Algeérie (Badji et al.,2007).Deux nouvelles especes, Actinomadura
algeriensis et A. adrarensis ont été mises en évidence par Lahoum et al. (2016a,b) dans les sols du

Hoggar et d’ Adrar respectivement.

Plusieurs souches appartenant au genre Amycolatopsis ont été isolées du sol et des légumes,
bien que leur role dans ces milieux n’ait pas été étudié. Par contre, les souches d'Actinoplanes
peuvent dégrader les composés organiques complexes en tant qu'habitants saprophytes typiques du
sol (Manuel de Bergey, 2012).

Cependant, la diversité des genres d’actinobactérie difféere d’un sol a un autre. Ceci a été
démontré par plusieurs auteurs dont Biswas et Mukherjee (2001) qui mentionnent que, tout comme
les bactéries et les champignons, les actinobactéries sont influencées par les facteurs
environnementaux tels que le pH, I'eau, la température et la teneur en matiére organique du sol. Les
actinobactéries sont en général des organismes aérobies hétérotrophes et ont besoin de beaucoup de

matiére organique, une guantité d'eau optimale et une bonne aération pour leur croissance.
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2.1. Evaluation du potentiel antifongique des actinobacteéries

L’activité antifongique des 88 isolatsd’actinobactéries a été évaluée contre Phaeomoniella
chlamydospora (P), Phaeoacremonium aleophilum (M), Aspergillus carbonarius (AC), Fusarium
culmorum (Fc) et Candida albicans (M3) par la méthode des cylindres d’agar. La majorité des
isolats(63 sur les 88 testés, soit 72%) s’estmontrée active contre au moins un champignon-cible
(Figure 35).

Figure 35.Fréquence des souches actives.

2.2. Spectre d’activité des isolats d’actinobactéries

Le spectre d’activité des isolatsd’actinobactéries testées est assez variable. La majorité des
isolats possede une activité antifongique spécifique contre un ou deux champignons-cibles. Un
nombre trés réduit d’isolats d’actinobactéries (cinq isolats uniquement) sécrétent des molécules

antifongiques a spectre relativement large (activité contre 4 a 5 champignons-cibles) (Figure 36).
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Figure 36.Spectre d’activité des isolats d’actinobactéries.

1 : un champignon cible., 2 : deux champignons cibles., 3 : trois champignons cibles., 4 : quatre
champignons cibles., 5 : cing champignons cibles.
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Les activités antifongiques de nos isolats d’actinobactéries sont dirigées en particulier contre
F.culmorum (sensible aux antifongiques de 40 isolats),P. chlamydospora (sensible a36 isolats) et A.
carbonarius (sensible a 34 isolats). Cependant, les deux autres champignons-cibles testés
(Phaeoacremonium aleophilum et Candida albicans) sont résistants a 1’action des antifongiques de

la majorité des isolats d’actinobactéries (Figure 37).
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Figure 37.Fréquence de 1’activité antifongique des isolats d’actinobactéries en fonction des
champignons-cibles.

Figure 38.Activité antifongique de quelques souches d’actinobactéries contre les champignons-
cibles.

2.3. Potentiel antifongique des genres identifiés
Sur les 63 isolats ayant une activité antifongique, 37 (sur 51) présentent les caractéristiques

micromorphologiques du genre Streptomyces,8 (sur 12) du genre Nocardia, 7 (sur 12) du genre
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Saccharothrix, 5 (sur 6) du genre Amycolatopsis, 3 (sur 3) du genre Actinoplanes, 2 (sur 2.) du
genre Actinomadura et1(sur 2) du genre Nocardiopsis(Figure 39).

Nombre d'actinobactéries actives

Genres d'actinobactéries actifs

Figure 39. Nombre d’isolats d’actinobactéries actives par genre.

2.3.1. Activité antifongique des isolats de Streptomyces
Plus de 72% des isolats rattachés au genre Streptomyces ont montré une activité

antifongique. Les activités obtenues sont en général moyenne a faible. Parmi les isolats appartenant
a ce genre, 1’isolat Bm21 est le plus actif avec des diametres d’inhibition qui oscillent entre 15 et 22
mm. Cependant, les souches 1Al et WAB9 témoins appartenant au genre Streptomyces sont sans
contexte les plus actives. La souche IAlest dotée d’une activité trés forte contre les 5 champignons-
cibles testés (de 30,5 a 50 mm) avec une activité maximale contre P. chlamydospora. La souche
WABS9 a également montré une forte activité (de 23 a 30 mm) contre les champignons filamenteux,
en particulier contre P. chlamydospora (Figure 40).
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Figure 40. Activité antifongique des souches de Streptomyces a chaines de spores de type S, SRA
et RF, contre quelques champignons. Le diametre des cylindres d’agar n’est pas inclus.
P = Phaeomoniella chlamydospora. M = Phaeoacremonium aleophilum. Fc = Fusarium culmorum. Ac =
Aspergillus carbonarius. M3 = Candida albicans.

S = chaines de spores de type Spira (spiralées). SRA = chaine de spores de type Spira et Retinaculum
Apertum (chaines de spores spiralées, en boucles ou en crochets). RF = Rectus Flexibilis (chaines droites a
flexueuses).

2.3.2. Activité antifongique des isolats d’Actinomadura
Les isolats Mg63 et Mg66 rattachés au genre Actinomadura ont montré une activité

antifongique relativement faible. Les activités obtenues sont dirigées contre F. culmorum (pour les

deux isolats) et A. carbonarius (uniquement pour I’isolat Mg63) (Figure 41).
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Figure 41.Activité antifongique des souches d’Actinomadura contre quelques champignons.
Le diameétre des cylindres d’agar n’est pas inclus.
P = Phaeomoniella chlamydospora. M = Phaeoacremonium aleophilum. Fc = Fusarium culmorum. Ac =
Aspergillus carbonarius. M3 = Candida albicans.

2.3.3. Activité antifongique des isolats de Saccharothrix
Sept isolats affiliés au genre Saccharothrix ont montré une activité antifongique contre au

moins deux champignons-cibles dont F. culmorum. La meilleure activité parmi nos isolats a été
obtenue pour I’isolat Bm 30 contre A. carbonariusavec un diamétre d’inhibition de 20,5 mm. La
souche Sa témoin révéle une activité antifongique contre 4 champignons-cibles et atteint un

maximum de 27 mm contre A. carbonarius(Figure 42).
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Figure 42. Activité antifongique des souches de Saccharothrix contre quelques champignons.
Le diamétre des cylindres d’agar n’est pas inclus.
P = Phaeomoniella chlamydospora. M = Phaeoacremonium aleophilum. Fc = Fusarium culmorum. Ac =
Aspergillus carbonarius. M3 = Candida albicans.
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2.3.4. Activité antifongique de I’isolat de Nocardiopsis
Parmi les deux isolats identifiés comme étant des Nocardiopsis, seul I’isolat Mg12 a montré

une activité antifongique (faible) contre P. chlamydospora et F. culmorum avec des diametres

d’inhibition de 5 et 12 mm respectivement (Figure 43).
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Figure 43. Activité antifongique de la souche Mg12 de Nocardiopsis contre quelques champignons.
Le diamétre des cylindres d’agar n’est pas inclus.

P = Phaeomoniella chlamydospora. M = Phaeoacremonium aleophilum. Fc = Fusarium culmorum. Ac =

Aspergillus carbonarius. M3 = Candida albicans.

2.3.5. Activité antifongique des isolats de Nocardia
Parmi les douze isolats rattachés au genre Nocardia, 8 d’entre eux ont révélé une activité

antifongique (relativement faible) contre un a trois champignons-cibles testés. La meilleure activité

est celle de I’isolat Mg7 avec un diameétre d’inhibition de 13 mm (Figure 44).
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Figure 44. Activité antifongique des souches de Nocardia contre quelques champignons.
Le diamétre des cylindres d’agar n’est pas inclus.
P = Phaeomoniella chlamydospora. M = Phaeoacremonium aleophilum. Fc = Fusarium culmorum. Ac =
Aspergillus carbonarius. M3 = Candida albicans.
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2.3.6. Activité antifongique des isolats d’Amycolatopsis

L’activité antifongique a été révélée chez 5 isolats affiliés au genre Amycolatopsis.
L’activité maximale est de 15 mm. Elle a été obtenue pour 1’isolat Bm48 contre F. culmorum. Une
activité spécifique contre C. albicans a été enregistrée chez les isolats Bm6 et Mgl avec des

diametres d’inhibition de 8 et 2,5 mm respectivement (Figure 45).
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Figure 45. Activité antifongique des souches d’Amycolatopsis contre quelques champignons.
Le diametre des cylindres d’agar n’est pas inclus.
P = Phaeomoniella chlamydospora. M = Phaeoacremonium aleophilum. Fc = Fusarium culmorum. Ac =
Aspergillus carbonarius. M3 = Candida albicans.

2.3.7. Activité antifongique des isolats d’Actinoplanes
Les trois isolats d’Actinoplanes sont actifs contre P. chlamydospora. Seul I’isolat Bm46 a

montré une activité, et uniqguement contre F. culmorum dont le diamétre d’inhibition est de 25 mm.

En revanche, aucune activité n’a été notée contre les trois autres champignons-cibles (Figure 46).
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Figure 46. Activité antifongique des isolats d’Actinoplanes contre quelques champignons.
Le diamétre des cylindres d’agar n’est pas inclus.
P = Phaeomoniella chlamydospora. M = Phaeoacremonium aleophilum. Fc = Fusarium culmorum. Ac =
Aspergillus carbonarius. M3 = Candida albicans.

2.4. Discussion

Depuis, la découverte de la streptomycine par 1’équipe de Waksman en 1943 a partir d’une
souche de bactérie du sol appartenant a 1’espéce Streptomyces griseus et la production de la
nystatine, premier antibiotique antifongique, par Hazen et Brown en 1951 a partir de Sreptomyces
noursei provenant aussi du sol, plusieurs recherches ont été entreprises sur des souches
d’actinobactéries d’origine terrestre. Différents types de sols (foréts, boue, lac, etc.), méme des
milieux extrémes (désert), ont été explorés dans 1’espoir de découvrir des souches produisant des
produits nouveaux y compris les antibiotiques (Oswald et al., 1968; Hacéne et al., 1994; Chiba et
al., 1999; Hwang et al., 2001; Lee et Hwang, 2002 ; Meklat et al., 2011, Suela Silva, 2013).

Dans ce cadre, un criblage de quatre-vingt-huit souches d’actinobactéries d’origine
tellurique a été effectué. L’activité antifongique des souches d’actinobactéries a été mise en
évidence par la technique des cylindres d’agar. Cette technique est une méthode de diffusion en
milieu gélosé. Elle se préte bien a la détermination de la sensibilité des souches microbiennes aux
molécules antifongiques produites par les souches d’actinobactéries testées. Elle a été proposée par
Cooper et Woodman en 1946 et reprise par Shroder et Messing (1949). Elle consiste a mesurer la
diffusion radiale de la molécule bioactive a partir d'un cylindre en donnant une zone d'inhibition

claire et facilement mesurable (Bousbia, 2004).

Soixante-trois souches (72%) parmi les quatre-vingt-huit souches testées, ont montré une
activité antifongique contre au moins un des champignons-cibles testés: Phaeomoniella

chlamydospora (P), Phaeoacremonium aleophilum (M), Aspergillus carbonarius (AC), Fusarium
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culmorum (Fc) et Candida albicans (M3). Le pourcentage de souches actives obtenu est plus élevé
que les pourcentages des souches d’actinobactéries actives isolées a partir de sols sahariens
d’Algérie. En effet, Yekkour (2013) a trouvé que sur 146 souches d’actinobactéries isolées de
différents écosystemes du Sahara algérien, seulement 36 souches (24,6%) ont montré une activité
antifongique contre plusieurs champignons filamenteux dont Fusarium culmorum et Aspergillus
carbonarius que nous avons utilisés dans notre screening. Toumatia (2015) a constaté que sur 84
souches d’actinobactéries isolées des sols sahariens, seules 24 d’entre elles (soit 28,6%) possedent

une activité antifongique contre plusieurs champignons-cibles.

50,8% des souches actives ont été isolées a partir du milieu chitine-vitamine. Cela concorde
avec les résultats de Hoster et al., (2005) qui ont montré que les milieux a base de chitine
permettent d’isoler de nombreuses souches d’actinobactéries productrices de composés
antifongiques, parfois originaux. Une corrélation élevée entre la chitinolyse et la production de

composés bioactifs a été rapportée (Chen et al., 1991; Pisano et al., 1992 in Hoster et al., 2005).

Les souches de Streptomyces ont montre une activité antifongique plus importante que celle
des souches autres que Streptomyces.L’isolat Bm21 appartenant a ce genre se distingue des autres
souches par sa tres forte activité inhibitrice exprimée sur I’ensemble des champignons-cibles
testés.Ces résultats ne sont pas surprenants sachant que les Streptomyces sont les plus réputés pour
la production d’antibiotiques, y compris les antifongiques (Solecka et al., 2012). Prés de 80% des
molécules actives d’origine actinobactérienne sont synthétisées par Streptomyces, le genre le plus
répandu dans I’environnement (Eckwall et Schottel, 1997; Barakate et al., 2002). La souche WAB9
de Streptomyces isolée d’un échantillon de sol de Béchara fait 1’objet d’un travail de recherche par
Yekkour et al. (2015) qui a abouti a la découverte d’un nouvel antibiotique antifongique. Une étude
réalisée par Toumatia et al. (2015) sur la souche A1 de Streptomyces isolée d’un sol de In Amenas
a montré de trés fortes activités antifongiques et a permis de montrer sa capacité a réduire la

maladie tache chocolat de la féve et la fusariose vasculaire du lin.

Ces derni¢res décennies, I’importance a été donnée également aux actinobactéries peu
fréquentes a rares, tels que Saccharothrix, Actinomadura, Nocardiopsis, Actinoplanes,
Amycolatopsis, etc., qui ont montré un grand potentiel de production de molécules bioactives
intéressantes sur le plan médical (Genilloud et al., 2010; Flatt et al., 2013; Nakae et al., 2013). En
effet, ces genres peu fréquents a rares sont a 1’origine de 25 a 30% des antibiotiques connus.
Cependant, les Streptomyces spp. sont toujours les producteurs de la majorité des antibiotiques
utilisés en thérapeutique (Bérdy, 2005).
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Une activité antifongique est retrouvée chez huit isolats de Saccharothrix. Cette activité est
souvent rapportée dans la littérature. Depuis 1’isolement de la premiére espeéce de ce genre, il a été
montré qu’il est une source importante de substances actives. A titre d’exemple, Sa. violacea LM
036" et Sa. albidocapillata DSM 44073 sont actives contre les champignons (Lee et al., 2000); S.
algeriensis SA 233" que nous avons utilisé comme témoin produit au moins cing antibiotiques
dithiolopyrrolones doués d’une activité antibactérienne et antifongique a la fois (Zitouni et al.,
2004; Bouras et al., 2006, Merrouche et al., 2010). Plusieurs souches appartenant a ce genre, isolées
des sols sahariens algériens ont montré une activité contre plusieurs champignons pathogenes
(Zitouni et al., 2004; Bouras et al., 2006). Récemment, Boubetra (2013) et Boubetra et al. (2012,
2013, 2015)ont decrit trois nouvelles espéces de Saccharothrix nommée Sa. saharensis, Sa.
hoggarensiset S Sa. tamanrassetensisisolées des sols du Hoggar et qui possédent des activité
antifongiques intéressantes. Les mémes auteurs ont découvert en 2013 deux nouvelles molécules
posseédant une activité antifongique, désignées A4 et A5 et produites par Sa. tamanrassetensis.

L’activité antifongique a été révélée chez huit isolats appartenant au genre Nocardia. Ce
genre est exploité comme source de substances actives. De nombreuses especes de ce genre
produisent des antifongiques intéressants dans le contrdle des maladies des plantes, comme c’est le
cas par exemple de 1’espéce Nocardia levis(Kavitha et al., 2010), ou dans I’inhibition des
champignons toxinogénes comme par exemple Nocardia brasiliensis qui produit la brasilinolide B
(Mikami et al., 2010).

Trois isolats d’Actinoplanes sont dotés d’une activité antifongique. De nombreuses especes
de ce genre produisent des composes bioactifs, notamment des antifongiques, dont certains ont été
trés utilisés cliniqguement, comme ceux produits par Actinoplanes teichomyceticus, A. liguriensis,
A. capillaceus et A. ferrugineus (Palleroni, 1979 ; Matsumoto et al., 2000; Fukami et al., 2000;
Wink et al., 2006).

Deux isolats d’Actinomadura sont actifs contre les champignons-cibles testés. Plusieurs
especes de ce genre sont aussi connues pour la production d’antifongiques comme I’a déja signalé
Badji (2006). Ces antifongiques appartiennent aux familles des polyéther, anthracycline et
macrolactame. Les souches d’Actinomadura isolées du sol saharien algérien sont douées d’une
activité importante contre une variété de champignons pathogenes et toxinogenes (Badji et al.,
2011). Les investigations dans les sols sahariens algériens ont permis de décrire une nouvelle
espece du genre Actinomadura nommée A. algeriensis(Lahoum et al., 2016a) qui présente une forte
activité contre des champignons phytopathogénes et toxinogenes, y compris les souches des genres

Aspergillus et Fusarium et d’autres microorganismes pathogénes (Lahoum et al., 2016b). Une
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souche d’Actinomadura désignée AC170 isolée d’un sol d’Adrar a montré son efficacité dans le
contréle de certaines maladies fongiques des plantes (Meklat et Sabaou. 2008).

Cinq isolats d’Amycolatopsis possedent une activité antifongique. Les espéces de ce genre
sont considérées comme étant une source riche d'antibiotiques et d’autres métabolites secondaires,
dont des antibiotiques antifongiques cliniquement importants telle que 1’octacosamicine produite

par A. azurea (Dopashi et al., 1988).

Nos résultats montrent que parmi les champignons filamenteux testés, Fusarium culmorun
est le plus sensible. L’activité anti-Fusarium révéle des zones d’inhibition entre 2 et 37 mm pour 40
souches parmi les 63 isolats actifs (soit 63,5%). Yekkour(2013) a noté que 15 isolats
d’actinobactéries ont montré une activité anti-fusarium parmi 34 ayant une activité antifongique. De
méme, Toumatia et al. (2010) ont montré que sur 35 isolats actifs, 20 isolats (soit, 57,1%) sont
dotés d’une activité contre F. culmorum. En revanche, ’activité contre Candida albicans est faible
et trés rare parmi nos isolats. Sept souches uniquement parmi les 63 actifs (11,1%) ont donné des
diametres d’inhibition entre 3 et 10 mm. D’aprés les résultats des expériences réalisées par Lemriss
et al. (2003) par la méthode des cylindres d’agar, parmi les 110 actinobactéries d’origine clinique
obtenues par ces auteurs, 42 (soit 38%) sont actives contre C. albicans CIP 884.65 avec des
diamétres des zones d’inhibition qui varient entre 03 et 52 mm. De méme, Slavica et al. (2005) ont
mentionné que des souches appartenant au genre Streptomyces ont montré des zones d’inhibition
(11-31mm) vis-a-vis de C. albicans ATCC10231. Le pourcentage obtenu est relativement faible par
rapport a ceux rapportés par certains auteurs qui ont travaillé sur des souches de Streptomyces. Nous
pouvons citer les travaux de Saadoun etMoumani (2000) qui ont trouvé 18% (sur 116) de souches
actives, les travaux de Alimuddinet al. (2011) qui ont trouvé 32% (sur 43) de souches actives et les
travaux de Belyagoubi (2014) qui a obtenu 26% (sur 38) de souches actives. Plusieurs études ont
également montré une grande variabilité des résultats des tests d’activité antifongique en fonction
de la méthodologie (Cadet et al. 1996; Kauffman et Carver, 1997; Kang et al., 2010 ; Mendes et al.,
2013).

Nous avons remarqué par ailleurs, que I’activité antilevurienne est 1’apanage des Streptomyces,
des Nocardia,ainsi quedes Amycolatopsis,puisqu’aucun des autres genres isolés n’est actif contre ce
Candida albicans. Ce résultat ne signifie en aucun cas que les autres genres sont inactifs contre les
levures. En effet, des travaux antérieurs effectués dans le Laboratoire de Biologie des Systemes
Microbiens de ’ENS de Kouba, ont montré qu’un grand nombre de souches d’actinobactéries rares
ou peu fréquentes, ont presenté des activites antilevuriennes. Nous en citerons quelques-unes de ces

souches isolées a partir des sols sahariens appartenant a des genres peu fréquents a rares tels que
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Planomonospora, Planobispora, Spirillospora et Streptosporangium (Boudjella et al., 2007) ou
Actinomadura, Microtetraspora et Herbidospora (Badji et al., 2011) ou encore Saccharothrix,

Microellobosporia, Saccharomonospora et Thermomonospora (Zitouni et al., 2005 ).
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Conclusion et perspectives

Les champignons microscopiques sont responsables d’un grand nombre d’affections chez
I’homme, les animaux et les végétaux. Ils sont aussi la cause de nombreux dégats occasionnés aux

bois, aux produits agricoles, aux denrées alimentaires et a divers supports.

La recherche de substances antifongiques dont le spectre d’activité serait plus large tout en
étant moins agressives pour 1’hote est toujours indispensable. Parmi les nombreuses propriétés des
actinobactéries, nous notons leur capacité a produire une variété de substances intéressantes, dont
les antifongiques. Ces derniers ont été trés étudiés, surtout chez le genre Streptomyces, qui est
I’actinobactérie dominante dans 1’environnement. Le présent travail s’inscrit dans cette derniére
optique et a comme objectif de rechercher a partir des sols des actinobactéries productrices de

molécules antifongiques, qui permettraient de lutter contre les champignons pathogeénes.

A partir des sols prélevés dans deux régions d’Algérie (Boumerdes et Mostaganem), un total
de 88 isolats d’actinobactéries a été sélectionné sur les milieux chitine-vitamines B (CH-V) et
glycérol-asparagine agar (GAA), additionnés d’agents sélectifs. Prés de 58% des isolats présentent
les caractéristiques morphologiques des Streptomyces et 42% celles de divers autres genres peu

fréquents a rares. Le milieu CH-V est plus favorable a I’isolement des genres rares.

Le sol de Mostaganem s’est montré plus riche en actinobactéries du point de vue du nombre
d’isolats sélectionnés (54 isolats) et de la diversité des genres (6 genres) par rapport au sol de

Boumerdés (34 isolats appartenant a 4 genres).

Le potentiel antifongique des 88 isolats d’actinobactéries a été évalué contre cing
champignons, dont quatre sont phytopathogenes, sur le milieu ISP2 par la technique des cylindres
d’agar. Ainsi, 63 isolats ont présenté une activité contre au moins un champignon-cible testé. Les
activités antifongiques de nos isolats d’actinobactéries sont dirigées en particulier contre Fusarium
culmorum. Elles sont obtenues chez tous les genres isolés mais elles sont plus fréquentes et

meilleures chez le genre Streptomyces auquel appartient la souche Bm21 qui est la plus active.

Cette étude soutient I’opinion que le sol constituent un réservoir important de souches
d‘actinobactéries, en particulier celles qui appartiennent au genre Streptomyces. Ces souches

pourraient représenter une source prometteuse d’antibiotiques antifongiques.
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Le travail effectué ouvre des perspectives nombreuses et multiples :

Du point de vue taxonomique, il serait nécessaire d’identifier avec exactitude les souches
Isolées jusqu’au niveau de 1’espece par les caractéristiques physiologiques, chimiotaxonomiques et

moléculaires, notamment 1’analyse du géne codant pour I’ARNTr 16S et hybridation ADN-ADN.

Du point de vue potentiel antifongique, Il serait nécessaire d’étudier les antifongiques
produits par nos meilleures souches en optimisant de la production et en réalisant I’extraction, la
purification et la caractérisation spectroscopiques des molécules produites (spectrométrie de masse
et spectroscopies UV-visible, infra-rouge et surtout RMN). Il faudrait également faire des tests de

toxicité contre diverses cellules animales et/ou vegétales.
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Milieux de culture
1. Milieux d’isolement des actinobactéries

1. Milieu chitine - vitamines B-Agar (Hayakawa et Nonomura, 1987)

Chitine: 2 g; K2HPO4: 0,35 g; KH2PO4: 0,15 g; MgS04, 7H20: 0,2 g; NaCl: 200 g, CaCOa3:
0,02 g; FeSO4, 7H20: 10 mg; ZnSO4, 7H20: 1 mg; MnC12, 4H20: 1 mg; agar: 18 g; eau
distillée: g.s.p. 1000 mL. pH =7,2.

2. Milieu glycérol-asparagine-agar (Jiang et al., 2012 )

Glycérol : 10 g ; asparagine 1 g ; K2HPO4, H20 : 1 g, MgS04, 7H20 : 0.5 g ; CaCO3: 0.3
g ; vitamine du milieu CH-V 3.7 mg agar : 15 g ; eau distillée : g.s.p. 1000 mL, pH 7.2.

Pour ces deux milieux, sont ajoutés :

* Lesvitamines : thiamine-HCI, riboflavine, niacine, pyridoxine-HCI, inositol, panthoténate
de calcium : a raison de 0,5 mg/L et biotine : 0,25 mg/L. Les vitamines sont stérilisées par
filtration (filtre de 0,22pm) puis dissoutes en solution aqueuse stérile avant d’étre ajoutées

aseptiquement au milieu autoclave.

* Une solution stérile d’un antifongique, le cycloheximide (actidione) a 50 mg/L.
* Une solution stérile d’un antibactérienl’acide nalidixique (actidione) a 10 mg/L.
I1. Milieux d’identification des actinobactéries

1. Etude morphologique

1.1. Les milieux ISP ont été préconisés lors de '« International Streptomyces Project »

(Shirling et Gottlieb, 1966).
1.1.1. Milieu ISP2

Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; agar: 20 g; eau distillée: g.s.p .1000
m; pH =7,2.
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1.1.2. Milieu ISP4

Le milieu ISP4 (amidon/sels inorganiques /agar) est prét a [‘emploi (DIFCO). Amidon: 10 g;
K2HPO4: 1 g; MgS04, 7H20: 1 g; Nacl: 1 g; (NH4)2S04: 2 g; CaCO3: 2 g; solution saline
standard*: 1 ml; agar: 20 g; eau distillée g.s.p. 1000 ml; pH 7,2.

*Solution saline standard : FeSO4, 7H20 : 0,1 g ; MnCI2, 4H20 : 0,1 g ; ZnSO4, 7TH20 : 0,1
g ; eau distillée : g.s.p .1000 ml.

II1. Milieux de production d’antibiotiques antifongiques
1. Milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966)

Composition : Glucose : 4 g ; extrait de levure : 4 g ; extrait de malt : 10 g; eau distillée:
g.s.p. 1000 ml. pH 7 &4 7,2.

2. Milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar) (Raper et Fennell, 1965)

Composition : Pomme de terre : 200 g ; agar : 15 g ; glucose : 20 g ; eau distillée : g.s.p .1000
ml pH 5,6 £ 0,2
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Résumé-

Deux souches d’Amycolatopsis, Bm48 et Mg67, ont été isolées a partir du
sol de deux régions du nord de I’Algérie: Boumerdés (36°44° Nord, 3°43’
Est) et Mostaganem (36°00° Nord, 0°8' Est), respectivement. Ces souches
ont été isolées par la méthode des suspensions-dilutions sur le milieu chitine-
vitamines agar additionné d’agents sélectifs, puis caractérisées macro- et
micro-morphologiquement. Leurs activités antifongiques contre quatre
champignons: Aspergillus carbonarius, Fusarium culmorum,
Phaeoacremonium aleophilum et Phaeomoniella chlamydospora ont été
évaluées sur le milieu PDA semi-solide en utilisant la méthode des cylindres
d’agar. Les souches Bm48 et Mg67 ont montré une forte activité contre
Phaeomoniella chlamydospora avec une zone d’inhibition de 40 mm.

Mots clés: Amycolatopsis, sol, champignons phyotopathogenes, activité
antifongique.
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Partial characterization of two strains of Amycolatopsis with
antifungal activity isolated from two soils of the north of
Algeria

Abstract-

Two strains of Amycolatopsis, Bm48 and Mg67, were isolated from the soil
of two regions of the north of Algeria: Boumerdés (36° 44 'North, 3° 43'
East) and Mostaganem (36 °00" North, O ° 8' East), respectively. These
strains were isolated by the dilution method on the chitin-vitamin agar
medium supplemented with selective agents and then characterized on the
basis of the macro- and micro-morphological criteria. Their antifungal
activities against four fungi: Aspergillus carbonarius, Fusarium culmorum,
Phaeoacremonium aleophilum and Phaeomoniella chlamydospora were
evaluated on the semi-solid PDA medium using the cylinder agar method.
The strains Bm48 and Mg67 showed a strong activity against Phaeomoniella
chlamydospora with a 40 mm zone of inhibition.

Key words: soil, Amycolatopsis, phytopathogen fungi, antifungal activity.

1.- Introduction

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes qui peuvent
causer de graves pathologies qui touchent I’homme, les animaux et les
végétaux, parmi lesquels on peut citer Aspergillus carbonarius, Fusarium
culmorum, Phaeoacremonium aleophilum et Phaeomoniella chlamydospora
qui provoquent des ravages et des dégats pour les plantes, les produits
agricoles et les denrées alimentaires (Fisher et al., 2012).

Devant le nombre restreint et le mangue de molécules bioactives
efficaces contre les infections fongiques et étant donné que la source la plus
utilisée afin de rechercher de nouvelles molécules efficaces est le milieu
naturel particuliérement d’origine microbienng, NOUS nNOUS SOoMMes
intéressés a 1’isolement de souches productrices de métabolites secondaires a
partir d’écosystémes peu ou pas exploités afin de mettre en évidence des
actinobactéries possédant un potentiel contre les infections d’origine
fongiques (Donadio et al., 2002). Les actinobactéries sont un groupe de
bactéries a Gram positif possédant un pourcentage de GC supérieur a 55%,
abondant et diversifié dans la nature et produisant presque un tiers des
antibiotiques naturels (Newman et al., 2002).

Le genre Amycolatopsis a €té décrit pour la premiere fois par
Lechevalier et al. (1986). Il appartient a la famille des Pseudonocardiaceae
(Stackebrandt et al., 1997) et représente 1’un des genres rares isolés a partir
de sol de diverses localités geographiques (Everest et al., 2013), du matériel
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clinigue (Huang et al., 2004), de végétaux (Duangmal et al., 2011), des
grottes et des sédiments marins (Bian et al., 2009). Ce genre contient
plusieurs souches productrices d’antibiotiques, particuliérement ceux qui
synthétisent 1’ansamycine (ex. rifampicine) et les glycopeptides (ex.
vancomycine) (Zhao et al., 2010; Everest et Meyers, 2011).

Dans cette optique, Dactivit¢ antifongique contre quatre
champignons phytopathogenes et/ou mycotoxinogenes de deux souches
d’Amycolatopsis isolées a partir de sol de deux régions du nord algérien a été
étudiée.

2.- Matériel et méthodes

2.1.- Echantillonnage

L’isolement des actinobactéries a été réalis€é a partir de deux
échantillons de sols durant le mois de Décembre 2016 et provenant de
Boumerdes et Mostaganem. Ces échantillons sont prélevés aseptiquement,
en surface de la terre (vingt premiers centimétres) et placés dans des sacs
stériles scellés puis conservés a 4°C jusqu’a utilisation.

2.2.- Isolement des actinobactéries

L’isolement a été¢ réalisé par la méthode de suspension dilution
(Rapilly, 1968), aprés un étalement sur le milieu chitine-vitamines agar
(Hayakawa et Nonomura, 1987) additionné d’un agent antifongique
(actidione a raison de 50 mg/l) et deux agents antibactériens (acide
nalidixique a raison de 10 mg/l et la polymyxine B a raison de 25 mg/l). Des
aliquotes de 0,1 ml des dilutions de 10" a 10 ont été étalées sur le milieu
utilisé a raison de deux essais par dilution. Les boites ensemencées sont
incubées a 30 °C pendant 10 jours.

2.3.- Reconnaissance du genre Amycolatopsis

L’observation a I’eeil nu et au microscope optique (grossissement
x10 et x40) des colonies d’actinobactéries a permis la reconnaissance
présomptive et la sélection du genre Amycolatopsis. La purification des deux
souches nommées Bm48 et Mg67 a été réalisée sur le milieu International
Streptomyces Project n° 2 (ISP2) (Shirling et Gottlieb, 1966).

2.4.- Caractérisation macroscopique et microscopique des deux isolats
d’Amycolatopsis

L’étude morphologique des deux isolats d’actinobactéries est
effectuée sur les milieux ISP2 et ISP4.
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L’étude macro-morphologique consiste a déterminer la couleur des
mycélia aérien et du substrat, 1’évaluation de la croissance ainsi que la
présence des pigments diffusibles.

L’étude micro-morphologique est réalisée par 1’observation des deux
isolats aprés 12 jours d’incubation au microscope optique (Optika) a deux
grossissements (x10 et x40) sur les deux milieux cités précédemment. Ces
observations sont réalisées directement sur les boites de Pétri et ce pour
étudier les mycélia sans altérer les structures en place. Elles consistent a voir
également la sporulation caractéristique des souches sélectionnées ainsi que
la fragmentation ou non du mycélium du substrat.

2.5.- Criblage de P’activité antifongique

Les deux souches sélectionnées sont ensemencées en stries serrées a
la surface du milieu ISP2. Aprés 10 jours d’incubation a 30°C, des cylindres
d’agar de 10 mm de diametre contenant les cultures des actinobactéries sont
prélevés et déposés a la surface du milieu Potato Dextrose Agar (PDA) semi-
solide ensemencé préalablement avec le champignon-cible. Les boites de
Pétri sont ensuite placées a 4°C pendant deux heures pour permettre la
diffusion des substances sécrétées par les actinobactéries tout en inhibant
momentanément le champignons, puis sont incubées a 30 °C pendant 48 h.
L’activité antifongique est évaluée par la mesure du diameétre d’inhibition
des champignons autour des disques des actinobactéries. Les champignons
proviennent de la collection du Laboratoire de Biologie des Systémes
Microbiens (LBSM) de I’Ecole Normale Supérieure (ENS) de Kouba, Alger.
Aspergillus carbonarius est un champignon toxinogéne (producteur
d’ochratoxine A). Fusarium culmorum est phytopatogéne (céréales, dont le
blé) et toxinogéne. Phaeoacremonium aleophilum et Phaeomoniella
chlamydospora sont phytopathogénes (maladie de la vigne).

3.- Résultats et discussion
3.1- Etude morphologique des deux isolats d’Amycolatopsis

Les deux isolats d’Amycolatopsis ont été reconnu tout d’abord a
travers des observations a 1’ceil nu et au microscope photonique. Par la suite,
ces isolats ont été étudiés de maniére plus détaillée.

L’étude macro- et micro-morphologique effectuée sur les milieux
ISP2 et ISP4 a montré que:

Ces deux souches sont caractérisées par une bonne croissance sur le
milieu ISP2 et une croissance moyenne sur le milieu ISP4. La couleur du
mycélium aérien varie entre le jaune grisatre, le blanc et le beige blanchétre.
En revanche, le mycélium du substrat montre des couleurs différentes. Ces
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souches ne produisent pas de pigments diffusibles (Tableau 1). Le mycélium
du substrat est plus ou moins fragmenté et le mycélium aérien porte des
filaments trés longs, plus ou moins irréguliers et trés fins. Le mycélium

aerien se fragmente en zig-zag pour donner de longues chaines de structures
ayant la forme de batonnets (Figure 1).

Tableau 1- Caractéristiques culturales des deux souches d’Amycolatopsis.

, ‘Isolats . Milieux | Croissance MA MS PS
d’actinobactéries
Jaune Brun moyen
ISP2 ++++ e h _
+/-
Bm4s grisatre (+/-foncé)
ISP4 ++ 3 +++ Blanc Jaune pale a clair -
1SP2 +++2a Beige ]
Mg67 +H++ blanchatre aune h
X Beige .
ISP4 ++a +++ blanchatre Beige -

MA = mycélium aérien, MS = Mycélium du substrat, PS = Pigments solubles dans le

milieu de culture, — : absence du PS, ++: croissance moyenne, +++: bonne croissance,
++++: trés bonne croissance.

Figure 1- Micromorphologie du mycélium aérien de 1’isolat Bm48 aprés 12

jours d’incubation sur le milieu ISP2 observée au microscope photonique (G
x40 avec effet de zoom).

3.2-Activité antifongique

Le résultat du screening de I’activité antifongique des deux isolats
d’Amycolatopsis contre les champignons Aspergillus  carbonarius,
Fusarium culmorum, Phaeoacremonium aleophilum et Phaeomoniella
chlamydospora est donné dans le tableau 2.
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L’activité antifongique des deux souches isolées et purifiées a été
mise en évidence par la technique des cylindres d’agar, une méthode de
diffusion en milieu gélosé qui se préte mieux a la détermination de la
sensibilité des souches microbiennes aux molécules antifongiques produites
par les souches d’Amycolatopsis testées.

Tableau  2-
d’Amycolatopsis.

Activité

antifongique  des

deux

souches

Diamétre d’inhibition (mm)
Isolat - . : -
. L Aspergillus Fusarium Phaeomoniella Phaeomoniella
d’actinobactéries . .
carbonarius culmorum aleophilum chlamydospora
Bm48 25 14 17 40
Mg67 16 - 20 40

Le diamétre d’inhibition comprend celui du disque qui est de 10 mmm. - = pas d’activité.

Les

deux

isolats

d’Amycolatopsis

possédent

une activité

antifongique intéressante contre P. chlamydospora avec un diamétre
d’inhibition de 40 mm. La souche Bm48 a présenté une faible activité
antifongique contre F. culmorum et P. aleophilum et une activité moyenne
contre A. carbonarius. La souche Mg67 n’a montré aucune activité contre F.
culmorum et une activité faible contre A. carbonarius et P. aleophilum.

Le genre Amycolatopsis comporte a I’heure actuelle 70 espéces
(Euzéby, 2017) dont certaines sont une source riche de métabolites
secondaires y compris quelques antifongiques cliniquement importants tels
gue I’octacosamicine produite par A. azurea (Dobashi et al., 1988), la
rifamycine produite par A. mediterranei (Meja et al.,, 1997) et la
vancomycine d’Amycolatopsis sp. ST 101170 (Hopmann, 2002).

4. Conclusion

Récemment, un intérét grandissant a été dirigé vers les genres rares
d’actinobactéries, notamment le genre Amycolatopsis, car il fait partie des
genres producteurs d’antibiotiques. Nos résultats indiquent que les isolats
d’origine terrestre sont une source potentielle intéressante de substances
antifongiques et que nos deux souches Bm48 et Mg67 possédent une forte
activité contre P. chlamydospora qui mérite une étude approfondie.
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