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Abstract

The main objective of our research work is to obtain new bioactive molecules from strains
of actinomycetes isolated from Algerian soil.

294 colonies of actinomycetes were isolated from different soil samples taken from two
types of environments, sebkhas and palms, located in different regions of the Algerian Sahara. 41
strains of actinomycetes, out of the 294 isolated colonies, are identified by the sequencing of their
16s tDNA. The results indicate the presence of 9 genera subdivided into six different clusters,
Streptomyces, Nocardiopsis, Saccharopolyspora, Actinomadura, Actinocorallia, Micromonospora,
Verrucosispora, Couchioplanes.

Partial characterization of the five selected strains (CG3, A111, A93, S26 and A79), out of
41 identified, indicates the presence of four new taxa. The study of the secondary metabolites
secreted by these five isolates allows to select the strain CG3 which fills all the desired characters.

The full characterization of the CG3 isolate, by the polyphasic approach, indicates that it
represents a new species within the genus Nocardiopsis, and the name Nocardiopsis becharensis sp.
nov was proposed as the name of this new strain.

The extraction, purification and characterization of the secondary metabolites secreted by
the new strain CG3 allow to obtain five new polyene macrolactams, called kenalactams A-E. these
new molecules have moderate antimicrobial activity against Staphylococcus aureus (MIC range
from 16.7 to 66.7 pg / ml), as well as against fungi Candida albicans and Mucor hiemalis with
MIC: 66.7 ng / ml. However, these molecules showed interesting cytotoxic activity, especially for
kenalactam C which was active against four different cancer cell lines, the highest activity was
noticed against PC-3 or 'Human prostate cancer' with a value of IC50 of 2.1 uM.

The amino acids lysine, alanine and methionine are used as starters by the strain CG3 for the
biosynthesis of two kenalactams A and B, whereas the kenalactams C-E are biosynthesized only
when the two amino acids, methionine and phenylalanine, are used as the sole source. nitrogen in
ISP medium + 3% NaCl without nitrogen source.

Keywords: Saharan soil, Isolation, Actinomycetes, Polyphasic axonomy, New taxa, Biological
activity.




Résumeé

L’objective principale de notre travail de recherche vise a obtenir de nouvelles molécules
bioactives a partir des souches d’actinomyceétes isolées du sol algérien.

294 colonies d’actinomycetes ont été isolées a partir de différents échantillons du sol
prélevés dans deux types d’environnements, les sebkhas et les palmiers, localisés dans différentes
régions du Sahara algérien. 41 souches d’actinomycétes, sur les 294 colonies isolées, sont
identifiées par le séquencage de leurs ADNr 16s. Les résultats indiquent la présence de 9 genres
subdivisés en six clusters différents, Streptomyces, Nocardiopsis, Saccharopolyspora,
Actinomadura, Actinocorallia, Micromonospora, Verrucosispora, Couchioplanes.

La caractérisation partielle des cinq souches sélectionnées (CG3, A111, A93, S26 et A79),
sur les 41 identifiées, indique la présence de quatre nouveaux taxons. L’étude des métabolites
secondaires sécrétés par ces cinq isolats a permis de sélectionner la souche CG3 qui remplit tous les
caracteres recherchés.

La caractérisation compléte de 1’isolat CG3, par I’approche polyphasique, indique qu’elle
représente une nouvelle espéce dans le genre Nocardiopsis, dont la dénomination  Nocardiopsis
becharensis sp. nov a été proposée comme nom de cette nouvelle souche.

L’extraction, purification et la caractérisation des métabolites secondaires sécrétés par la
nouvelle souche CG3 a permis 1’obtention de cing nouvelles macrolactams polyéniques, nommées
kenalactams A-E. Ces nouvelles molécules présentent une activité antimicrobienne moyenne contre
la bactérie Staphylococcus aureus (CMI varié de 16.7 a 66.7 ng/ml), ainsi que les champignons
Candida albicans et Mucor hiemalis avec une CMI de 66.7 pg/ml.

Cependant, ces molécules ont montré une activité cytotoxique intéressante, surtout pour le
kenalactam C qui a été actif contre quatre lignées cancéreuses différentes. La plus forte activité a
été remarquée contre la lignée, PC-3 ou ‘Human prostate cancer’ avec une valeur de IC50 de 2.1
uM.

Les acides aminés, lysine, alanine et méthionine sont utilisés comme starters par la souche
CG3 pour la biosynthése des deux kenalactams A et B, alors que les kenalactams C-E, sont
biosynthétisés uniquement quand on utilise les deux acides aminés, méthionine et phénylalanine,
comme seule source d’azote dans le milieu ISP+3% NaCl sans source d’azote.

Mots clés : Sols sahariens, Isolement, Actinomycétes, Taxonomie polyphasique, Nouveaux taxons,
Activité biologique.
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A T’heure actuelle, la résistance bactérienne aux antibiotiques et 1’émergence de différents
types de maladies comme le cancer, le sida et I’hépatite C, constituent un vrai probléme de santé
publique (Aslam et al, 2018; Thornton et al, 2017). Selon 1’organisation mondiale de la santé
(OMS ; 2016), les maladies infectieuses graves, comme la tuberculose et les infections des voies
respiratoires inférieures, ainsi que les différentes tumeurs malignes en plus du sida, sont classées

parmi les dix principales causes de mortalité au niveau mondial.

Devant ces problémes, la recherche de nouvelles molécules bioactives est plus que nécessaire
pour lutter contre ces maladies. Parmi les sources les plus prometteuses de substances bioactives, on
trouve les microorganismes, en particulier les actinomycetes, qui sont des bactéries a Gram positif
avec un pourcentage de G+C élevé, dont la majorité tend a former un mycélium ramifié (Al-Dhabi

et al, 2018).

L'intérét majeur que suscitent les actinomycetes est leur pouvoir a produire des métabolites
secondaires a différentes activités biologiques, a savoir, les antibiotiques, les antifongiques
(Saturnino et al, 2017), les anticancéreux (Sui et al, 2014), les antiparasitaires (Nguyen et al,
2018), les immunosuppresseurs, les antioxydants, les insecticides, et les herbicides (Kumar et
Jadeja, 2016). En effet, sur les 22 000 molécules bioactives isolées a partir des microorganismes,
environ de la moitié de ces molécules sont produites par des actinomycetes, en particulier le genre
Streptomyces, qui fournit a lui tout seul, 70% des antibiotiques utilisés pour le traitement des

différents types d’infections (Ram, 2014).

Depuis la découverte de la streptomycine, sécrétée par I’espece Streptomyces griseus par
Waksman en 1943, les recherches sur les métabolites secondaires des Streptomyces ne se sont pas
arrétées, ce qui implique que la probabilité d’obtenir de nouvelles molécules bioactives a partir de
ce genre, est devenue de plus en plus faible, a cause des interactions génétiques entre les especes
dans I’environnement (Ding et al, 2019). C’est pourquoi, la tendance actuelle est orientée vers
I’exploitation de métabolismes secondaires des nouvelles souches rares d’actinomycetes et de
culture difficile, isolés a partir des environnements négligés (non ou peu exploités) (Dhakal et al,
2017). En générale, une nouvelle souche, doit contenir des nouveaux clusters de génes qui codent

pour de nouvelles molécules bioactives (Jiang et al, 2016).

Le sol du Sahara algérien abrite une diversité microbienne abondante digne d’intéréts vu le
nombre de nouveau taxon d’actinomycetes isolés (Zitouni et al., 2004; ; Badji et al., 2006;
Toumatia et al., 2014; Aouiche et al., 2015; Boubetra et al, 2015; Boudjelal et al, 2015 ;
Bouras et al., 2015; Driche ef al., 2015; Messaoudi et al., 2015 ; Saker et al, 2015 ; Yekkour et
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al., 2015; Bouznada et al, 2017 ; Chaabane et al, 2017 )., dont certains produisent de nouvelles
molécules bioactives. En effet, Boudjella et al, 2010, ont purifi¢, a partir de la souche
Streptosporangium sp. Sg3, une nouvelle molécule antimicrobienne qui appartient a la classe
d’angucyclinone. Merrouche et al, (2010) et ont obtenu trois nouveaux dérivés de I’antibiotique,
dithiolopyrrolone, a partir de 1’espéce Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137. Aussi, deux
nouveaux dérivés de 1’angucycline appelés, Mzabimycins A et B, ont été obtenus a partir de la
souche Streptomyces sp. PAL114 par Tata et al, 2019).

En tenant compte du besoin mondial de trouver de nouvelles substances bioactives, nous nous
sommes intéressés a certaines régions du sol du Sahara algérien, afin d’obtenir de nouveaux taxons

d’actinomyceétes qui secrétent des nouvelles molécules bioactives.
Pour atteindre I’objectif fixé nous avons suivi la démarche suivante :

e Isolement des actinomycetes a partir de deux environnements localisés dans différentes
régions de I’ Algérie : les sebkhas et les palmiers dattiers.

e Identification moléculaire, sur la base du séquencage de ’ADN ribosomal 16s, des
souches d’actinomycétes sé€lectionnées.

e Caractérisation taxonomique des nouvelles souches obtenues.

e FEtude des métabolites secondaires sécrétés par les souches sélectionnées.

e Extraction, purification et détermination de la structure des métabolites secondaires
retenus.

e Mise en évidence de ’activité biologique des nouvelles molécules obtenues.
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1. Généralité sur les actinomycétes.

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif possédant un pourcentage élevé en G+C.
Ils sont classés dans le phylum des Actinobacteria, qui sont décrits dans le cinquieéme volume de
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Ahmad et al, 2017). Ces bactéries sont généralement
terrestres ou aquatiques (Kamjam et al, 2017). Morphologiquement, les actinomycetes incluent des
espeéces formant des bacilles isolés comme le cas du genre Mycobacterium, d’autres formant un
mycélium trés fragmenté a maturité, comme le genre Nocardia, alors que certains d’autres formant

un mycélium stable et ramifi¢, comme dans le cas du genre Streptomyces (Hoza et al, 2016).

Les actinomycetes sont trés divers dans leurs physiologies. En effet, certaines espéces sont
thermophiles, et peuvent croitre a des températures comprises entre 37-65 °C, avec un optimum
entre 55-60 °C, c’est le cas par exemple des especes qui appartiennent au genre Thermomonospora
(Mazkour et al, 2017). D’autres especes peuvent croitre a des valeurs de pH faible qui peuvent
atteindre un pH de 3.5, c’est le cas par exemple des espéces qui appartiennent au genre
Streptacidiphilus, qui sont strictement acidophiliques (Kim et al, 2015), de méme plusieurs especes
sont halophiles, et peuvent de ce fait tolérer des valeurs de NaCl tres élevés comme par exemple les

genres, Salinispora, Nocardiopsis, Streptomonospora (Mohamed et al, 2017).

Les actinomycetes peuvent avoir différents modes de vie. En effet certaines especes sont
commensales des cavités naturelles humaines et animales, comme les genres : Bifidobacterium et
Actinomyces (Kononen et al, 2015). D’autres sont pathogénes a I’homme comme le cas des
espeéces de Mycobacterium tuberculosis et Corynebacterium diphtérie (Lin et al, 2017 ; Belchior et
al, 2017), alors que la plupart sont des saprophytes, jouant un rdle essentiel dans la décomposition
des macromolécules dans le sol, ce qui contribue de ce fait au recyclage de la matiére organique
(Meij et al, 2017). Ces bactéries ont une valeur biotechnologique importante du fait que presque
10,000 molécules bioactives ont été obtenues a partir des actinomycetes, ce qui représente 45 % du

total des métabolites secondaires obtenus a partir de toutes les bactéries (Ranjani et al, 2016).

2. La tendance actuelle pour I’obtention des nouvelles molécules bioactives a partir des
actinomycétes.

Les actinomycetes continus toujours d’attirer 1’attention des chercheurs autour du monde, car
ces bactéries produisent une variété de métabolites secondaires avec différentes activités
biologiques, y compris les antibiotiques, des anticancéreuses, des antiparasitaires, des antiviraux et

des pesticides (Meij et al, 2017).
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En raison de la surexploitation des métabolites secondaires sécrétés par les actinomycetes,
surtout ceux appartenant au genre Streptomyces, isolés a partir des habitats communs par
I’utilisation des techniques conventionnelles (Jose et al, 2014). La tendance actuelle est
I’exploitation des métabolites secondaires sécrétés par des actinomycetes appartenant aux genres

rares et difficilement cultivables (Salimi et al, 2017).

Donc une nouvelle souche obtenue a partir d’un habitat non exploité, peut contenir de

nouveaux clusters de géne qui peuvent produire des nouvelles molécules (Grasso et al, 2016).

2.1 Le choix de I’habitat pour I’isolement des actinomycétes producteurs de nouvelles
molécules bioactives.

> Le milieu marin.

Les écosystémes marins, représentent 1’un des habitats les plus riches et les moins exploités,
avec une grande diversité microbienne et un potentiel élevé de découverte de nouvelles molécules
bioactives (Xu et al, 2018). En effet, les sédiments marins prélevés dans différentes profondeurs de
I’océan représentent I’'une des ressources riches en actinomycetes rares et nouveaux. Par exemple,
I’exploitation des métabolites secondaires sécrétés par la souche Salinispora CNB-392, identifié
comme Salinispora tropica, indique qu’elle produit une nouvelle famille de molécules nommée
salinosporamide, dont le salinosporamide A (Jensen et al, 2015) (figure 1). Cette molécule est
actuellement au stade clinique pour le traitement du myélome multiple. L’eau de mer prélevée a
partir de I’océan abyssal, représente aussi une source riche en actinomycetes fournisseur de

nouvelle molécule bioactive.

Récemment, Brafia et al, 2017, ont isolé une souche d’actinomycete, Pseudonocardia
carboxydivorans M-227, qui produit une nouvelle famille de molécules, les branimycins (B-C)
(figure 1), qui montrent une activité antibactérienne contre différentes bactéries a Gram positif,
Corynebacterium urealyticum, Clostridium perfringens, Micrococcus luteus, et a Gram négatif,

Neisseria meningitidis.

Parmi les écosystémes les plus extrémes et les plus dynamiques sur terre, ce sont les sources
hydrothermales, et les évents hydrothermaux situés sur 1'axe des dorsales océanique (Thornburg et
al., 2010). Ces endroits extrémes comportent une communauté trés dense et biologiquement diverse
de microorganismes, dont les actinomycetes, avec un métabolisme distinct basé sur la
chimioautotrophie et qui peut fournir de nouvelles molécules bioactives (Thornburg et al., 2010).
Cependant, on connait trés peu sur la biodiversité¢ des actinomycetes dans cet endroit extréme a

cause de la difficulté d’échantillonnage.
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Certains actinomyceétes forment des associations symbiotiques avec de trés nombreux
invertébrés marins, en particulier les éponges, les coraux, les ascidies et les cnidaires (Subramani
et al., 2019). Plusieurs auteurs ont suggéré que les actinomycétes contribuent, par la sécrétion de
différents métabolites secondaires, a la protection de ces animaux marins (Behie et al.. 2017 ;
Brinkmann et al., 2017). De ce fait, plusieurs nouvelles molécules ont été obtenues a partir
d’actinomycetes isolés de ces animaux fossiles (Sarmiento-Vizcaino et al, 2017 ; Mahmoud et al,
2016). Alyaa et al, 2018, ont purifi¢ un nouveau peptide cyclique, nocardiotide A (figure 1), qui
possede des propriétés cytotoxiques, a partir d’une souche de Nocardiopsis sp. UR67, isolé de
I’éponge marine Callyspongia sp, collecté¢ de la mer rouge. La thiocoraline est un thiodepsipeptide
cyclique qui a été purifié¢ a partir de la souche Micromonospora sp. L-13-ACM2-092, isolé d’un
corail collecté prés de la cote du Mozambique. Cette molécule a montré une activité antitumorale

puissante contre plusieurs lignées cellulaires P388, A549 et MEL288 (Alharbi, 2016).

En plus des éponges marines, plusieurs auteurs ont confirmés la richesse des coraux par les
actinomycetes sécrétent des nouvelles molécules bioactives (Sarmiento-Vizcaino et al, 2017 ;

Mahmoud et al, 2016).

Branimycins B salinosporamide A Nocardiotide A
Figure 1 : Structure de quelques molécules obtenues a partir du milieu marin (Jensen et al, 2015;

Braiia et al, 2017; Alyaa et al, 2018).
> Les milieux terrestres extrémes.

Les échantillons provenant d'environnement extréme terrestre, tels que les déserts, les grottes,
les milieux sahariens arides, les sebkhas, les lacs salés ainsi que les échantillons recueillis a des
altitudes ¢levées des montagnes, offrent la possibilit¢ d’isolement des nouvelles souches
d’actinomycetes producteurs de nouvelles molécules bioactives. En effet, a partir de la souche
Streptomyces sp. isolat, ERI-26, isolée d’un échantillon provenant des montagnes indiennes,

Duraipandiyan et al, 2016, ont purifiés une nouvelle anthraquinone, qui présente une faible
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activité antibactérienne contre des bactéries a Gram positif et négatif. Ainsi, le criblage de 1’activité
antimicrobienne des isolats d’actinomycetes obtenus a partir de différents échantillons du sol
prélevés du Sahara Algérien, a révéler que trois souches de Streptomyces, parmi 32 isolats obtenus,
ont montré une trés bonne activité antimicrobienne contre différents microorganismes teste utilisés
(Mohamed et al, 2017). De méme, des échantillons prélevés a partir des grottes volcaniques
localisées dans différents endroits dans le monde par Riquelme et al, 2015, ont montré que cet
habitat présente un potentiel important pour l'isolement de nouvelle souche d’actinomycétes

producteurs de substances bioactives.
» Les racines des plantes.

La plupart des actinomycetes décrits sont des bactéries saprophytes jouant un rdle important
dans I’environnement par la décomposition de la matiére organique, et contribuent dans le cycle du
carbone et de 'azote (Limaye et al, 2017). D’autres actinomycetes dits endophytes, accomplissent
tout ou une partie de leur cycle de vie a l'intérieur des racines d'une plante, sans conséquences
négatives pour cette dernic¢re (Matsumoto et al, 2017). Le premier actinomycete endophyte isolé a
partir des plantes est le genre Frankia, qui formant des nodules sur les racines des plantes hotes et
contribue ainsi a la fixation de I’azote (Cissoko et al, 2018). Apres, d'autres actinomycétes
endophytes, tels que, Streptomyces, Nocardia, Amycolatopsis, Micromonospora et Microbispora,
ont été isolés a partir des racines de différentes plantes (Trujillo et al, 2015) . Ces actinomycetes
assurent différents roles pour les plantes hotes, contribuant ainsi a leur protection, grace a la
sécrétion de différentes substances bioactives (antibactérienne, antiparasitaire, antifongique), et a la
stimulation de la croissance des plantes hdtes par la sécrétion des phytohormones végétales
indispensables aux développements des plantes telle que I’auxine et la gibberelline (Anwar et al,

2016 ; Patel et al, 2017).

Les actinomycetes endophytes sont une source riche pour la recherche des nouveaux composés
bioactifs, et les études réalisées sur les endophytes confirment toutes leurs richesses par les
actinomycetes rares (Kadiri et al, 2014 ; Golinska et al, 2015 ; Chaurasia et al, 2018). En effet,
Gos et al, 2017, ont isolés 10 genres différents d’actinomycetes rares, a partir de la plante, Vochysia
divergens, collecté d’une région inexploitée du Brésil. Les souches ont ét¢ identifiées comme
Aeromicrobium, Actinomadura, Microbacterium, Microbispora, Micrococcus, Sphaerisporangium,

Streptomyces et Williamsia.
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» Les actinomycétes symbiotiques avec les insectes.

Certaines especes d’actinomycetes ont naturellement développé une relation symbiotique avec
des insectes guidés par une adaptation co-évolutive (Van der Meij et al, 2017). Le cas par
exemple des fourmis coupeuses de feuilles, aussi appelées fourmis champignonnistes, comme les
espeéces des genres Atta et Acromyrmex, sont des fourmis vivant dans les régions d'Amérique
tropicale. Afin de se nourrir, elles ont développé une symbiose avec un champignon, Leucoagaricus
gongylophorus, qu'elles cultivent dans leur fourmiliére (Heine et al, 2018). La fourmi utilise
diverses variétés de fleurs et de plantes, qu'elles découpent en petits morceaux et 1’utilisent comme
substrat afin de cultiver leur champignon. En parall¢le, I’insecte forme une autre relation
symbiotique avec des actinomycetes qu’ils les sélectionnent a partir du sol et qui ont la capacité de
sécréter des molécules antifongiques pour controler la croissance de Leucoagaricus gongylophorus.
L’exemple idéal est celui de la fourmi, Apterostigma dentigerum, qui forme une relation
symbiotique avec 1’actinomycete Pseudonocardia, qui sécréte un antifongique appelé la

dentigerumycin afin de contrdler la croissance du champignon (Barke et al, 2010) (figure 2).
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Apterostigma dentigerum L/ou

(Pseudonocardia sp.) dentigerumycin Leucoagaricus gongylophorus

Figure 2 : Structure de I’antifongique dentigerumycin secrété par Pseudonocardia pour controler la

croissance du champignon Leucoagaricus gongylophorus (Barke et al, 2010).

Un nouveau polyéne macrolactam, sceliphrolactam (figure 3), a été¢ obtenu a partir d’une
souche de Streptomyces sp qui vit en symbiose avec la guépe maconne, Sceliphron caementarium.
Cette molécule montre une trés bonne activité antifongique contre les espéces de Candida albican
résistante a ’amphotéricine B (CMI = 4 pg/mL, 8.3 uM) (Oh et al, 2010). De méme, a partir de la
souche d’actinomycetes, Amycolatopsis sp. M39, qui forme une relation symbiotique avec les
termites, une nouvelle famille de macrolactams glycosylés a été purifi€, les macrotermycins (figure
3), ces molécules assurent la protection des termites contre Pseudoxylaria, qui est un champignon

pathogéne pour ces derniers (Beemelmanns et al, 2017).
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macrotermycin B sceliphrolactam

Figure 3 : Structure des macrotermycin B et sceliphrolactam sécrétés par Amycolatopsis sp. M39 et

Streptomyces sp respectivement (Oh et al, 2010; Beemelmanns et al, 2017).

2.2 Les méthodes appliquées pour ’isolement des actinomycétes rares.

La grande majorité des bactéries, dont les actinomycetes, qui existe sur terre sont difficiles a
isoler. Cette difficulté est due principalement aux techniques appliquées pour 1’isolement de ces
bactéries qui sont considérées comme une source de nouvelles molécules bioactives (Arocha-
Garza et al, 2017). En effet, les méthodes conventionnelles basées sur la préparation des dilutions
puis ’ensemencement des milieux de cultures non sélectifs, ne conduisent, dans la majorité des cas,
qu’a I’obtention des actinomycetes connus, surtout ceux qui appartiennent au genre Streptomyces.
Plusieurs techniques, basées principalement sur le prétraitement et 1’enrichissement des échantillons
du sol, ont été appliqué pour I’obtention des actinomyceétes rares et peu fréquents.

Hayakawa et al, 1991a, ont propos¢ une technique pour I’isolement sélectif des Microbispora
basé, sur le séchage des échantillons du sol a I’air chauffé a 120°C pendant 1 h.

Une autre technique consiste a utiliser une suspension aqueuse de I’échantillon du sol chauffé¢ a 120
°C pendant une heure puis traité avec une solution de 1.5% de phénol et 0,03% de gluconate de
chlorhexidine (CG), dans le but d’éliminer les bactéries indésérable. La suspension est ensuite
ensemencée sur le milieu acide humique-vitamine additionnée avec l'acide nalidixique (Hayakawa
et al, 1987).

Plusieurs auteurs ont confirmé 1’efficacité de la technique de centrifugation-hydratation pour
I’obtention des actinomycetes formants des zoospores, Actinokineospora, Catenuloplanes,
Kineosporia, Actinosynnema, Geodermatophilus et Sporichthya (Hayakawa et al, 2000). D’autres
techniques ont été proposées par le méme auteur et ses collaborateurs pour 1’obtention des
actinomycetes rares qui forment des sporanges, Streptosporangium, Actinoplanes,

Dactylosporangium (Hayakawa et al, 1991b ; Hayakawa et al, 1997 ; Hayakawa et al, 1991c¢).
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3. Organisation génétique des génes de la biosynthése des métabolites secondaires

bactériens.

Les genes impliqués dans la biosynthése des métabolites secondaires chez les actinomycetes
sont généralement regroupés dans le génome ou, rarement, dans un plasmide circulaire. Ces genes
sont organisés en clusters, qui sont un groupe de génes biosynthétiques contenant de nombreux
genes groupés les uns derniéres les autres, au niveau d’une méme région du chromosome bactérien,

comportant une ou plusieurs unités de transcription (Wei et al, 2018).

Chaque cluster de geéne, contient entre 10 a 50 génes remplissant différentes fonctions. En effet il y

a (figure 4) :

» Des genes de régulations :
La régulation est assurée par le systéme opérant qui existe en amont des genes de structures.
» Les geénes de structures :
Aprées leurs transcriptions par I’ARN polymérase, les génes de structures vont donner un
ARNmM qui sera ensuite traduit par des ribosomes pour donner une protéine.
Cette derni¢re correspond a I’enzyme impliquée dans la biosynthése du métabolite
secondaire, qui peut étre un polycétide synthase (PKS) ou un Non ribosomal peptide
synthase (NRPS) ou d’autres enzymes impliquées dans la biosynthése de différents
métabolites secondaires.
» Des génes impliqués dans la modification post-synthése du métabolite secondaire :
Apres la synthése de la structure de base de la molécule, plusieurs métabolites secondaires
subissent des modifications post-synthéses, qui incluent, la chloration, la méthylation, la
glycosylation, la N-acylation, etc. Ces modifications post-synthése ont pour but d’améliorer
la stabilité de la molécule et assurent la protection de la molécule contre 1’attaque par des
enzymes intracellulaires.
» Un geéne de transport : qui code pour un transporteur protéique, impliqué dans le transport de
métabolite secondaire a I’extérieur de la cellule.
» Un géne d’immunité : codant une protéine d’immunité impliquée dans la protection de la
souche productrice contre son propre métabolite secondaire, surtout lorsqu’ il s’agit d’une

molécule antibactérienne.
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Figure 4 : Organisation d'un cluster de genes pour la production d'un métabolite secondaire
(Grasso et al, 2016).

4. Les principales classes des métabolites secondaires obtenues a partir des
actinomycétes.

4.1 La classe des polycétides.

Cette classe de molécules prend une place importante, surtout dans le domaine médical
humain et animal. En effet plusieurs médicaments utilisés comme des antibiotiques, des
antifongiques, des antiparasitaires et des anticancéreux sont des polycétides. Ces molécules
naturelles sont produites principalement par les bactéries et les champignons ainsi que certaines

plantes (Miiller et al, 2015).

Les polycétides sont synthétisés par une condensation successive de petit acide carboxylique
sous forme d’acyle-COA. Le résultat est une chaine d’alternance de groupes cétone (>C=0) et de
groupe méthyléne (-CH2-) d’ou provient le nom des polycétides (plusieurs cétide). Cette
condensation est catalysée par des enzymes appelées, les polycétides synthases (PKS). La chaine de
polycétide nouvellement formée subit plusieurs modifications de réduction, de méthylation, de
déshydratation et de la cyclisation, pour donner a la fin une famille trés diverse de molécules (Chen
et al, 2016). La biosynthése de différents polycétides est catalysé par des enzymes appelées, les
polycétides synthases (PKS), on distingue trois types de PKS (I, II et II) :

4.1.1 Structure de PKSI et biosynthése des macrolides.

Ce sont des mégas-enzymes multifonctionnelles, qui possédent une organisation soit modulaires

soit itératives :

» Les PKS de type I itérative, I’extension de la chaine du polykétide se réalise au sein d’un seul
module, dans ce cas le site actif est utilis¢ de fagon répétitive durant la condensation de la
chaine carbonée a partir des unités d’¢élongation. C’est le cas de PKS responsable de la
production d’aflatoxines chez A. flavus (Chen et al, 2016).

» Les PKS du type I modulaire, regroupent plusieurs sites actifs ou module. Chaque module est
formé au minimum par trois domaines (appelés aussi domaine minimal), qui sont (Barajas et

al, 2017) :
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- Keto Synthase (KS) : catalyse la réaction de condensation de deux unités de construction

du polykétide entre elles, en catalysant la formation de liaisons carbone-carbone, avec
libération de CO2.

- Acyl Transferas (AT) : responsable du recrutement des différents blocs de constructions
nécessaires a la formation du polykétide (acyl COA).

- Acyl Carrier Protein (ACP) : sert a porter la chaine de la polycétide en élongation au

cours des cycles de synthése sur la PKS.

):o

Figure 5 : Organisation des domaines dans un module minimal de PKS 1.

La chaine de polycétides en élongation subit, au fur et a mesure de leur synthése, des

modifications structurelles par des domaines auxiliaires, qui sont :
- Le domaine Keto-Reductase (KR) : réduit le groupe B-cétone en groupe B-hydroxy.

- Le domaine DeHydratase (DH) : catalyse la réaction de déshydratation, par libération de
H:0, ce qui entraine la formation d’une double liaison.

- Le domaine Enoyl-Reductase (ER) : réduit la double liaison, générée par les domaines DH,
en liaison simple.

- Le domaine Methyl Transferase (MT) : catalyse 1’addition d’un groupe méthyle.

Les PKS du type I modulaire catalysent typiquement la biosynthése des macrolides. Cette classe
de molécules prend une place majeure dans le domaine médical, du fait que plusieurs médicaments
sont des macrolides. La biosynthése des macrolides par les PKS du type I modulaire passe par trois

étapes :

» La phase d’initiation.
Catalysé par un module d’initiation formé par deux domaines, acyltransférase (AT) et acyl
carrier protein (ACP), le domaine AT catalyse l’attachement de 1’unité de starter, au

groupement thiole (SH) de I’ACP, selon la réaction ci-apres (Keating et al, 1999) :
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» La phase d’élongation.
Dans cette étape plusieurs modules interviennent. Le nombre et I’ordre des modules du PKS I
déterminent la longueur de la chaine carbonée de la molécule. Chaque module est utilisé¢ une
seule fois durant I’assemblage de la molécule, la composition de chaque module en domaine,
surtout les domaines auxiliaires, détermine le niveau de la réduction, de la déshydratation, et
de la méthylation, de la chaine de polycétide en extension.
Les différentes réactions qui se produisent durant cette phase sont résumées dans la figure

6 (Walsh, 2013) :

o

’u\)'j'\ Reducuorl e Dehydranon /\,HJ\ Redu:.uon

Figure 6 : Les différentes réactions catalysées par les domaines minimaux (AT, ACP, KS) et

auxiliaires (KR, DH, ER) (Cane et al, 1999).

> Phase de terminaison.
Une thioestérase (TE) intervient a la fin de la synthése pour libérer la chaine de polycétide liée

au domaine ACP de la polycétide synthase (Keating et al, 1999).

L’exemple le plus étudiés des PKS du type I modulaire est la PKS responsable de la
biosynthése d’érythromycine A chez Saccharapolyspora erythraea. Appelé aussi 6-
deoxyerythronolide B synthases (DEBS). Cette enzyme est codée par trois genes différents : eryAl
(DEBS1), eryAll (DEBS2) et eryAlll (DEBS3). La premiére protéine, DEBS1, est formée par trois

modules dont, le module d’initiation, la deuxiéme protéine est formée par deux modules, alors que
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la derniére protéine est formée par trois modules dont le module de terminaison (TE) (Cane et al,
2010) (figure7).
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Figure 7: Mécanisme de la biosynthése de I’érythromycine A par 6-deoxyerythronolide B
synthases (DEBS) (Bender et al, 1999).

4.1.2 Structure de PKS II et biosyntheése des polycétides aromatiques.

Les PKS 1II sont des complexes multienzymatiques monofonctionnels, a la différence des PKSI

qui sont des mégas-enzymes. Chaque enzyme est formée au minimum par un ACP (acyl carrier
protein) et deux ketosynthase (Zhang et al, 2017) :

KSa : catalyse la condensation de deux acyl-COA

KSPB : appelé aussi chain-length facto, CLF, impliqué dans le controle de la chaine de
polycétide (figure 8).

Les PKS II minimales sont impliquées dans la condensation itérative des unités de malonyl-

CoA et ¢longation de la chaine de polycétide. Comme le cas de PKSI, 1’unité enzymatique de
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PKSII peut contenir d’autres fonctions catalytiques auxiliaires, telle que, Keto-Reductase (KR),

cyclase (CYC), aromatase (ARO) (figure8).

Figure 8 : Mode¢le de I’organisation structurelle de PKSII (Zhang et al, 2017).

Le PKSII catalyse la biosynthése surtout des polycétides aromatiques (figure 9) :

o 0 0
] | 0

0
0 Min PKS
0 0 0 - fin PK 7 % nunu\JJ\qr \+ ,ﬂng\
1] SE (/' S-Lo A

l Min prﬂ j‘:“:
o o'o 0o o o0 OH 0 0 o o0 o
I KR | | ARO | | I CYC *
e ()= 1|-——":.m'|' 0
0 0 | o 0o 00 0
0 i s-EHoY | =k S-E S-E

OH ; (H OH

Figure 9 : Mécanisme de la biosynthése des polycétides aromatiques par PKSII (Hopwood et al,
1997).

4.1.3 Structure de PKS III.

Ce type de PKS, est généralement trouvé chez les plantes, mais aussi il peut exister chez
certaines bactéries et champignons. C’est une protéine unique qui ne posséde ni module, ni
domaine. Deux différences majeures distinguent le PKSIII par rapport aux autres PKS (Meslet-

Cladiére et al, 2013) :

L’absence d’une protéine porteuse d’acyle (ACP).
Ne possede pas des domaines auxiliaires : KR, DH, ER, MT.

Le PKS-III est un équivalent du domaine cétosynthase (KS) de PKS-I ou PKS-II. Les
flavonoides, 1I’un des groupes les plus importants de métabolites végétaux, sont dérivés des

polycétides synthétisés par PKSIII (Meslet-Cladiére et al, 2013).
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4.1.4 Activité biologique des polycétides bactériennes.

Les polycétides produits a travers les différentes voies de biosynthése sont structurellement

diverses, selon la voie de biosynthese on distingue :
> Les polycétides de types macrolides d’origine bactérienne.

Les PKS du type I modulaire catalysent la biosynthése des macrolides, qui sont des macrocycles
lactones, parfois ils sont associés a des sucres neutres ou aminés (Lowell et al, 2017). Il existe
plusieurs types de macrolides qui se distinguent entre eux par le nombre d’atomes formant le
macrocycle, ainsi que les types de liaisons entre les différents atomes de carbone a I’intérieur de

cycle macrolactone. Parfois ces liaisons sont de nature polyénique (Dhakal et al, 2019).

Les macrolides représentent une famille trés diverse de produits naturels possédant une tres
large gamme d'activités biologiques. En effet, plusieurs antibiotiques sont des macrolides, tels que,
I’érythromycine, la spiramycine, roxithromycine, azithromycine, midécamycine, midécamycine
(figure 10) (Bambeke et al, 2000). En plus de I’activité¢ antibiotique, les macrolides possédent
d’autres activités biologiques, tels que 1’amphotéricine B, qui est un antifongique de la famille des
macrolides polyéniques, extrait de Streptomyces nodosus (figure 10) (Stone et al, 2016), alors que

I’azithromycin, posséde une activité antimalarique (figure 10) (Goodman et al, 2013).

TCHs

OH Chy

Erythromycine A

Azithromycine Amphotéricine B

Figure 10 : La structure de quelques molécules de type macrolides (Bambeke et al, 2000 Stone et

al, 2016 Goodman et al, 2013).
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> Les polycétides aromatiques bactériennes.

Cette classe de molécules est synthétisée par les PKS II, du point de vue structurel. Ces
molécules sont formées par plusieurs cycles attachés, dont certaines sont aromatiques. Cette famille
de molécules naturelles est pourvue de diverses activités biologiques et propriétés
pharmacologiques (Zhang et al, 2017). La famille des polycétides aromatiques la plus étudiée est
les tétracyclines. Ces molécules ont pour caractéristique de posséder quatre cycles accolés, d'ou leur
nom. Parmi ces molécules, la doxorubicine est un dérivé polycétidique aromatique produit par
Streptomyces peucetius et qui est utilisé en thérapie pour le traitement de certains cancers (figure
11), en particulier le cancer du sein (Malla et al, 2010). L'oxytétracycline est un antibiotique a large
spectre d’action (figure 11), tres utilisé pour le traitement de plusieurs infections bactériennes telles
que, ’acné et peut aussi traiter d’autres infections de la peau, comme la rosacée, ou des infections

des voies respiratoires, telles que la pneumonie (Cornejo et al, 2017).

sy
MH-
o 2
Oxytétracycline Doxorubicine

Figure 11: La structure des deux polycétides aromatiques, oxytétracycline et doxorubicine

(Cornejo et al, 2017; Malla et al, 2010).

4.2 La classe des peptides non ribosomiques.

Tomino et al., 1967, ont remarqué qu’en présence de I’ARNases ou d’inhibiteurs de ribosomes,
I’espece, Bacillus brevis, continue toujours de synthétiser I’antibiotique gramicidine, Ils ont en
déduit qu’il existait un mécanisme de synthese peptidique indépendant de I’ARNm. Ensuite, Fritz
et al, 1971, ont découvert qu’il s’agit de grandes enzymes capables de synthétiser des peptides non
ribosomiques. Ces enzymes sont appelées aujourd’hui, Non-Ribosomal Peptide Synthétases

(NRPS), identifiés chez les bactéries et les champignons (Miller et al, 2016).

Pour synthétiser les peptides non ribosomiques, les NRPS utilisent des unités appelées

monomeres, qui regroupent des acides aminés structurels et non structurels ainsi que d’autres
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molécules. Actuellement on compte plus de 500 monomeres qui peuvent étre utilisés par les NRPS
afin de synthétiser les peptides non ribosomiques. A la différence des ribosomes qui ne peuvent
utiliser que des acides aminés structurels (Caboche et al, 2010).

Les peptides non ribosomiques sont des molécules trés complexe dotées de propriétés
pharmacologiques intéressantes de fait que plusieurs médicaments appartiennent a cette classe de
molécules (Martinez et al, 2016).

4.2.1 Structure des Non-Ribosomal Peptide Synthétase.
Comme les PKS I du type modulaire, les Non-Ribosomal Peptide Synthétase (NRPS) sont des

mégas enzymes organisées en modules. Chaque module est responsable de la reconnaissance et
I’incorporation d’un seul monomeére dans la chaine peptidique en élongation. Le nombre des
modules, varie de 2 jusqu’a 50 modules, est en rapport avec le nombre des monomeéres incorporé
dans la chaine, (Stachelhaus & Marahiel, 1995). Chaque module est formé au minimum par trois
domaines qui sont :

» Un domaine d’adénylation (A).

Responsable de la reconnaissance spécifique et 1’activation des monomeres sous forme
d’aminoacyl adenylat, aprés hydrolyse d’une molécule d’ATP est en présence des ions de Mg**
(figure 12). La composition de peptides en monomeres ainsi que 1’ordre de ces derniéres dans la
chaine de peptides non ribosomiques est déterminé par la spécificité des domaines d’adénylation

vis-a-vis des monomeres le long de la chaine d’assemblage d’NRPS (Wang et al, 2010).

Module 1 Module 2
1 |
ATP PPi ATP PP
AL ¥ S /S
‘ T AT C
"u"mMP ] H:N  OAMP
WHz SH SH

Figure 12 : Réaction d’activation de deux monomeres sélectionnés par les deux domaines A en

aminoacyl-O-AMP (Bachmann et Ravel, 2009).

» Un domaine de thiolation (T).

Appelé aussi domaine PCP pour « Peptidyl Carrier Protein », joue le méme réle que les
domaines d’ACP de PKS, et ils sont responsables du déplacement de la chaine peptidique en
¢longation le long des modules de NRPS. Ce domaine fixe de maniére covalente le peptide en
¢longation par I’intermédiaire d’une liaison thioester, sous forme d’aminoacyl-thioester (figure 13)

(Kittila et al, 2017).
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Figure 13 : Formation d’une liaison aminoacyl-thioesters fixée aux domaines T (Bachmann et

Ravel, 2009).

» Un domaine de condensation (C).

Ce domaine est responsable de la formation des liaisons peptidiques entre deux monomeres
adjacents portés chacun par un domaine de thiolation (Stachelhaus et al., 1998). Comme le cas des
ribosomes, le domaine C, est formé par deux sites de liaison du substrat (Figure 12), un site
accepteur (a) et un autre site donneur (d). L’acide aminé du site accepteur (a) se fixe sur le domaine
T du module correspondant. Cet aminoacyl-thioester acceptera un peptide en croissance a partir du
site donneur (d) du module précédent, ainsi une liaison peptide est formée par ’attaque nucléophile
de I’acide amine du module correspondant et le peptide du module précédent. Le site accepteur a
plus d’affinités pour 1’acide aminé activé que le site donneur, c’est ainsi que la direction de la

chaine peptidique en croissance est maintenue (figure 14) (Mootz et al, 2002).

Module 1 Module 2

Figure 14 : Formation de la liaison peptidique entre deux substrats aminoacyl-thioester par le

domaine C (Bachmann et Ravel, 2009).
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» Le domaine thioestérase (Te).

En plus de ces trois domaines obligatoires, un domaine thioestérase (Te) est généralement situé
dans le module de terminaison de la synthétase. Ce domaine est impliqué dans la libération du
peptide néoformé, qui, selon la structure de peptide, le domaine TE va, soit catalyser ’hydrolyse de
la liaison thioester qui liait le peptide au domaine T du module de terminaison pour former un
peptide lin€aire, soit catalyser la cyclisation de la chaine peptidique néoformée pour former un

peptide cyclique ou partiellement cyclique (figure 15) (Sieber et Marahiel, 2003).

Figure 15 : Réaction d’hydrolyse et de cyclisation de la chaine peptidique catalysée par le domaine
thioesterase lors de I’assemblage de la surfactine (Sieber et Marahiel, 2003).

En plus de ces domaines principaux, d’autres domaines auxiliaires impliqués dans la
modification structurelle du peptide non ribosomique, peuvent étre rencontrés dans le NRPS, tel que
le domaine d’épimérisation (E), de cyclisation (Cy), de methylation (Mt), de formylation (F),
d’oxydation (Ox) et de réduction (R) (Miller et al, 2016).

4.2.2 Mécanisme de la biosynthése des peptides non ribosomiques.

Selon la souche, trois mécanismes de biosynthése peuvent étre rencontrés

» La biosynthése linéaire.

Dans ce cas les monoméres activés sont assemblés selon 1’ordre des modules. Le nombre des
monomeres formant le peptide est 1’équivalent du nombre des modules. L’exemple le plus simple

est celle de tripeptide ACV, précurseur de la biosynthése de la pénicilline (figure 16).
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Figure 16 : Biosynthese linéaire d’ACV (Mootz et al, 2002).
» La biosynthése itérative.

Dans ce cas, chaque module de NRPS peut étre utilisé plusieurs fois, ce qui conduit a
I’apparition des peptides non ribosomiques avec des motifs répétés. C’est le cas de 1’entérobactine,
un sidérophore produit par des bactéries a Gram négatif telles qu’Escherichia coli (figure 17)

(Gehring et al, 1998).

module 1 module 2 -
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Figure 17 : Biosynthese itérative de I’entérobactine (Mootz et al, 2002).
» La biosynthése non linéaire.

A la différence de la biosynthése linéaire, cette biosynthése est caractérisée par une organisation
des modules différents par rapport a I’apparition des monomeres dans les peptides. Par exemple, la
vibriobactin, un sidérophore formé par trois monomeres (un acide 2,3 dihydroxybenzoique, une
thréonine et une norspermidine), Il n'y a pas de corrélation entre I'organisation des modules et des

domaines et la structure vibriobactin (figure 18) (Mootz et al, 2002).
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Figure 18 : La biosynthése non linéaire de vibriobactin (Mootz et al, 2002).
4.2.3 Activité biologique des peptides non ribosomique.

Les molécules qui appartiennent a cette classe, représentent une famille trés diverse de
produits naturels doués de diverses propriétés biologiques, dont des antibiotiques ; par exemple la
pénicilline et la céphalosporine, qui sont les deux antibiotiques avec un spectre large d’activité
antibactérienne. Certains peptides non ribosomiques sont des immunomodulateurs, comme la
cyclosporine qui est utilisée pour réduire les risques de rejet apres une greffe d’organe (Cataland et
al, 2017) (figure 19), d’autres sont des sidérophores qui sont sécrétés par certaines bactéries afin de
capter le fer dans le milieu, en cas de carence en fer, par exemple I’espeéce Pseudomonas
fluorescens, est caractérisés par la production d’un sidérophore appelé¢ pyoverdine (Kang et al,

2018) (figure 19).
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Figure 19 : structure des deux peptides non ribosomiques, pyoverdine et cyclosporine (Cataland et

al, 2017; Kang et al, 2018).

4.3 La classe des molécules hybrides PKS-NRPS.

La biosyntheése de cette classe de molécules implique, chez les bactéries, des enzymes

organisés en modules hybrides. En effet certains de ces modules contiennent des domaines de
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I’enzyme PKS et d’autres modules contiennent des domaines de 1’enzyme NRPS (figure 20), les

résultats, sont des molécules hybrides, qui contiennent des parties polycétidiques et d’autres parties

peptidiques (Fisch, 2013).

module | de la PRES

Figure 20 : Exemple d’une NRPS-PKS modulaire bactérienne (Fisch, 2013).

Cette classe de molécule regroupe plusieurs métabolites secondaires avec différentes
activités biologiques. En effet, les épothilones A et B (figure 21), sécrétés par ’espece de
mycobactérie Sorangium cellulosum, sont des molécules ayant une activité anticancéreuse trés
puissante (Gao et al, 2018). La chaétoglobosine A est une molécule antifongique ayant une activité

anticancéreuse in vitro (figure 21) (Jiang et al, 2017).

O OH O };"H
Epothilones A (R = H) and B (R = CH3) W
Chaetoglobosin A

Figure 21 : Structure de deux molécules hybride NRPS-PKS, la chaétoglobosine A et les
¢épothilones A et B (Gao et al, 2018 Jiang et al, 2017).
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L. Isolements, purifications et conservations des souches d’actinomycetes.

En général, afin que la procédure d’isolement conduise a I’obtention de nouvelles souches
d’actinomycetes a partir des échantillons prélevés, nous avons suivi la méthode suivante (Jiang et

al, 2016):

» Prélévement des échantillons a partir des environnements négligés et non exploités.

» L’enrichissement des échantillons prélevés : le défi pour I’obtention de nouvelles souches
d’actinomycetes passe par le freinage ou I’élimination de la croissance des microorganismes
indésirables. Le prétraitement des échantillons a pour but d’écarter au maximum les
microorganismes a croissance rapide, a savoir, les champignons et les bactéries ainsi que les
Streptomyces, qui peuvent inhiber la croissance des actinomycétes rares qui ont une
croissance lente.

» L’utilisation des milieux de culture sélective, auquel on ajoute des antibiotiques et des
antifongiques.

1. Prélévement des échantillons.

Les prélévements ont été effectués a partir de deux types d’environnement, selon la méthode

décrite par Pochon et Tardieux, 1962 :

» Sebkha : les échantillons du sol ont été prélevés a partir de différentes sebkhas localisées dans
cinq régions différentes : Kenadsa (Bechar) ; Bougtob (El-Bayadh) ; Tadjrouna (Laghouat) ;
Hassi bahbah (Djelfa) ; Ain ouarka (Naama).
» Sol de palmier : Les échantillons du sol ont été prélevés autour des palmiers de la région
d’Ain Salah.
La localisation géographique des sites de prélévements est indiquée dans la Figure 22.
Ces deux environnements ont été choisis pour deux raisons : (i) Ils sont peu exploités en matiere de la
biodiversité des actinomycetes, (ii) Ils se caractérisent par un climat saharien chaud, avec une

température basse la nuit et élevée le jour.
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Figure 22 : Localisation des sites de prelevement des échantillons (d-maps.com).
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2. L’enrichissement des échantillons du sol prélevés.
Deux techniques ont été appliquées
» Le séchage des échantillons du sol.

Les échantillons du sol sont séchés a la température ambiante pendant sept jours, afin de réduire

la flore bactérienne végétative dans les échantillons prélevés (Messaoudi et al, 2015).

Aprés séchage, les échantillons sont divisés, en deux parties. Une partie est enrichie par la
méthode de réhydratation —centrifugation, alors que la deuxiéme partie est ensemencée, apres

préparation des dilutions, directement sur le milieu de culture sans enrichissement.

> Enrichissement des échantillons du sol par la méthode de réhydratation -
centrifugation.

Cette technique de prétraitement a pour but d’obtenir des actinomyceétes qui libérent des spores

mobiles (Actinoplanes, Planomonospora, Spirillospora, ....etc).

50 ml du tampon phosphate (10 mM) stérile contenant 10 % d’extrait de sol est placé dans un
Erlenmeyer (60 mm de longueur et 46 mm de diametre), sur lequel on a ajouté 0.5 g du sol sec, le
tout est incubés a 30 °C pendant 90 minutes. En effet, cette étape a pour but de libérer les zoospores
des actinomycetes. Ensuite, 8 ml de cette solution est transféré vers un tube conique (16.5 x 105
mm) qui sera centrifugé a 1.500 X g pendant 20 minutes dans une centrifugeuse avec un rotor a
godets oscillants. Apres, les tubes sont placés sur la paillasse pendant 30 minutes a la température
ambiante. Une série de dilutions est préparé a partir de chaque tube ; les dilutions sont ensuite

ensemencées sur différents milieux sélectifs (Hayakawa et al, 2000).
3. Ensemencement et incubation.

Un volume de 0.1 ml de chaque dilution est ensemencé a la surface de trois milieux de cultures
différents, additionnés a 50 mg/1 de cycloheximide pour empécher la croissance des champignons :

e Le milieu caséine amidon agar.

e Le milieu chitine vitamine B.

e Le milieu acide humique vitamine B.
La composition des milieux de cultures est donnée en annexe 1.

Les boites sont incubées a la température de 30 °C, et elles sont vérifiées régulierement pendant

90 jours.
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4. Purification et conservation des souches d’actinomycétes.

Les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques et microscopiques, sont

purifiées pour obtenir des cultures pures.

Les isolats obtenus sont ensuite conservés pour étre utilisés dans des tests ultérieurs. Pour cela

des cubes de 1 cm? des isolats d’actinomycétes sont coupés, a partir du milieu gélosé, puis placés

dans des tubes Eppendorf bien scellés contenant 50% glycérol. Les tubes sont ensuite conservés a -

70°C.

5. Observation et sélection des souches d’actinomycetes.

Afin d’éviter I’identification moléculaire de tous les isolats d’actinomyceétes, et se focalisant

uniquement sur les actinomycetes rares, les souches isolées et purifiées, subissent une pré-sélection

sur la base de leurs :

Aspect macroscopique : I’aspect des colonies et la couleur du mycélium aérien,
peuvent orienter, dans certains cas, sur un groupe d’actinomycéte. En effet,
généralement les colonies de Streptomyces apparaissent apres quelques jours
d’incubation (3 a 7 jours) et forment un mycélium aérien poudreux et coloré. Un autre
indice important est I’existence ou non de mycélium aérien. Par exemple la famille de
Micromonosporaceae regroupe des genres importants et rares qui ont un caractére en
commun qui est I’absence de mycélium aérien, par contre les especes de genre
Streptomyces ont tous un mycélium aérien bien développé (Li et al, 2016).

Aspect microscopique : 1’observation des souches au microscope optique permet de
reconnaitre certains genres qui ont un aspect microscopique caractéristique, et de les
différencier du genre Streptomyces. En effet, ’existence des sporanges au niveau du
mycélium aérien caractérise plusieurs genres rares d’actinomycetes comme par exemple
Streptosporangium, Spirillospora. L’existence des sporanges cylindriques qui libérent
des spores mobiles (zoospores) au niveau du mycélium aérien caractérise le genre
Planomonospora, tandis que la formation des sporanges dans le mycélium de substrat
avec la libération des zoospores caractérise le genre Actinoplans, alors que les spores
uniques, en double ou groupés en quatre caractérisent respectivement les genres,

Micromosnospora, Microbispora ainsi que Microtetraspora (Li et al, 2016).
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L. Identification moléculaire et analyses phylogénétiques des souches d’actinomycetes
sélectionnées.

1. Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN est effectuée par un kit d’extraction commercialisé : Invisorb Spin Plant

Mini Kit.
En principe, on distingue deux étapes pour l'extraction de 'ADN
- Destruction des cellules végétatives.

Afin de perturber les cellules végétatives pour rendre 1’extraction d’ADN facile, un volume de 1
ml est prélevé a partir d’une culture jeune liquide de 3 a 5 jours. En effet, au-dela du cinquiéme jour
les spores commencent de se former, ce qui rend 1’opération d’extraction de plus en plus difficile
voir impossible. Ce volume est placé dans un tube Eppendorf de 1.5ml. La culture est ensuite
centrifugée pendant une minute a 14000 tr/min, apres, le surnageant est jeté, puis 400ul de tampon
de la solution de lyse ‘P’ sont ajoutés a la biomasse, aprés homogénéisation, le tout est incubés

pendant 5 minutes a 100C° pour détruire les cellules végétatives.
- Purification d’ADN a partir des cellules végétatives perturbées.

La purification de I’ADN a partir des cellules détruites est réalisée en suivant le protocole ci-

apres (figure 23), fourni avec le Kit : Invisorb Spin Plant Mini Kit.
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e Ajouter 20 pl de protéinase K * aux tubes de lyses (qui
contiennent la biomasse détruite). Incuber le mélange

pendant 30 minutes a 65 ° C dans un thermo-mixer.

e Insérer le ‘PreFilter’ dans un tube de 2 ml et transférer la

solution de lyse dans le PreFilter.

e Centrifuger pendant 1 min a 12 000 rpm.
e Ecarter le PreFilter et garder le filtrat.

e Ajouter 200 pl de tampon d’attachement (qui permet
I’attachement d’ADN sur le filtre) au filtrat et
vortexer le tout.

e Le mélange (filtrat plus tampon d’attachement) sont
transférez dans un SpinFilter qui est placé dans un
nouveau tube.

e Le tout est incubé pendant une minute puis
centrifugé pendant une minute a 12000 rpm

e [’AND, attaché sur le SpinFilter, est rincé deux fois
’i"' par 550 ul de la solution de ringage I et II.
‘f—ﬁ"' e Ajouter 30 pl de tampon d'élution D préchauffé puis

incuber pendant 3 min.

e (Centrifuger pendant une minute

e Ecarter le SpinFilter est incubé les tubes a 4°C.

genomic DNA

Figure 23: Protocole de purification de I’ADN par I’utilisation du kit Invisorb Spin Plant Mini Kit.
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2. Amplification de I’ADNr16s par PCR.

Deux amorces sont utilisées pour amplifier la région d’ADNr16s, le forward primer F27 (AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG) et le revers primer R1525 (AAG GAG GTG WTC CAR CC), la
réaction de PCR est réalisée dans un tube de 200 pL, chaque tube contenant un volume réactionnel

de 49 ul, composé de (Lane, 1991) :

e 25 uL de JumpStart Taq ReadyMix (1.25 units Taqg DNA polymerase, 10 mM Tris-HCI, 50
mM KCI, 3.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, stabilisant) : c’est un mélange, préparer par
Sigma Aldrich, prét a 1'emploi, il contient I’enzyme nécessaire pour I’amplification de la
région d’ADNrl6s (Taq polymerase), les différents désoxynucléotide triphosphate (ANTP),
le magnésium qui est un cofacteur pour I’activité¢ de I’enzyme Taq polymerase, ainsi que le
tampon réactionnel nécessaire pour garder le pH stable durant la réaction.

e 22 ul PCR water : ¢’est une eau distillée qui ne contient pas d’acide nucléique.

e 1 uL de forward primer F27

e 1 uL de revers primer R1525

Apres la distribution de 49 pl du mélange réactionnel dans des tubes de 200 pl, 1 pul d’ADN des
souches a identifier sont ajoutés, séparément, dans chaque tube. Un tube est utilisé comme controle

négatif. Les tubes sont, ensuite, placés dans un thermocycleur, réglés au programme suivant :

o Ix 95°C 5 min Denaturation initial
o 34x 94°C 0,5 min Denaturation
52°C 0,5 min Hybridation
72°C 2 min Elongation
o 1X 72°C 10 min Elongation final
10°C - Refroidissement

A la fin de ’amplification, les produits de la PCR sont analysés par ¢lectrophorése sous voltage
de 70 V, pendant 45 minutes sur gel d'agarose a 0,8% en tampon TAE 1X (Tris Acétate-EDTA). Le
bromure d’éthydium (BET) est utilis¢é comme colorant fluorescent pour voir les bandes d’ADN, et
en présence d’un marqueur de taille de | Kb (Promega). Aprés migration, le gel est examiné sous la
lumiére ultraviolette (UV) pour repérer les bandes amplifiées (bandes d’ADNr16S ~ 1500 paires de

bases).
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3. Séquencage de ’ADNr 16S.

Le séquencage de ’ADNr 16S des souches d’actinomycétes isolées a été effectué par le service
de séquencage en HZI (Braunschweig, Germany). Deux amorces sont utilisées, 1’'une est une

amorce sens (F27) et I’autre est une amorce anti-sens (R518).

Les électrophérogrammes sont visualisés par le logiciel BioEdit, afin de vérifier la qualité des
séquences obtenues. En effet, les s€équences de bonnes qualités doivent avoir les caractéristiques
suivantes :

e Pas des pics superposés,

e Une bonne séparation des pics, les uns des autres,

e Un bruit de fond faible.

Apres avoir vérifié la qualité des électrophérogrammes, les deux séquences sont assemblées
pour obtenir un consensus d’une seule séquence, qui sera comparé avec celles des especes de
référence disponible dans les banques génomiques de données “NCBI Blast” et EZ-TAXON,

disponible respectivement sur internet : http://blast.ncbi.nlm.nih.gov et http://www.ezbiocloud.net/ .

Cette comparaison permettra d’évaluer les pourcentages de similarité entre les séquences des

especes de souches de références disponibles dans Genbank et les souches d’actinomycétes isolées.

A noter que les deux amorces (F27 et R518) nous permettent d’obtenir que la séquence partielle
de I’ADNrl6s (environ 700 a 900 pb), mais si le pourcentage de similarité entre 1’isolat
d’actinomycete et I’espéce de référence est faible, un séquencage complet de I’ADNr 16S sera

demandé, et trois amorces supplémentaires sont nécessaires (R1100, F1100 et R1525).
4. Analyses phylogénétiques.

Une fois les séquences des isolats d’actinomyceétes sont identifiées, elles sont utilisées pour
effectuer une analyse phylogénétique. En effet, cette analyse a pour but de déterminer la relation de
parenté qui existe entre les différents isolats d’actinomyceétes et les souches de références les plus
proches. En d’autres termes, recherchés, qui se rapproche de qui.

Pour procéder a une telle analyse plusieurs étapes sont suivies :

e Les séquences des souches de références sont tout d’abord téléchargées a partir des banques

de genes, Ez-taxon et NCBI blast.

e Afin d’obtenir un arbre phylogénétique enraciné, une séquence tres éloignée par rapport aux

séquences ¢tudiées (out groupe), est ajouté aux séquences traitées.
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e Un alignement est effectué¢ par le programme « Clustal W ». Le but de I’alignement des
séquences est de trouver les régions similaires entre eux, ou les régions conservées
(homologues). Les divergences entre les séquences sont interprétées comme résultant des
mutations (insertion, délétion et substitution).

» Calcul des arbres phylogénétiques par le programme MEGA 6 :

Les analyses phylogénétiques sont effectuées par la méthode de calcul des matrices des
distances d’évolution de Jukes et Cantor (1969), en utilisant I’algorithme de "Neighbor-Joining"
(Saitou et Nei, 1987). La valaidation statistique des liens phylogenetiques établis est réalisée par le
test du Bootstrap (Felsenstein, 1981).

5. Hybridation ADN-ADN.

Cette étape a été réalisée a Justus-Liebig-Universitdt, Institut fiir Angewandte Mikrobiologie,
Giessen (Allemagne), par 'utilisation de la méthode de Ziemke et al, 1998. Elle a été effectuée
que pour la souche CG3, qui donne un pourcentage de similarité faible, aprés une comparaison de
leur ADNr 16S avec les especes de références les plus proches.

Le principe d’hybridation est de comparer ’ADN génomique de deux souches bactériennes,
I’une est une espece de référence connue et I’autre est une souche bactérienne isolée.

Cette analyse est demandée dans le cas ou les deux souches bactériennes partageant un
pourcentage de similarité supérieur a la limite de (98.65%), fixée par Kim et al. (2014), pour
différencier deux souches bactériennes proches. En effet, si le pourcentage de renaturation (apres
hybridation) mesuré entre les deux ADN est inférieur a 70 % cela veut dire que les deux souches
appartiennent a deux especes bactériennes différentes (Wayne et al 1987).

III. Etude taxonomique des nouveaux isolats d’actinomycétes.

Cette étude taxonomique ne concerne que les isolats d’actinobactéries rares, et qui sont avérés
étre des nouveaux taxons.

1. Etude morphologique.

Elle consiste a étudier les caractéres culturaux ainsi que I’aspect microscopique des isolats
sélectionnés.

1.1. Caracteres culturaux.

Les caractéres culturaux (couleur de mycélium aérien et de substrat, production des
pigments diffusibles, production des pigments melanoide, croissance sur les différents milieux de
culture) sont déterminés apres 21 jours d’incubation a 30 C° ou 37 C° (selon la souche), sur les
milieux de cultures préconisées par Shirling et Gottlieb (1966) et décrit dans *‘International
Streptomyces Project’” (ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6 et ISP7). La composition des milieux est

donnée en annexe 1.
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La description des colonies est effectué¢e selon le tableau 1 suivant :
Tableau 1: les critéres utilisés pour la description macromorphologique des colonies

d’actinomycetes (Sohngen et al, 2016).

Caractere Description du caractére

Croissance I1 faut différencier entre : une bonne croissance ; une croissance
clairsemée et pas de croissance.

Couleur de mycélium de Souvent influencée par les pigments solubles, cette couleur est
déterminée a 1’aide de la charte RAL-code (Edition de 1990 —
Reichsausschul fiir Lieferbedingungen— Deutsches Institut fiir
Giitesicherung und Kennzeichnung e.V.).

substrat

Couleur de mycélium S’il est formé, il faut différencier entre, une bonne formation et une
formation clairsemée. Dans le cas ou la formation de mycélium
aérien est abondante, la couleur est déterminée par RAL-code

d’aérien

Pigments solubles La formation des pigments solubles est détectée, apres la période
d’incubation, par le changement de la couleur du milieu de culture.

La formation des pigments mélanoide est identifiée sur quatre différents milieux de
cultures :

ISP6, ISP7, le milieu de Suter (1978) avec et sans tyrosine. La formation des pigments
melanoide est controlée apres 7, 14 et 21 jours d’incubation a la température de 37 °C.

1.2. Etude micro-morphologique.

Afin de vérifier si le mycélium de substrat des isolats d’actinomycetes sélectionnés est stable
ou non, 2 ul d’une culture vieille (10 a 14 jours), réalisé sur le milieu liquide, est étalé sur une lame
stérile puis couverte par une lamelle, qui sera ensuite observée sous microscope optique sous
différents grossissements : 40 et 100.

En plus de la microscopie optique, une observation par microscopie eléctronique est réalisée
pour les souches sélectionnées. En effet, apres incubation dans le milieu appropri¢ pendant deux a
trois semaines, des cubes de 1 cm® des souches sélectonnées, ont été coupés puis placés dans des
tubes contenant 2 ml de glutaraldehyde a 5%. Les tubes sont ensuite étiquetés puis envoyés au
laboratoire de « Central Facility for Microscopy, HZI, Braunschweig Allemagne).

2. Etude physiologique et biochimiques.
Cette étude inclut :

2.1. Résistance aux différentes concentrations de NaCl.

Le milieu ISP2 solide (pH=7) est prépar¢ avec différentes concentrations d’ NaCl (0, 2.5, 5,
7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20) %, w/v, les boites sont incubées a 37°C. Apres 14 jours, I’intervalle de
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tolérance ainsi que la concentration optimale de croissance en NaCl sont notés pour chaque souche
d’actinomycetes sélectionnée.

2.2. Tolérance aux différents pH.

Ce paramétre physiologique est testé dans le milieu ISP2 +3 % NacCl liquide, uniquement
pour la souche CG3, le milieu de culture est préparé dans des tubes aux différents pH (2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9 et 10, 12, 14). Apres 14 jours d’incubation a 37 C°, I’intervalle de croissance ainsi que le pH
optimal de croissance sont notés, a I’ceil nu.

2.3. Croissance aux différentes températures.

Ce test est effectué uniquement pour la souche CG3. Les boites de milieu (ISP2+3% NaCl),
ensemencées par la souche CG3, sont incubées aux différentes températures : 20 ; 30 ; 35 ;40 ;45 ;
50 et 55 °C. Apres 14 jours d’incubation, I’intervalle de croissance ainsi que la température
optimale de croissance sont notés.

2.4. Utilisation de différentes sources de carbone.

La possibilit¢ des souches d’actinomycetes sélectionnées d’utiliser dix sources de carbone
différentes (arabinose — mannitol- cellulose — raffinose — fructose — rhamnose — glucose —
saccharose - inositol — xylose) est testée sur le milieu ISP9 stérile. Le test a été réalisé sur des
plaques de 12 puits. La solution mére de chaque source de carbone est préparée a la concentration
de 10 %, puis stérilisée par filtration ; ensuite ajoutée séparément dans la plaque de 12 puits qui
contient le milieu ISP9 en surfusion. La concentration finale de chaque source de carbone doit €tre
1 % dans chacun des puits. Le premier puits, contient le glucose (contrdle positif) alors que le
dernier puits, contient 1’eau distillée stérile (controle négatif).

D’autres sources de carbone sont testés, afin d’effectuer une caractérisation compléete de la
souche CG3: maltose, ribose, saccharose, glycérol, acétate de sodium, amidon, galactose, mannose,

cellobiose, lactose, sorbitol et xylitol.

Les plaques sont ensuite incubées a la température appropriée pendant 14 jours. Les résultats
sont notés par comparaison de chaque puits avec le controle positif et négatif, selon quatre critéres
arbitraires :

e - :croissance moins par rapport au contréle négatif

e (+): croissance mieux que dans le contrdle négatif mais pas aussi bon que dans le contrdle

positif.

e +: croissance similaire au controle positif.

e ++: croissance mieux que dans le contrdle positif.
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2.5. Utilisation de différentes sources d’azote.

Ce test est réalisé, dans des plaques de 12 puits, uniquement pour la souche CG3. En effet,
la capacité de cette souche a utiliser 15 sources d’azote différentes (alanine — arginine — glycine —
histidine - adénine -acide glutamique - lysine - méthionine - phénylalanine - thréonine — valine —
arginine — cystéine — hydroxyproline - tryptophane) est testée sur le milieu de base avec la
composition suivante : D-glucose, 1.0% (w/v) ; MgS04, 7H20, 0.05%; NaCl, 0.05%; FeSOa4. 7TH20,
0.001 %; KoHPO4, 0.1 %; Bacto-agar, 1.2%; pH 7.4. Les sources d’azote sont ajoutées séparément
sur le milieu de base préalablement versé dans les puits de la plaque, de manicére a ce que la
concentration finale de chaque source d’azote soit de 1 %. Les plaques sont ensuite incubées a 37°C

pendant 14 jours (Williams et al 1983).

2.6. D’autres tests biochimiques.

D’autres tests biochimiques, comme nitrate réductases, uréase, liquéfaction de gélatine,
libération de H2S, la mise en évidence de différentes enzymes, sont évaluées dans des plaques Api :
Api Coryne, Api zym et API Campyl.

Afin d’ensemencer les plaques API, 1 ml d’une culture jeune de 3-5 jours des souches
d’actinomyceétes sélectionnés, sont versées dans un tube Falcon de 15 ml, qui contient 4 ml d’eau
distillée stérile, le tout est homogénéisé. L ensemencement des plaques API est réalisé en suivant le
protocole de producteur (biomerieux). Les plaques sont ensuite incubées a la température de 30 ou
37 °C (selon la souche) pendant 24 a 48 heures, sous une atmosphére humide pour éviter la
déshydratation.

3. Etude chimiotaxonomique des constituants cellulaires.

L’¢étude chimiotaxonomique a été effectuée uniquement pour 1’isolat CG3. En effet, cette étude
consiste a déterminer la nature de I’isomére de 1’acide diaminopimélique (DAP) (forme LL ou DL =
meso), la présence ou non de glycine, ainsi que la composition cellulaire en sucres, phospholipides,
acides gras et en ménaquinones.

3.1. Préparation de la biomasse.

La biomasse utilisée dans I’étude chimiotaxonomique de la souche CG3 a été préparé par
I’ensemencement de 1’isolat CG3 dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant le milieu (ISP2 + 3 %
NaCl), la culture a été ensuite incubée a 37°C pendant 3 jours. La biomasse a été¢ récupérée par
centrifugation puis déshydratée par lyophilisation.

3.2. Détermination de l'isomere de I'acide diaminopimélique et détection de la glycine.

La détermination de la nature de 1’isomére de DAP, ainsi que la détection de la présence ou

I’absence de glycine est réalisée selon la méthode de Hasegawa et al (1983).
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100 mg de la biomasse sec de I’isolat CG3 subit une hydrolyse acide a la température de

120 °C pendant 18 heures, par 1 ml d’une solution d’HCL 6N, dans un tube bien scellé.
L’hydrolysat obtenu est centrifugé a 14000 rpm pendant 10 minutes pour éliminer les débris
mycéliens. Le surnagent obtenu est évaporé a sec, puis lavé trois fois avec de 1’eau distillée jusqu’a
I’obtention de pH compris entre 5-7, enfin le résidu sec est repris dans 0.3 ml d’eau distillée.

10 pul de I’hydrolysat cellulaire sont déposés dans une plaque chromatographique de gel de silice
(silicagel 60, Merck). En parallele, 10uL des deux solutions témoins, ’'une a 0.2% de glycine et
I’autre a 0.01M de DAP, sont déposés sur la méme plaque.

La plaque CCM est développé pendant 18h dans le systétme de solvant composé de
méthanol-eau distillé- HCI 6N- pyridine (80 :26 :4 :10).

La révélation des taches est réalisée en pulvérisant une solution de ninhydrine a 0.2 % dans
I’acétone (poids/volume). Les plaques sont ensuite séchées a 100°C pendant cinq minutes. Les
taches de l'acide DAP sont de couleur verte pale alors que les autres acides aminés ont une couleur
pourpre. Dans ce systéme, la forme LL de I’acide DAP migre plus rapidement que la forme méso,
alors que les autres acides aminés migrent plus rapidement que les formes de DAP (Becker et al,
1964).

3.3. Analyse des sucres cellulaires.

L’analyse des constituants cellulaires en sucre a été effectuée selon les méthodes décrites par
Lechevalier et Lechevalier (1974) et Staneck et Roberts (1974).

100 mg de la biomasse lyophilisée de la souche CG3 a été hydrolysée, dans un tube scellé,
par 1 ml d’acide sulfurique a 1 N pendant 2 heures. Apres refroidissement, 1'hydrolysat a été
transféré dans un tube conique de centrifugation (15 ml), auquel I'hydroxyde de baryum saturé est
ajouté goutte a goutte jusqu’a 1I’obtention d’un pH compris entre 5.2 a 5.5 (déterminé par un papier
pH) le précipité former est éliminé par centrifugation. Le surnageant est séché par I’azote gazeux, et
le résidu formé est dissous dans 0.3ml d’eau distillés.

2 ul de I’extrait cellulaire ainsi préparé est déposé en bandes fines (environ 1 cm de largeur) sur une
plaque CCM de gel de silice (silicagel 60, Merck), qui est ensuite développé dans le systeme de

solvant : n-butanol- eau distillé pyridine- toluéne (10: 6: 6:1, v/v/v/v). Une solution aqueuse a 0,01
M, contenant le rhamnose, le ribose, le xylose, 1’arabinose, le glucose et le galactose, est utilisée
comme standard.

La plaque CCM est, ensuite, révélée par une solution aqueuse de phtalate d’aniline a 0,2%
(w/v) en chauffant celle-ci pendant 5 min a 100°C. Les taches sont de couleur rose pour les
pentoses et brune pour les hexoses. Les sucres apparaissent dans 1’ordre de migration suivant (de

haut en bas) (Lechevalier et Lechevalier, 1974); Staneck et Roberts, 1974) :
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Rhamnose (spot de couleur verte brune)
Ribose, xylose et arabinose (spot de couleur rose)

Glucose puis galactose (spot de couleur brune)

Cet ordre a pu étre déterminé en spotant les sucres séparément et en les mélangeant.

3.4. Analyse des phospholipides membranaires.

La méthode utilisée pour I’extraction et 1’analyse des phospholipides est celle de Minnikin et

al. (1979).

200 mg de la biomasse lyophilisées de la souche CG3 est agitée a la température ambiante
dans un tube bien scellé¢ avec 6.75 ml de la solution d’extraction composé de chloroforme-
méthanol-solution aqueuse saline a 0, 3% NaCl (50 : 100 :40).
Apres une nuit d’agitation, le mélange est centrifugé pendant 10 minutes a 10000 rpm pour
¢liminer les débris mycéliens.
Le surnageant obtenu est récupéré dans un nouveau tube contenant, 1.75 ml de chloroforme
plus 1.75 ml d’une solution saline de 0.3% NaCl.
Deux phases sont formées, la phase organique, qui existe en bas du tube, est collecté par
pipetage puis évaporé par 1’azote gazeux a 37°C jusqu’au séchage,
Le résidu sec ainsi obtenu est dissous dans 0,3 ml de mélange chloroforme-méthanol (2-1,
v/v).
L’analyse de ID’extrait se fait par CCM de gel de silice (silicagel 60, Merck).
bidimensionnelle, en utilisant deux systémes de solvants :

Systéme N° 1 : chloroforme-méthanol-eau (65 :25 :4 ; v/v/v).

Systéme N° 2 : chloroforme- acide acétique -méthanol-eau (80 : 18 : 12 : 5 ; v/v/v/v).

D’abord, I’extrait est spoté a 0.5 cm du bord inférieur et latéral des plaques CCM.

a)

05cm

05em

Ensuite, la plaque est développée par le systéme de solvant N°1 :

k)

)
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Apres, la plaque est retirée de la premiere cuve puis séchée a la température ambiante, elle

est ensuite tournée d’un angle de 90° puis placé dans une autre cuve qui contient le deuxi¢me

systéme de solvant (systéme N°2) :

c) r'\%

4)

Apres le deuxieme développement, la plaque est retirée de la cuve puis séchée. Cette
expérience est répétée cinq fois dans cing plaques de gel de silice differents.

Les plaques sont ensuites, révélées, séparément, par cinq révélateurs chimiques (tableau 2):

e La premicre plaque est révélée par 1’acide phosphomolybdique, qui permet la détection de
tous les lipides (apparition des taches bleues).

e La deuxieme plaque, est révélée par le molybdeéne bleu qui permet la détection de tous les
phospholipides (apparition des taches bleues).

Une comparaison entre ces deux plaques, permet de différencier entre les lipides et les

phospholipides.

e La troisiéme plaque, est révélée par ninhydrine, qui est un révélateur des phospholipides
azotes.

e La quatriéme plaque est révélée par I’anisaldéhyde, qui est un révélateur des glycolipides.
Une comparaison entre cette plaque avec la premiére ainsi que la deuxieme plaque, permet
de différencier entre les glycolipides et les glycophospholipides.

e La cinquiéme plaque est révélée par le réactif de Dragendorff, qui est un révélateur de la
phosphatidylcholine.

La préparation des cinq révélateurs utilisés est donnée en annexe 2.
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Tableau 2 : Couleurs de différents phospholipides apres révélation des plaques CCM par les

différents types de révélateurs chimiques.

Numéro de plaque Plaque 1 Plaque 2 Plaque 3 Plaque 4 Plaque 5
) Acide Molybdéne ) ) ] Réactif de
Les réactifs Ninhydrine Anisaldéhyde
phosphomolybdique bleu Dragendorff
5 minutes a
Chauffage 5 minutes a 160°C 5 minutes a 120°C
- 100°C -
Phosphatidylethanolamine Bleu Bleu Rose violet jaune-orange
OH-
) ) Bleu Bleu Rose violet -
phosphatidylethanolamine
Phosphatidylglycerol Bleu Bleu - violet -
Diphosphatidylglycerol Bleu Bleu - violet -
Phosphatidylcholine Bleu Bleu - violet jaune-orange
Phosphatidylinositol Bleu Bleu - violet -
Phosphatidylinositol .
) Bleu Bleu - Vert jaune -
mannoside

3.5. Identification des acides gras membranaires.

La composition de la membrane cytoplasmique en acide gras de la souche CG3 a été

effectuée selon la méthode de Sasser (1990) par le laboratoire de Microbiologie de la «German

Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ), Braunschweig, Allemagne ».

Tous les tubes en verre et les pipettes utilisés durant I’expérience doivent étre lavés plusieurs fois

par le dichlorométhane pour éliminer les traces d’acide gras.

Cing solutions sont utilisées pour I’extraction des acides gras :
Solution d’hydroxyde de sodium et le méthanol (MeOH : NaOH 15%; 1 : 1; v : v).
Solution d’acide chlorhydrique et le methanol (MeOH : HCI 37%; 10:2; v : v)

Solution N1 :
Solution N2 :
Solution N3 :
Solution N4 :
Solution N5 :

Solution de hexane/tert-butyl methyl ether (1:1; v : v)

Solution de d’hydroxyde de sodium a 0.5 M

Solution saturée de chlorure de sodium.

L’extraction et I’analyse des acides gras sont réalisées en cinq étapes :

- Saponification.

1 ml de la solution N° 1 est ajouté a un tube en verre de 4 ml hermétiquement scellés contenant

40 mg de la biomasse lyophilisée de la souche CG3. Le tube est briecvement vortexé puis chauffé

pendant 1h a 100°C dans un thermoblock.
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- Méthylation.

La méthylation consiste a ajouter des groupements méthyle aux acides gras afin d’augmenter
leurs volatilités. Pour cela, aprés avoir refroidi le tube de 4 ml contenant 1'échantillon a la
température ambiante, 2 ml de la solution N°2 est ajouté au tube, qui est ensuite placé une autre
fois au thermoblock réglé a la température de 80 °C pendant 10 minutes. Apres, les échantillons
sont rapidement refroidis dans un bain de glace.

- Extraction.

Iml de la solution N°3 (solution d’extraction) est ajouté au tube de méthylation, le mélange est
vortexé pendant 30 secondes. Deux phases sont formées, la phase organique (phase supérieure) est
récupérée par pipetage, puis placée dans un nouveau tube, cette opération est répétée deux a trois
fois pour I’extraction de tous les acides gras présents dans 1’échantillon.

- Lavage.

Afin de purifier les acides gras et ¢liminés les débris, 2.5 ml de la solution N°4 est ajouté au
tube contenant la solution d’extraction. Le tube est vortexé pendant 30 secondes, si les phases ne
sont pas séparées, la solution N°5 est ajoutée en goutte a goutte jusqu’a la séparation des phases.
Les deux tiers (2/3) de la phase supérieure sont récupérés, par pipetage, dans un tube, puis analysé
par CPG (chromatographie phase gazeuse).

- Analyse des échantillons.

L’analyse de I’échantillon se fait par chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur
a ionisation de flamme (GC-FID), I’appareil est de type (Agilent 6890), muni d’une colonne Ultra 2
(A25 m x 0.2 mm) et une colonne capillaire en silice (phényl méthyl silicone). La température du
four progressant de 170 °C jusqu’a 270 °C a raison de 5 °C/min. La détection se fait par ionisation
de flamme.

La composition en acides gras cellulaires a été déterminée, en utilisant le systéme Sherlock
version 6.1 (méthode TSBA40, base de données TSBAOG).

3.6 Analyse des menaquinones.

L’analyse de la composition en menaquinones de la souche CG3 a été réalisée au laboratoire
de microbiologie de la “German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ)”,
Braunschweig, Allemagne.

Les ménaquinones sont des lipides constitués d’un noyau naphtoquinones pourvues d'une
chaine latérale de ‘n’ unités isopréniques, not¢ MK-n.

Les quinones respiratoires sont extraites de la biomasse lyophilisée en utilisant le protocole de
Minnikin et al. (1984). Apres extraction, la séparation des quinones est réalis€ par

chromatographie sur couche mince préparative (plaques de 20 x 20 cm, gel de silice GF 254 nm
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type 60, épaisseur de la couche de gel, 0,5 mm), en utilisant le systéme de solvant, éther de pétrole-
diéthyl éther (85:15 v/v). Aprés séchage des plaques, les bandes qui correspondent aux quinones
sont visualisées par une lampe UV de la longueur d’onde de 254 nm. Ces bandes, apparaissent de
couleur bleue sombre sur un fond vert, sont répérés par un crayon, puis elles sont grattées et repris
dans le diéthyléther. Aprés séchages, les échantillons sont dissous dans 100 pl d’isopropanol et
filtré, puis transféré dans un tube pour étre analysés sur le systtme UHPLC-ESI-Qtof-MS (Ultra-
High Performance Liquid Chromatography Coupled with Electrospray Ionization-Qadrupole-Time
of Flight-Mass Spectrometry) (Romano et al, 2006).

IV.  Activité antimicrobienne et étude des molécules bioactives sécrétées par les souches

d’actinomycétes sélectionnées.

1. Préparation de I’extrait brut.

Les souches d’actinomycetes sélectionnées sont mises en culture dans des Erlenmeyers
contenant le milieu 5294 (liquide) (voir annexe 1). Les Erlenmeyer sont incubés a 30 °C ou a 37 °C
(selon la souche) en agitation (160 rpm) pendant 10 jours, la contamination des cultures est vérifié

par microscopie optique. Pour préparer 1’extrait brut, on doit suivre la procédure ci-apres :

e 20 ml de la culture liquide, agée de 10 jours, des souches sélectionnées sont versées dans
des tubes falcons contenant 20 ml d’éthyle acétate.

e Le tout est agité¢ pendant 30 minutes.

e La phase organique est séparée par rapport au milieu liquide par centrifugation pendant 10
minutes a la vitesse de 9000 rpm.

e La phase organique (le surnageant) est transférée, par pipetage, dans un ballon a fond rond,
puis séchée dans un évaporateur rotatif a 40°C.

¢ Finalement, I’extrait sec est récupéré dans 1ml de méthanol.

2. Activité antimicrobienne.

2.1 Les souches tests utilisées.

Les propriétés antagonistes des isolats d’actinomycétes sélectionnés, ont été déterminées contre

des microorganismes tests qui sont :

Les bactéries a Gram positifs : Bacillus subtilis DSM10, Micrococcus luteus DSM 1790,

Mycobacterium smegmatis, Staphylococcus aureus Newman

Les bactéries a Gram négatifs : Chromobacter violaceum DSM 30191, E. coli DSM1 116, E.
coli TolC, ATCC 700084, Pseudomonas aeruginosa PA14.
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Les champignons : Mucor hiemalis DSM2656, Pichia anomala DSM6766, Candida albicans
DSM 1665.

2.2 Détermination de ’activité antimicrobienne par la technique de dilution sur des

microplaques de 96 puits.

L’expérience est réalisée dans des plaques de 96 puits, en utilisant une seule plaque pour chaque

microorganisme test (Mulwa et al ; 2018).

Des cultures jeunes de 18 heures, sont préparées aprés ensemencement des bactéries dans le
bouillon de Muller Hinton, et les champignons dans le bouillon de Sabouraud. Aprés incubation, la
densité optique de chaque suspension de microorganisme est ajustée entre 0.08 et 0.1, a I’aide d’un

spectrophotométre réglé a la longueur d’onde de 600 nm.

150 pl d’une suspension qui correspond a un microorganisme test, est transférés dans les puits
de la premicre colonne (de Al jusqu’a HI) d’une microplaque de 96 puits. Apres, 130 pl
supplémentaires de la méme suspension sont ajoutés dans le puits Al. Ensuite, 20 pl d’un extrait
brute méthanoliques, préparés a partir d’un isolat d’actinomycete, est ajouté dans le premier puits
Al. Aprées avoir bien mélangé le contenu du puits Al (le volume total est égal a 300 pl), 150 ul du
mélange est transférés dans le puits B1, cette opération est répété jusqu’au le dernier puits (H1). De
cette maniere, 1’extrait organique brut sera dilué a raison de 2, apreés chaque transfert d’un puits
vers un autre. Les puits de la derniére colonne (de A12 jusqu’a H12) sont utilisés comme controle

négatif, en utilisant le méthanol.

Les plaques sont incubées pendant 2 jours a 30 °C ou a 37 °C, selon le microorganisme testé
(Rupcic et al, 2018). A noter que dans la méme plaque de 96 puits, on peut tester au méme temps,

plusieurs extraits organiques sur le méme microorganisme.

3. Fractionnement des extraits bruts et localisation des molécules bioactives.

Le fractionnement et I’analyse des extraits bruts des souches d’actinomycétes sélectionnées,
sont réalisés par HPLC analytique muni d’un collecteur de fraction (Agilent 1100). Le but de cette
analyse est de localiser la ou les molécules responsables de ’activité¢ dans 1’extrait brut. De ce fait
on utilise une colonne phase inverse (RP-HPLC), qui, a la différence des colonnes phases normales,
se caractérise par une phase stationnaire apolaire, la phase mobile dans ce cas est polaire. Ces

colonnes sont surtout utilisées pour la séparation des molécules polaires et moyennement apolaire.
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Les extraits bruts des isolats d’actinomycétes sélectionnés, qui montrent une activité
antimicrobienne remarquable, subissant un fractionnement, sur une microplaque de 96 puits, par

une HPLC analytique, sous les conditions suivantes :

- Une colonne phase inverse du type NUCLEODUR C18 ec - MACHEREY-NAGEL

- Un systéme de solvant constitué de deux solvants de polarité différente : solvant A (5%
Acetonitrile/ 95% Eau/ 40 ml HCOOH/5Mm) et le solvant B (95% Acetonitrile/5% Eau/ 40
ml HCOOH/5Mm ).

- Le gradient utilisé commence par 10% du solvant B jusqu’a 100 % du solvant B pendant 30
minutes, apres, une étape de ringage de la colonne par le solvant B (100%) pendant 10

minutes, avant de retourner aux conditions initiales (10%) pendant 30 secondes.

Généralement 10 pl d’un extrait brut, préparé a partir d’un isolat d’actinomycétes, sont
injectés. Chaque 30 secondes, une fraction est collectée sur un puits différent de la microplaque
de 96 puits, jusqu’aux 40 minutes (temps total de fractionnement). A la fin du fractionnement,
le solvant est €liminé par 1’azote gazeux. Sur les plaques séches, 150 pL d’une suspension d’un
microorganisme sensible (DO: 0.08 a 0.1), sont ajoutés. Les plaques sont ensuite incubées
pendant 24h a 48h a la température de 30 C° ou 37 C°, selon le type de microorganisme utilisé.
Le temps de rétention qui correspond aux puits ou I’inhibition de microorganisme test est
observée, est déterminé selon le tableau 3. Ce temps de rétention est corrélé ensuite avec le
chromatogramme d’HPLC obtenu a la fin de I’expérience, afin de localiser la ou les pics

responsables de 1’activité.
Tableau 3 : corrélation entre la position de I’activité et le temps de rétention

MIC TEST - FRACTIONATION
TIME MAP (min)

0 175] 8 16 24 32 40

1 [65]9 17 25 33

9,5 |14 22 30 38

2 [55]10 18 26 34

3 14511 19 27 35

T Q| |- |0 |w |
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4. Analyse des extraits bruts par la chromatographie en phase liquide couplée a la

spectrométrie de masse.

Afin de déterminer le poids moléculaire ainsi que la formule brute des pics intéressants, 2 pL
d’extraits brut, avec une concentration de 1mg/ml, sont injectés dans une spectrométrie de masse de
type (High resolution Electrospray Ionisation Masse Spectrometrie, Maxis) (Bruker, Maxis), couplé
a I’HPLC (Agilent 1260 series), muni d’une colonne a phase inverse avec une phase stationnaire de

type (Acquity UPLC BEH C18 column 50%2.1 mm (Waters). La phase mobile est formée de :

e Solvant A : 0.1% d’acide formique dans H20,

e Solvant B : 0.1% acide formique dans acetonitrile ;

Le gradient utilisé pour la séparation, commence par 5% solvant B pendant 0.5 min, puis un
mode gradient de 5 % B aux 100 % B pendant 19.5 min, et a la fin un mode isocratique de 100 % B
pendant 5 min pour le ringage de la colonne ; le débit utilisé est de 0.6 mL/min; la température de
la colonne est fixée a 40 °C; I’appareil est muni d’un détecteur du type DAD (diode array detector)

avec des longueurs d’onde : 220, 350 et 360 nm.
5. Recherche des molécules intéressantes dans les bases de données.

Apres la détermination du poids moléculaire, la formule brute ainsi que les absorbances
maximales d’UV-visible des pics intéressants, les résultats obtenus sont ensuite comparés avec les
molécules connues enregistrées dans le dictionnaire des produits naturels (CRC press ; Taylor et
Francis group), ainsi que la base de données interne de «Helmholtz Centre for Infection Research,
Braunschweig, Allemagne» Myxobase, dans le but de vérifier s’ils sont des molécules connues ou

nouvelles.

V. Fermentation, extraction, purification et caractérisation des molécules bioactives
sécrétées par la souche sélectionnée.

1. Critéres fixés pour la sélection de la souche d’actinomycéte.

Parmi tous les isolats obtenus a partir des échantillons des sols analysés, nous n’avons

sélectionné que les souches qui remplissent les critéres suivants :

e Doit étre une nouvelle souche d’actinomycéte.
e Ne doit pas appartenir au genre de Streptomyces.

e Doit avoir une bonne activité antimicrobienne.
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e Doit produire plusieurs métabolites qui ne correspondent & aucune molécule enregistrée

dans les bases de données des molécules chimiques.

En suivant ces critéres, nous avons sélectionné I’isolat CG3, parmi toutes les souches
d’actinomycetes isolés a partir du sol algérien, pour ’extraction, purification et la caractérisation de

ces molécules bioactives.
2. Fermentation.

La souche CG3 est ensemencée dans deux Erlenmeyers d’un litre, contenant le milieu Soya
bean plus 3% NaCl. Les deux Erlenmeyers sont incubés a la température de 37 °C sous agitation

(150 rpm) pendant 6 jours.

Ces deux cultures sont utilisées pour 1’inoculation, a 10%, de vingt litres du milieu Soya bean,
distribué¢ dans des Erlenmeyers de 1 litre, contenant chacune 400 ml de milieu de culture. Les
Erlenmeyers sont ensuite incubés sous agitation (160 rpm) pendant 13 jours a la température de 37

°C (160 rpm).

La biomasse est séparée par rapport au surnageant par centrifugation a la vitesse de 7000 rpm
pendant 30 minutes, en utilisant une centrifugeuse de type : Dupont Instrument, Sorvall RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge. La biomasse est récoltée dans des flacons en plastique puis

conservé a 4°C pour étre utilisée ultérieurement.

Le surnageant obtenu, est versé dans des récipients en verre de 5 L de volume, puis la résine
absorbante de type, Amberlite XAD-16, est ajoutée a raison de 10% au surnageant. Le tout est
incubé sous agitation a 4°C, pendant une nuit. Les métabolites secondaires sécrétés par I’isolat CG3
seront adsorbés a la surface de XAD. Ensuite, ce dernier est séparé¢ du surnagent par filtration a

travers un tamis.
3. Extraction et purification des métabolites secondaires sécrétés par la souche CG3.

Cing nouvelles molécules ont été obtenues a partir de I’isolat CG3. le protocole utilis¢ pour
I’extraction, purification, caractérisation et la détermination de la structure de ces molécules est

représenté ci-apres :
3.1 Extraction des métabolites a partir de XAD.

Le XAD est placé dans une colonne puis rincée trois fois par le mélange H20/MeOH (3/7 ;
V/V) pour éliminer les composés polaires, ensuite, le XAD est ¢lué trois fois par le méthanol.

L’extrait méthanolique est ensuite séché par un évaporateur rotatif, puis dissous dans 100 ml
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d’acétone, le tout est incubé a 4 °C jusqu’a la formation d’un précipité, qui sera récupéré par

centrifugation, lavé plusieurs fois par I’acétone, puis séché.

Le précipité sec (10 mg) est ensuite dissous dans le mélange 10 % DMSO plus 90 %
méthanol, puis purifi¢ par HPLC préparatif, en utilisant une colonne de type inverse : Nucleodur
Phenyl-hexyl Macherey Nagel, 250x21. mm, Sum. Le systeme de solvant utilisé¢ est composé de :
solvant A [H20—acetonitrile (95/5), 5 mmol NHsAc, 0.04 mL/L CH3COOH]; et solvant B
[H20—acetonitrile (5/95), 5 mmol NHsAc, 0.04 mL/L CH3COOH]; le gradient commence par 25%
solvant B jusqu’au 70% solvant B durant 60 min; le débit est de 20 mL/min. La détection est

réalisée a trois différentes longueurs d’onde : 240, 300 et 350 nm.

Les tubes contenants les molécules pures, sont localisés par HPLC analytique. Apres
¢limination du solvant par évaporation, la pureté, le temps de rétention ainsi que le poids

moléculaire des nouveaux métabolites sont vérifiés par LC-MS.

3.2 Extraction et purification des métabolites secondaires a partir de la

biomasse.

La biomasse de la souche CG3 est placée dans un Erlenmeyer de 2 litres, auquel on a ajouté
I’acétate d’éthyle. Le mélange est incubé sous agitation a la température ambiante, pendant une
heure, puis la phase organique est récupérée par filtration a travers un papier Wattman N°1, cette
opération d’extraction est répétée trois fois. Ensuite, 1’extrait d’acétate d’éthyle est séché dans un

évaporateur rotatif.

Le résidu d’acétate d’éthyle sec (1.15g) est dissous dans 15 ml de mélange (90% methanol +
10% DMSO) puis séparé¢ par une chromatographie d’exclusion du type Sephadex LH-20 (3%830
cm), I’¢lution est réalisé par le méthanol (100%) comme phase mobile, avec un débit de 3,8 ml/min,

pendant 4 heures.

Quatre fractions ont été obtenues (fra 1-4), ’analyse des fractions par HPLC couplée a la
spectrométrie de masse, a révélé que les métabolites secondaires intérassantes existent dans la

premicre fraction.

La premiére fraction (Fra 1) (50mg) a été séparée par HPLC préparatif, avec les conditions

suivantes :

- Colonne de type Nucleodur Phenyl-hexyl Macherey Nagel, 250%21. mm, Sum.

- Systéme de solvant composé de, solvant A : Eau, et solvant B : acetonitrile.
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- Le gradient de séparation utilis¢ commence de 50% solvant B jusqu’a 60% solvant B,

pendant 60 minutes, avec un débit de 20ml/min.
La détection se fait a trois longueurs d’onde : 220, 350 et 360 nm

A la fin de ’expérience, les tubes contenants les métabolites secondaires intéréssants de la
souche CG3 sont collectés séparément dans des ballons. Apres avoir éliminé le solvant par

évaporation, la pureté des molécules est vérifice par LC/MS.
4. Détermination de la structure des métabolites secondaires sécrétés par la souche CG3.

Les structures des molécules purifiées a partir de I’extrait brut de la souche CG3, ont été
déterminées par une technique basée sur le phénoméne de résonance magnétique nucléaire (RMN).
Les spectres RMN ont été enregistrés sur les spectromeétres : Bruker (Bremen, Germany) Avance 111
700 spectrométre avec 5 mm TXI cryoprobe ('"H 700 MHz, '3C 175 MHz) et Bruker Avance III
500 ('H 500 MHz, *C 125 MHz) spectrométre. Les molécules pures sont dissoutes dans des
solvants de qualit¢ RMN, qui sont choisis selon la solubilité de la molécule, avant d’étre placé dans

des tubes Shigemi, puis elles sont envoyées au service RMN du HZI (Braunschweig en Allemagne).

Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm par rapport au signal de tétraméthylsilane
(TMS), utilis€ comme référence interne, et les constantes de couplage (J) sont exprimées en Hertz

(Hz). Le traitement des spectres est réalisé grace au logiciel MestRec.

5. Caractérisation chimique des métabolites purs de la souche CG3.

5.1 Détermination de la configuration absolue.

Le but de déterminer la configuration absolue d’une molécule est de savoir 'arrangement

spatial des radicaux autours du carbone asymétrique (stéréocentre) si elle est R ou S.

La configuration absolue n’a ét¢ déterminée que pour le kenalactam A, en utilisant la
réaction de Mosher. En effet dans un tube de 4 ml, 2 mg de la molécule Kenalactam A a été
dissoute dans 200 ul de dichlorométhane, puis 100 pul de la pyridine plus Sul de chlorure de S- (-) —
MTPA (I’acide a-methoxy-a-trifluoromethylphenylacetique ) ont été ajouté au tube, le tout est agité
a la température ambiante pendant 2 heures. L'ester de (S) -MTPA a été purifi¢ par RP-HPLC semi-
préparative [colonne NUCLEODUR: 250 x 10 mm, 100-5 C18 ec, Macherey-Nagel, solvant A: eau,
solvant B: acétonitrile. Gradiant: de 40% B a 100% B en 30 min, débit: 6 mL / min, détection UV:
220, 350 et 360 nm] pour donner 0,3 mg du composé¢ la (m/ z 584,32). L'ester de (S) -MTPA pure,
est dissous directement dans 100 pl de chloroforme (qualit¢ RMN) puis envoyé¢ au service RMN

pour obtenir le spectre RMN entier : 1H, COSY, TOCSY et ROESY.
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5.2 Détermination de la rotation optique.

La rotation optique est définie comme la propriété des molécules dissoutes dans un solvant
de faire tourner le vecteur d'un faisceau de la lumiére polarisé, vers la droite (les valeurs prennent
un signe positif) ou vers la gauche (les valeurs prennent un signe négatif). Le pouvoir rotatoire
spécifique [a]a" est calculé par la loi de Biot. Elle dépend de la température, de la longueur d'onde,
et du solvant sur laquelle I'expérience a été réalisée. On considere, généralement, que I’expérience
est réalisée sous température ambiante (20 °C) a la longueur d’onde de 589nm.

100 = e

1T _
Iﬂ‘«h [ %¢

a : angle de rotation observé en degrés.
1 : longueur de la cuve en dm.
c : concentration de la solution en g / mL.

[a]aT: pouvoir rotatoire spécifique défini a une température T et mesuré pour une longueur d'onde

donnée, exprimée en g-1.mL.dm-1.

A noter que la rotation spécifique a été mesuré par un polarimeétre de type PerkinElmer 241

MC, en utilisant une cuvette en quartz de 10 cm de longueur avec 0.5 ml de volume.
5.3 Détermination du spectre UV-visible et calcul du coefficient d'absorption molaire.

Les spectres UV-Visibles des kenalactams (A-E) sont mesurés dans le MeOH pur (99,98%),
sur un spectrophotometre du type Shimadzu UV/vis-2450 a double faisceau. Les mesures se font

dans des cuves de quartz a trajet optique de 1 cm de largeur. Les longueurs d’onde varient entre 100

- 400 nm.

Le coefficient d'extinction molaire, appelé aussi, le coefficient d'absorption molaire, est

calculé a partir de la formule suivante :

A

T CL

Ou
A : est I'absorbance de la molécule considérée, pour une longueur d'onde donnée.
C : la concentration molaire de la solution.

L : la longueur du trajet optique, c'est-a-dire 1'épaisseur de solution traversée par la lumicre.
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6. La mise en évidence de I’activité biologique des métabolites purs de la souche CG3.

6.1 Mise en évidence de ’activité antimicrobienne.

La concentration minimale inhibitrice des molécules pures sécrétées par la souche CG3, a été
déterminée par la méthode de dilution sur des microplaques de 96 puits (protocole décrit
précédemment). 20 pl des solutions des molécules pures avec la concentration de 1 mg/ml (la
concentration finale dans le premier puits de chaque molécule est de 67 pg / ml), a été testés contre
deux bactéries a Gram positifs (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis), une bactérie a Gram
négatif (Escherichia coli TolC) et deux champignons (Candida albicans et Mucor hiemalis) avec du
méthanol comme controle négatif, alors que 1’oxytetracycline et la nystatine ont été utilis€ comme

contrdle positif.
6.2 Activité cytotoxique.

L’activité cytotoxique (ICso) des molécules pures sécrétées par la souche CG3, a été déterminée
contre un panel de six lignés cellulaires différentes, dont une cellule normale, mouse fibroblasts
L.929, et cinq lignées cellulaires cancéreuses, HelLa cells KB3.1, human lung carcinoma A549,

ovarian carcinoma SKOV-3, human prostate cancer PC-3, human breast adenocarcinoma MCF-7.

L’évaluation de I’activité cytotoxique a été réalisée par le test au MTT (bromure de 3- (4,5-
diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium) ou tetrazolium, en effet, c’est une méthode
colorimétrique permettant d’évaluer la viabilité des cellules au sein d’un échantillon. Le principe de
cette méthode repose sur la réduction de tétrazolium, qui posseéde une couleur jaune, par le
succinate désydrogénase mitochondriale, en formazan, qui posséde une couleur pourpre, la quantité

de précipité formée est proportionnelle a la quantité de cellules vivantes.

Les différentes lignées cellulaires sont d’abord cultuvées dans le milieu EBM-2 (Lonza)
supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal. L’incubation est réalisée sous 10 % de CO2 a la

température de 37 ° C.

Le test de cytotoxicité est réalis¢ dans des plaques de 96 puits. Pour chaque ligné cellulaire, des
suspensions de 50000 cellules/ml ont été préparés. 120 ul de chaque suspension cellulaire est
introduit dans chaque puits de la microplaque, ensuite, 60 ul de la molécule a tester (1 mg/ml) est
ajouté au premier puits. Aprés avoir bien mélangé le contenu du 1° puits, des dilutions a % sont
effectuées jusqu’au 12°™ puits. Les différentes plaques sont incubées pendant 16, 24 et 48 h a 37 °C
sous 10 % de COa. Apres incubation, 10 ul de tetrazolium (5 mg/ml) ont été déposés dans chacun

des puits. Les microplaques sont ensuite incubées pendant 3 h a 37° C et a 10 % de COz. Les
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plaques ont été centrifugées a 3000 tr/min pendant 5 min, puis 50 a 100 puL. de PBS ont été ajoutés a
chaque puits. Les plaques ont été centrifugées a nouveau puis les surnageantes ont été jetées. 50 a
100 pL d'isopropanol avec 40 mM d” HCI ont été ajoutés dans chaque puits pour solubiliser les
cristaux de MTT, puis les plaques ont été agitées a 450—700 tr/min sur un agitateur a plaques.
L'absorbance a été mesurée par un lecteur de plaque Elisa (Victor, PerkinElmer, Uberlingen,
Germany) a la longueur d’onde 590 nm, pour déterminer les cellules mortes et vivantes. IC50
correspond a la concentration de la molécule qui réduit I’absorbance par 50% par rapport au

contrdle positif (Mulwa et al, 2018).

Le méthanol a été utilisé comme controle négatif, alors que 1’épothilone B est utilis¢ comme

contrdle positif.
7. L’expérience de I’alimentation (feeding experiment).

Les nouvelles molécules purifiées a partir de la souche CG3 appartiennent a la famille des
macrolactams polyenique, d’apres la bibliographie de la biosynthése de ce genre de molécules, par
les actinomycétes, implique des starters, qui sont généralement des acides aminés structurels. Afin
de déterminer I’acide aminé starter utilisé par la souche CG3 pour la biosyntheése de ces molécules,

nous avons procédé a I’expérience d’alimentation ou « feeding experiment » de la souche CG3.

D’apres les résultats de la mise en évidence de 1’utilisation de différentes sources d’azote par
la souche CG3, nous avons remarqué que notre souche peut utiliser onze acides aminés différents :

Lys, Ala, Met, Val, Arg, Gly, Phe, Pro, His, Thr, Glu.

L’expérience de I’alimentation est réalisée en utilisant le milieu ISP2 liquide + 3 % NaCl

sans extrait de malt, qui représente la source d’azote, comme milieu de base.

Le milieu ISP2 liquide + 3 % NaCl sans extrait de malt, est distribué dans 13 Erlenmeyers
de 50 ml de volume, dans chaque erlenmeyer, 20 ml de milieu de culture de base (ISP2 sans extrait
de malt) est ajouté. Apres stérilisation de milieu de culture, les acides aminés, stérilisés par
filtration, sont ajoutés séparément dans les 11 Erlenmeyers a la concentration de 1% d’acide amine
dans chaque Erlenmeyer. Un Erlenmeyer sert comme contréle positif, aprés I’ajout de 1% de
I’extrait de malt, alors que le deuxiéme Erlenmeyer est utilis¢ comme controle négatif. Les 13
Erlenmeyers sont ensuite ensemencés par les spores de la souche CG3 puis incubés en agitation

(150 rpm) a la température de 37° C.

Apres 14 jours d’incubation, le contenant de chaque Erlenmeyer est versé séparément dans

des tubes Falcons de 50 ml de volume, qui contient 20 ml d’acétate éthyle. Les tubes sont ensuite
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incubés sous agitation a la température ambiante pendant 30 minutes, pour I’extraction des
métabolites secondaires. Ensuite, les tubes sont centrifugés, et la phase organique de chaque tube
est récupérée par pipetage, dans des ballons qui sont évaporés a sec a la température de 40°C.

L’extrait sec de chaque ballon est récupéré dans 500 pl de méthanol.

2 ul de chaque extrait, qui correspond a un acide aminé différent, sont analysés par HPLC
couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS). La présence des pics qui correspond aux différents

kenalactams est notée dans 1’extrait brut préparé a partir de chaque acide aminé.

Apres avoir déterminé 1’acide aminé starter utilisé par la souche CG3 pour la biosynthese
des kenalactams, une confirmation de ces résultats est réalisée par I’alimentation de la souche CG3

par le méme acide aminé starter mais avec un atome d’azote N'° (isotope).
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I

Résultats d’isolement des actinomycétes a partir de différents échantillons du sol.

Apres 7 a 90 jours d’incubation, les colonies d’actinomycetes sont détectées dans les boites

d'isolement par leurs aspects macroscopiques : colonies séches incrustées dans la gélose, qui

possedent ou non un mycélium aérien (Anandan et al, 2016).

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

sont représentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Résultats d’isolement des actinomycetes a partir de chaque échantillon du sol enrichi et

non enrichi.

Régions de Sol non enrichi Sol enrichi
prélevement CAA CH-B HVB CAA CH-VB HVB
d’échantillon

Kenadsa 15 8 10 1 0 4
Bougtob 7 1 4 0 0 3

Tadjrouna 4 0 1 0 0 1
Hassi bahbah 16 10 17 3 1 5

Ain ouarka 8 2 6 4 2 7

Ain salah 22 18 25 11 7 17
Total 72 93 63 19 10 37

CAA : caséine amidon agar ; CH-B: chitine vitamine B ; HVB: Humic Acid Vitamin B.

Selon les résultats du tableau 4, le nombre d’actinomycetes obtenus varie en fonction de

I’origine de 1’échantillon, du milieu de culture utilisé ainsi que 1’enrichissement ou non des

échantillons du sol.

En général, le but d’isolement des actinomycetes a trois principaux objectifs :

» Le premier but est d'étudier la biodiversité des actinomycétes dans un environnement,
pour cela tous les actinomycetes présents dans cet environnement doivent étre isolés et
identifiés. Pour atteindre cet objectif, les milieux de culture utilisés doivent permettre la
croissance de la plupart des actinomycetes. Des antibiotiques et des antifongiques sont
ajoutés aux milieux de cultures afin de stopper la croissance des microorganismes
indisérables (Barka et al, 2016 ; Boonsnongcheep et al 2017 ; Buedenbender et al, 2017).
Le deuxieme but, est I’isolement des actinomycetes qui possédent des caracteres
physiologiques ou biochimiques spécifiques, comme la dégradation de certains polluants
chimiques (Lin et al, 2011), la résistance a la salinité ou a I’acidit¢ (Poomthongdee et al,
2014), la croissance a une grande température (Mohamedin et al, 1999). Pour 1’obtention
de ce genre d’actinomycétes, le milieu de culture, ainsi que les conditions de cultures,

doivent étre adaptés par rapport aux caractéres recherchés. Par exemple, pour 1’isolement
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des actinomycétes qui dégrade un polluant chimique, le milieu de culture doit contenir ce
polluant chimique comme seule source de carbone, donc toutes les colonies qui apparaissent
correspondent aux actinomycetes qui dégradent ce polluant (Mukhtar et al, 2017).

» Le troisieme but, est I’isolement de nouveaux taxons d’actinomycétes, qui peuvent étre la
source de nouvelles molécules bioactives (Cumsille et al 2017 ; Lee et al 2018). Cela
nécessite la restriction de la croissance non seulement des bactéries a Gram négatif, et de
certaines bactéries a Gram positif, ainsi que les champignons, mais aussi de la plupart des
actinomycetes communs, en particulier les Streptomyces (Dhakal et al, 2017). Donc les
¢chantillons utilisés pour I’isolement des actinomycetes doivent subir un enrichissement
pour sélectionner un groupe d’actinomycétes recherché et éliminer les autres. Par exemple,
Hayakawa et al. (1991) ont propos¢ une méthode sélective pour 1’isolement des
actinomycetes qui appartiennent aux genres Streptosporangium et Dactylosporangium qui
consiste & chauffer les échantillons du sol pendant 1 h a la température de 100°C suivis par

un traitement par le chlorure de benzéthonium.

C’est dans ce troisiéme but que s’inscrit notre travail de thése. En effet, 294 colonies
d’actinomyceétes ont été isolées a partir des échantillons du sol analysés. Les échantillons non
enrichis ont donné un nombre de colonies d’actinomyceétes clairement supérieurs (228 colonies) par
rapport aux échantillons enrichis par la méthode de centrifugation hydratation (66 colonies). Ceci
s’explique par le fait que la méthode d’enrichissement par hydratation-centrifugation permet un
isolement sélectif des actinomycétes qui libérent des spores mobiles par des flagelles (Hayakawa et
al, 2000). Généralement ce genre d’actinomycetes est en nombre faible dans le sol, par rapport aux
autres actinomycetes a croissance rapide qui sont abondants. De ce fait, on peut prédire que les 228
colonies d’actinomycétes obtenues a partir de sol non enrichi correspondent pour la plupart aux
actinomycetes a croissance rapide tel que : Streptomyces, Nocardiopsis, Micromonospora, tandis
que les 66 colonies obtenues a partir de sols enrichi correspondent aux actinomycetes a croissance
lente qui ont des spores flagellées (Planomonospora, Actinoplan, Spirillospora...), et qui sont

difficiles a obtenir par les méthodes conventionnelles.

Plusieurs chercheurs ont signalé 1’efficacité de la méthode de réhydratation-centrifugation, pour
I’obtention des actinomycetes rares. En effet, ’identification moléculaire des 40 souches
d’actinomycetes isolés a partir des grottes, par la méthode de réhydratation-centrifugation, par
Adam et al. 2018, indique la présence d’une trés bonne diversité d’actinomycetes dont certains
appartiennent a des genres rares Agromyces, Amycolatopsis, Kocuria, Micrococcus, Nocardia et

Rhodococcus, bien que I’isolement des actinomycétes a partir de la méme grotte par les
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méthodes conventionnelles, n’ont abouti qu’a I’isolement de Streptomyces. Donc on peut
conclure que la méthode d’enrichissement, hydratation centrifugation, influe fortement sur la

qualité des actinomycetes isolées et non plus sur leurs quantités.

Les travaux ultérieurs sur I’isolement des actinomycetes a partir du sol algérien, ont montré
toute sa richesse en actinomycetes surtout ceux qui appartiennent aux genres rares. En effet, Saker
et al, (2015a); Saker et al, (2015b) et Saker et al, (2015c), ont obtenu 69 souches
d’actinomycetes a partir du sol algérien, qui appartiennent aux six différents genres :
Actinopolyspora,  Nocardiopsis, Prauserella, Saccharomonospora, Saccharopolyspora et

Streptomonospora, dont trois nouvelles especes.

La variation en nombre de colonies d’actinomyceétes obtenue a partir de chaque échantillon du
sol est due a plusieurs facteurs physicochimiques, dont le pH, la matiére organique, I’humidité et la
salinité du sol, ainsi qu’a la présence ou non du couvert végétal, le taux de pluviométrie et la saison

dont les échantillons ont été prélevés (Qin et al, 2016).

IL. Identification moléculaire et étude phylogénétique des souches d’actinomycétes
isolées.

L’objectif principal de la thése est I’isolement de nouvelles molécules bioactives a partir des
souches d’actinomycetes isolées du sol algérien. Pour atteindre cet objectif, nous avons procédé a
une premiere sélection des souches d’actinomyceétes, sur la base des critéres fixés dans la partie
« observation et sélection des souches d’actinomycétes » du chapitre matériels et méthodes.
Cela nous a permis, d’une part, d’éviter I’identification moléculaire de toutes les souches
d’actinomycetes isolées (294 isolats), et d’autre part d’éliminer les isolats qui se ressemblent par
leurs morphologies, macroscopiques et microscopiques, au genre Streptomyces, et de sélectionner
les isolats qui appartiennent aux genres rares d’actinomycetes, dont leur métabolisme secondaire est

peu exploité.

Ensuite, les souches sélectionnées subissent une identification moléculaire, sur la base de
séquengage de I’ADNrl6s. Seules les nouvelles souches d’actinomycetes qui appartiennent aux

genres rares ont été retenues pour le reste du travail.

41 isolats ont été retenus, parmi les 294 souches isolées, qui sont ensuite identifiées sur la
base du séquencage de ’ADNrl16S. Les résultats de 1’identification moléculaire des souches

d’actinomycetes sélectionnées sont représentés dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Résultat de 1’identification moléculaire des isolats d’actinomyceétes sélectionnés.

Code des souches Cluster Espéce de référence la plus Similarité (%) Longeurs de la
proche séquence d’ADNr16S
C56 Streptomyces olivaceus 99.93 785 pb
C119 Streptomyces coelicoflavus 100.00 885 pb
V17 Streptomyces spinoverrucosus 99.72 720 pb
RH94 Streptomyces luridiscabiei 99.86 730 pb
CS44 Streptomyces hydrogenans 99.46 750 pb
S29 Streptomyces artemisiae 99.65 725 pb
Cc7 Streptomyces peucetius 99.72 715 pb
Vil Cluster I  Streptomyces albogriseolus 100 700 pb
V12 Streptomyces lavendofoliae 99.88 715 pb
V9 Streptomyces pactum 100 730 pb
V5 Streptomyces hydrogenans 99.49 785 pb
V3 Streptomyces qinglanensis 99.67 700 pb
CACS512 Streptomyces qinglanensis 99.25 710 pb
A34 Streptomyces afghaniensis 100 715 pb
A28 Streptomyces levis 99.68 720 pb
AS Streptomyces viridochromogenes 99.68 933 pb
Al Streptomyces flavotricini 100 810 pb
A108 Streptomyces levis 99.66 900 pb
02 Streptomyces griseoincarnatus 100 850 pb
A36 Streptomyces erythrogriseus 100 760 pb
A34 Streptomyces afghaniensis 100 780 pb
Al6 Streptomyces coeruleofuscus 100 815 pb
Al0 Streptomyces globosus 100 870 pb
C10 Nocardiopsis terrae 99.65 750 pb
CG3 Nocardiopsis rosea 99.20 1507pb
T1 Nocardiopsis terrae 99.72 780 pb
C19 Nocardiopsis terrae 99.65 780 pb
M23 Cluster I  Nocardiopsis dassonvillei subsp. da  99.74 775 pb
ssonvillei
CHB2 Nocardiopsis terrae 99.46 750 pb
T14 Nocardiopsis halotolerans 100 730 pb
S4 Nocardiopsis synnemataformans 99.89 700 pb
BO15 Nocardiopsis terrae 99.72 770 pb
A58 Nocardiopsis arvandica 100 790 pb
S27 Cluster IIl  Saccharopolyspora erythraea 100.00 1400 pb
S26 Saccharopolyspora erythraea 99.87 785 pb
A23 Cluster IV Actinocorallia libanotica 99.86 1475 pb
Al12 Actinomadura montaniterrae 99.33 900 pb
AlS Micromonospora yasonensis 99.38 815 pb
Alll Cluster V. Couchioplanes caeruleus subsp. az 98.74 1485 pb
ureus
A93 Verrucosispora maris 97.77 1485 pb
A79 Cluster VI  Planomonospora alba 99.11 1120 pb

Sur la base des résultats de I’identification moléculaire représentée dans le tableau S, nous

avons subdivisé les 41 isolats d’actinomycetes sélectionnés en 6 clusters qui appartiennent aux neuf

genres différents.
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1. Actinomycétes du cluster 1.

C’est le plus grand groupe en nombre d’isolats d’actinomycetes. En effet dans ce cluster on
retrouve 23 isolats, C56, C119, V17, RH94, CS44, S29, C7, V11, V12, V9, V5, V3, CAC512, A34,
A28, AS, Al, A108, 02, A36, A34, A16, A10. Les résultats du blast des séquences du géne codant
pour ’ARNr 16S de ces 23 isolats indiquent quels appartiennent tous au genre Streptomyces. Huit
isolats, C119, A34, Al, 02, A36, A34, A16, A10, ont donné un pourcentage de similarité de 100 %
avec des especes de références connues du genre Streptomyces. Alors que le pourcentage de
similarité pour les 15 autres isolats, varie entre 99.25 %, pour I’isolat CAC512 avec I’espéce
Streptomyces qinglanensis, et 99.93 % entre la souche C56 avec I’espece Streptomyces olivaceus.

Certaines souches ont donné des pourcentages de similarité trés proche avec la méme espéce de
Streptomyces, et pourraient peut-étre appartenir a la méme espéce, c’est le cas par exemple des
souches CS44 et A5 qui sont proches de I’espece Streptomyces hydrogenans avec une similarité de
99.46% et 99.49% respectivement, ou les deux souches A108 et A28 qui partagent respectivement
une similarité de 99.66% et 99.68% avec 1’espece Streptomyces levis.

Les relations entre les souches isolées ainsi que les especes types du genre Streptomyces sont
représentées dans 1’arbre phylogénétique de la figure 24.

Les 23 isolats obtenus appartiennent au genre Streptomyces, qui est membre de la famille
Streptomycetaceae, ordre de Streptomycetales et phylum d’Actinobacteria (Chen et al, 2016). Ces
souches partagent certaines caractéristiques communes du genre Streptomyces : la formation d’un
mycélium de substrat trés ramifié et stable, rarement fragmenté. A maturité, le mycélium aérien
forme des chaines de trois a plusieurs spores. Quelques espéces peuvent méme avoir une courte
chaine de spores sur le mycélium de substrat. Les espéces du genre Streptomyces sont caractérisées
par la production d’une large gamme de pigments responsables de la coloration de mycéliums
aériens et de substrat (Anandan et al, 2016).

Les membres du genre Streptomyces représentent la premiere source naturelle de métabolites
secondaires d’origine microbienne (Cihak et al, 2017). En effet, selon la base de données
‘dictionnaire des produits naturels’ (CRC press ; Taylor et Francis group), 7953 molécules ont été

isolées et identifiées a partir du genre Streptomyces jusqu’a maintenant.
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99 c7
treptomyces kurssanovii NBRC 131927 (AB184325)
treptomyces griseolus NRRL B-2925" (JOFC01000069)

g33treptomyces xantholiticus NBRC 133547 (AB184349)
69 | Streptomyces peucetius JCM 99207 (AB045887)

RH94
treptomyces griseus subsp. griseus KCTC 90807 (M76388)

treptomyces luridiscabiei NRRL B-24455" (LIQV01000394)
treptomyces asenjonii KNN 35.1b" (LT621750)

72

treptomyces pseudogriseolus NRRL B-3288" (MUNG01000290)

treptomyces spinoverrucosus NBRC 14228" (AB184578)
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Figure 24 : Arbre phylogénétique basé sur 1’analyse des séquences d’ADNrl6s, calculé par la méthode de neighbor
joining, qui montre les relations des souches appartenant au cluster I et les souches-types des espéces les plus proches

de genre Streptomyces.
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De ce fait, la probabilité d’obtenir des nouvelles molécules a partir des especes du genre
Streptomyces est devenue de plus en plus faible a cause du mécanisme d’échange génétique entre
les souches dans I’environnement.

Comme les résultats de I’identification moléculaire affirment que tous les isolats qui
appartiennent au cluster I sont membres dans le genre Streofomyces avec des pourcentages de
similarités supérieurs a 99.25 %, ce qui indique que ces isolats ont trés peu de chances d’étre des
nouvelles espéces. Pour toutes ces raisons, est comme notre objectif principal est 1’isolement de
nouvelles souches d’actinomycetes, qui produisent des nouvelles molécules bioactives, aucun isolat
n’a été sélectionné a partir de ce cluster pour le reste du travail.

2. Actinomycetes du cluster I1.

Ce cluster est représenté par dix isolats, C10, CG3, T1, C19, M23, CHB2, T14, S4, BO15, et
AS58. Selon les résultats de 1’identification moléculaire basée sur le séquengage du géne codant pour
I’ARNr 16s, ces isolats appartiennent tous au genre Nocardiopsis (tableau 5). Les relations
phylogénétiques entre ces isolats et les espéces du genre Nocardiopsis sont représentées dans
I’arbre phylogénétique de la figure 25.

Tous ces isolats ont été isolés a partir des différentes sebkhas. En effet, les especes du genre
Nocardiopsis sont connues par leurs tolérances a des concentrations trés élevées en NaCl, et sont
trés abondantes dans les endroits salins (He et al, 2015).

Cingq isolats, sont proches de I’espece Nocardiopsis terrae avec une similarité variable, dont
deux isolats (T1 et BO15) ont une similarité de 99.72% alors que les deux isolats, C10 et C19, ont
une similarité de 99.65%, tandis que I’isolat CHB2 a une similarité de 99.46% avec la méme
espece. Les deux isolats T14 et A58 sont identiques a 100% avec les deux espéces, Nocardiopsis
halotolerans et Nocardiopsis arvandica, respectivement.

L’isolat, CG3, a attiré notre attention, en effet, le séquencage de I’ADNr16S de cet isolat a
donner un pourcentage de similarité faible (99.20%) avec 1’espece Nocardiopsis rosea, en plus,
I’arbre phylogénétique (figure 25) montre que cet isolat se détache des autres espéces du méme
clade du genre Nocardiopsis, donc cette souche peut représenter une nouvelle espéce dans le genre
Nocardiopsis d’ou une hybridation ADN-ADN est nécessaire entre 1’isolat CG3 et 1’espece
Nocardiopsis rosea pour confirmer ce constat.

Le genre Nocardiopsis, appartient a la famille de Nocardiopsaceae, ordre d’Actinomycétales et
phylum d’Actinobacteria (Ibrahim et al, 2018). Les especes du genre Nocardiopsis forment un
mycélium de substrat bien développé dense et ramifié qui se fragmente, a maturité, en ¢léments
coccoides et bacillaires. Le mycélium aérien se fragmente en chaines de spores droites, ramifi¢ ou

en zigzag. Le peptidoglycane des Nocardiopsis contenant de 1'acide méso-diaminopimélique mais
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pas de glycine. Alors que I’extrait cellulaire ne contient aucun sucre caractéristique. Les
phospholipides membranaires majeurs sont la phosphatidylcholine, la
phosphatidylméthyléthanolamine, le phosphatidylglycérol et le phosphatidylinositol, avec de petites
quantités de diphosphatidylglycérol. Les ménaquinones sont principalement (MK-10) (Bennur et
al, 2015).

Le Nocardiopsis est un genre d’actinomycetes peu exploité en matiere de métabolites
secondaires par rapport aux Streptomyces et Micromonospora, en effet, selon la base de données
‘dictionnaire des produits naturels’ (CRC press ; Taylor et Francis group), 124 molécules ont été
purifiées et identifiées, jusqu’a présent, a partir de ce genre.

En prenant compte que la souche CG3 peut étre une nouvelle espéce dans le genre

Nocardiopsis, cet isolat a été sélectionné, a partir du cluster II, pour le reste du travail.

74 Nocardiopsis exhalans DSM 44598 (AY036000)
95

Nocardiopsis valliformis DSM 45023™ (ANAZ01000070)
— Nocardiopsis terrae YIM 900227 (DQ387958)
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80 931 S4
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91! Nocardiopsis rhodophaea YIM 900967 (AY619714)
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Figure 25 : Arbre phylogénétique basé¢ sur I’analyse des séquences d’ADNrl6s, calculé par la

méthode de neighbor joining, qui montre les relations des souches appartenant au cluster II et les
souches-types des especes les plus proches de genre Nocardiopsis.

Nocardiopsis dassonvillei subsp. albirubida NBRC 133927 (BCRR01000172)

Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 431117 (ABUI01000017)
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3. Actinomycetes du cluster III.

L’identification moléculaire basée sur le s€équencage du géne codant pour ’ARNr 16s, indique
que les deux membres du cluster III, S26 et S27, sont proches de 99.87% et 100%, respectivement,
a I’espece Saccharopolyspora erythraea, 1.’analyse phylogénétique a confirmé que les deux isolats

s’alignent sous 1’espéce Saccharopolyspora erythraea (figure 26).

Saccharopolyspora erythraea NRRL 23387 (AM420293)
100 |S27

S26

87
Saccharopolyspora spinosporotrichia AS 4.1987 (Y09571)

Saccharopolyspora taberi DSM 43856" (AF002819)
Saccharopolyspora antimicrobica CCM 74637 (EF693956)
92 Saccharopolyspora hirsuta subsp. hirsuta ATCC 278757 (U93341)
49 Saccharopolyspora jiangxiensis CGMCC 4.35297 (jgi.1076308)
—1  Saccharopolyspora phatthalungensis NRRL B-24798" (JNYW01000388)
'EL Saccharopolyspora shandongensis CGMCC 4.3530" (EF104116)
Saccharopolyspora spinosa NRRL 18395T (AEYC01000092)
Saccharopolyspora hattusasensis DSM 45715" (JN989298)
Saccharopolyspora rosea DSM 452267 (AM992060)
Saccharopolyspora halotolerans DSM 459907 (KC295227)
Saccharopolyspora gloriosae KCTC 192437 (EU005371)
Saccharopolyspora gregorii NCIMB 128237 (X76962)
—— Saccharopolyspora cebuensis DSM 450197 (EF030715)
Bacillus paramycoides NH24A2T (MAOI01000012)
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Figure 26 : Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences d’ADNrl6s, calculé par la méthode de
Neighbor-Joining, qui montrent les relations des souches appartenant au cluster III et les souches-types des
especes les plus proches de genre Saccharopolyspora.

Le genre Saccharopolyspora, est membre dans la famille de Pseudonocardiaceae, ordre
d’Actinomycétales, et phylum d’Actinobacteria. Les espéces du genre Saccharopolyspora
partageant certains caractéres en commun, ce sont des aérobies a Gram positif, non mobile et
catalase positive. Le mycélium de substrat est fragmenté a maturité en forme coccoide, alors que le
mycélium aérien, s’il est présent, porte des chaines de spores. La paroi cellulaire contient de 1'acide
méso-diaminopimélique, alors que 1'arabinose et le galactose sont des sucres caractéristiques. Les
acides gras dominants sont 1’acide iso- et anteiso-ramifiés et la ménaquinone major est le MK-9

(H4) (Yang et al, 2018).
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L’espece Saccharopolyspora erythraea est connue par la production de 1’antibiotique

érythromycine qui est un macrolide, de 14 carbones dans le cycle macrolactone, actif contre
certaines bactéries a Gram positif et négatif (Wu et al, 2011).
L’espece Saccharopolyspora erythraea est caractérisée par sa morphologie microscopique
distinctive par rapport aux autres especes du genre Saccharopolyspora. En fait, les chaines de
spores de cette espeéce sont entourées par une gaine de surface épineuse a la différence d’autres
espéces du méme genre, qui se caractérisent par une gaine de surface lisse (Kim et al, 2015).
Comme notre objectif est la sélection des nouvelles souches d’actinomyceétes, nous avons retenu
I’isolat S26 pour le reste du travail, afin de vérifier si cet isolat représente une nouvelle espéce dans
le genre Saccharopolyspora ou il est identique avec 1’espece Saccharopolyspora erythraea, sur la
base de sa morphologie microscopique.

4. Actinomycétes du cluster IV.

Ce cluster est représenté par deux isolats, A23 et A112. Le séquencage de I’ADNr16S indique
que l’isolat A23 se rapproche a ’espéce Actinocorallia libanotica avec une similarité de 99.86%,
alors que la similarité entre 1’isolat A112 et I’espece la plus proche, Actinomadura montaniterrae,
est de 99.33%. La figure 27 montre les relations phylogénétiques entre les deux isolats, A23 et
A112, avec les especes types des genres, Actinocorallia et Actinomadura. L’isolat A23 s’aligne
exactement sous 1’espece Actinocorallia libanotica ce qui indique que les deux sont identique.

Cependant, I’isolat A112 s’aligne dans le méme clade avec I’espéce, Actinomadura rudentiformis.

Les deux genres, Actinocorrallia et Actinomadura, sont membres dans la famille de
Thermomonosporaceae, suborder de Micromonosporineae ordre d’Actinomycétales, subclasse

d’Actinobacteridae, et phylum d’Actinobacteria (Zhi et al, 2009).

Les genres de la famille de Thermomonosporaceae, dont les deux isolats A23 et A112 sont
membres, formant un mycélium de substrat stable qui porte un mycélium aérien, ce dernier porte,
soit, des spores immobiles organisées sous forme d’une chaine, ou des sporanges qui renferment
des spores mobiles par des flagelles. Certains genres de cette famille sont des thermophiles alors
que les autres sont mésophiles. Les acides aminés caractéristiques sont le méso-DAP, alors aucun
sucre caractéristique n’est détecté dans D’extrait cellulaire. MK-9 est la ménaquinone major

(Kroppenstedt et al, 2006).
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Aucun des deux isolats, A23 et A112, n'a été sélectionnés pour la suite du travail.

100 | Actinocorallia libanotica IFO 140957 (U49007)
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Actinocorallia aurantiaca JCM 82017 (AF134066)
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Actinocorallia longicatena DSM 443617 (AJ293707)
—— Actinomadura fibrosa ATCC 494597 (AF163114)
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Figure 27 : Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences d’ADNrl6s, calculé par la méthode de
neighbor joining, qui montrent les relations des souches appartenant au cluster [V et les souches-types des
especes les plus proches de genre Actinomadura et Actinocorallia.

5. Actinomycetes du cluster V

Ce cluster est représenté par trois isolats, A15 A111 A93, qui appartiennent tous a la famille de
Micromonosporaceae, ordre de Micromonosporales, et phylum d’Actinobacteria (Liu et al, 2017).

La comparaison des séquences du geéne codant pour I’ADNrl6S des trois souches
représentatives du cluster V avec celles des especes connues les plus proches a permis de
rapprocher ’isolat A15 a I’espéce Micromonospora yasonensis avec une similarité de 99.33%, alors
que I’isolat A111 est proche de I’espece Couchioplanes caeruleus subsp. azureus avec une
similarité de 98.74%, tandis que I’isolat A93 est proche a 1’espéce Verrucosispora maris avec une
similarité de 97.77%.

L’arbre phylogénétique représenté dans la figure 28 montre la position taxonomique des

isolats Al15, Alll et A93 par rapport aux especes les plus proches de la famille
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Micromonosporaceae. On remarque clairement que 1’isolat A15 se détache des autres especes du
genre Micromonospora et forme un clade a part, ce qui indique que cet isolat peut représenter une
nouvelle espéce dans ce genre, mais sous réserve des résultats de 1’hybridation ADN-ADN. La
méme ¢étude phylogénétique a montré que I’isolat A93 se détache aussi des espéces proches
représentatives du genre Verrucosispora, et forme nettement un nouveau clade dans 1’arbre
phylogénétique, ce qui favorise la probabilité que I’on est en présence d’un nouveau genre. Donc
une analyse phylogénétique approfondie est nécessaire pour trancher sur la position taxonomique
incertaine de cette souche.

L’identification moléculaire a montrer que [’isolat Alll est proche de 1’espece
Couchioplanes caeruleus subsp. azureus, alors que 1’analyse phylogénétique, figure 28, a indiqué
que cet isolat s’aligne dans le méme clade que I’espeéce Actinoplanes lichenis.

Les deux genres Actinoplanes et Couchioplanes sont trés proches génétiquement. Pour
trancher sur la position taxonomique de I’isolat A111, d’autres informations sont nécessaires,
surtout sur la morphologie microscopique de 1’isolat A111 ; en particulier la présence ou 1’absence
des sporanges, qui caractérisent le genre Actinoplanes, la présence ou non des arthrospores qui
caractérisent le genre Couchioplanes, ainsi que des informations sur la chimiotaxonomie en
particulier la présence de 1’acide meso-diaminopimelique, qui caractérise le genre Actinoplanes, ou
bien le L-lysine, qui caractérise le genre Couchioplanes, dans le peptidoglycane de la paroi
cellulaire.

La famille de Micromonosporaceae regroupe les bactéries a coloration de Gram positif,
formant un mycélium de substrat non fragmenté et branché. Le mycélium aérien est rarement
formé. Les membres de cette famille possédent une température de croissance entre 20 et 30°C,
avec un pH égal a 7, les colonies formées sont généralement de couleur orange. Certains genres
formant, dans le mycélium de substrat, soit des spores uniques ou groupés en chaines, alors que
d’autres formant des sporanges, qui renferment soit des spores mobiles ou immobiles. L’acide
aminé caractéristique est le meso-DAP, tandis que le phosphatidylethanolamine est le
phospholipide majeur, alors que les deux ménaquinones majeures sont MK-9 et MK-10 (Trujillo et
al, 2014).

D’aprés les résultats de 1’identification moléculaire et I’analyse phylogénétique de cluster V
on peut dire que les trois isolats représentatifs de ce cluster sont intéressants, d’une part, parce que
les trois souches peuvent représenter de nouveaux taxons (nouvelle espéce ou méme nouveau
genre) et d’autre part, parce qu’ils appartiennent a des genres rares. Surtout les deux genres
Verrucosispora, et Couchioplanes, dont les deux isolats, A111 et A93, sont membres, en effet, le

metabolisme secondaire de ces deux genres est peu exploité, ce qui favorise la probabilité de la

=y
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purification de nouvelles molécules a partir de ces souches, c’est la raison par laquelle que les deux

isolats, A111, A93, ont été sélectionnés pour la suite du travail.
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Figure 28 : Arbre phylogénétique basé sur ’analyse des séquences d’ADNr16s, calculé par la méthode de
neighbor joining, qui montre les relations des souches appartenant au cluster V et les souches-types des
especes les plus proches des genres Micromonospora, Verrucosispora, Actinoplanes et Couchioplanes.

6. Actinomycetes du cluster VI

Dans ce cluster on trouve un seul isolat, A79, le séquencage d’ADNr 16S a indiqué que cette
souche est proche de I’espeéce Planomonospora alba avec une similarité de 99.11 %.

Ce pourcentage de similarité faible entre 1’isolat A79 et I’espéce Planomonospora alba, indique

que cette souche est une nouvelle espece dans le genre Planomonospora, sous réserve d’hybridation

ADN-ADN.
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La figure 29, représente les relations phylogénétiques entre 1’isolat A79 et les especes les plus
proches, selon cet arbre phylogénétique, 1’isolat A79 s’aligne dans le méme clade avec ’espéce,
Planomonospora alba.

Le genre Planomonospora est un membre dans la famille de Streptosporangiaceae, suborder de
Streptosporangineae, ordre d’Actinomycetales, subclass d’Actinobacteridae, et le phylum
d’Actinobacteria (Goodfellow et al, 2015 ; Goodfellow et al, 2012a).

Le genre Planomonospora, se caractérise par la formation des sporanges cylindriques qui
liberent des spores mobiles (Chaabane et al. 2017). L’acide aminé majeur est le meso-DAP, tandis
que le madurose est le sucre caractéristique, les ménaquinones majeures sont MK-9(H2) et MK-
9(H4), alors que le phospholipide majeur est la phosphatidylethanolamine (Zhou et al 2012, Vobis
et al. 2012).

Le genre Planomonospora est un genre d’actinomycete rare (Jami et al, 2015). Les métabolites
secondaires sécrétés par ce genre sont trés peu connus. En effet, jusqu’a maintenant, une seule
molécule, planosporicin (Sherwood et al, 2013), a été purifiée et caractérisée a partir du genre
Planomonospora.

Comme la souche A79 appartient a un genre rare, et afin de vérifier les métabolites secondaires

sécrétés par cette souche, nous avons décidé de la retenir pour la suite du notre travail.

En conclusion sur un total de 294 isolats d’actinomycetes, 41 souches ont été sélectionné sur la
base de leurs morphologies macroscopiques et microscopiques. L’identification moléculaire des 41
isolats retenus, nous a permis de sélectionner 5 souches d’actinomycetes : CG3, S26, A111, A93, et
A79. Ces isolats ont été sélectionnés, parce que d’une part ils appartiennent tous a des genres rares
d’actinomycetes et peu exploité, Nocardiopsis  Saccharopolyspora,  Couchioplanes,
Planomonospora et Verrucosispora et d’autre part, plusieurs d’entre eux ont de forte probabilité

qu’ils soient de nouveaux taxons.




Resultats et Discussions

Streptosporangium roseum DSM 430217 (CP001814)

o3| Streptosporangium canum DSM 450347 (AY996844)
Streptosporangium vulgare (DSM 43802 T (X89955)
Streptosporangium album DSM 430237 (X89934)
Streptosporangium subroseum CGMCC 4.21327 (jgi. 1076288)
Streptosporangium shengliense DSM 458817 (KC513503)

60— Streptosporangium corydalis DSM 467227 (KF956806)

Streptosporangium_

48l — Streptosporangium nanhuense DSM 46674" (KF146932)

e Streptosporangium sonchi DSM 467207 (KF928747)
Streptosporangium kronopolitis NEAU-ML10" (KF956805).

—| L Streptosporangium jiaoheense JCM 30348 ( KM000836)

gg| Streptosporangium amethystogenes subsp.fukuiense JCM1 0083T ( AB537172)

Streptosporangium amethystogenes subsp. amethystogenes DSM 431797 (X89935)

Streptosporangium carneum JCM 99267 ( X89938)
Streptosporangium saharense DSM46743" ( KT581983)
Streptosporangium terrae KCTC 292077 ( JX082289)
Streptosporangium fragile DSM 43847" (U48992)

84

52 Streptosporangium violaceochromogenes DSM 438497 (U48997)

Streptosporangium anatoliense DSM 455227 (HQ157194)

A79

Planomonospora alba DSM 442277 (AB062381)

Planomonospora corallina NBRC 1106097 (KU159576)

Planomonospora parontospora DSM 431777 (D85495)

Planomonospora sphaerica DSM 446327 (AB062382)
78| Planomonospora parontospora subsp. Parontospora DSM 431777 (D85495)
57 Planomonospora algeriensis DSM 467527 ( KX029461)

Planomonospora venezuelensis DSM 43178" ( AB028655)

71 Planobispora longispora DSM 430417 (D85494)

90! Planobispora siamensis NBRC 107568" (HQ599197)
Sphaerisporangium flaviroseum DSM 451707 (EU499338)
Sphaerisporangium corydalis DSM467327 (KF956807)
Sphaerisporangium rufum NBRC 109079" ( AB842299)
27| Sphaerisporangium dianthi DSM 46736 (KF764483)

82

Sphaerisporangium cinnabarinum DSM 440947 (X89939)
Bacillus paramycoides NH24A2™ (MAQI01000012)

0.02

Figure 29 : Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences d’ADNr16s, calculé par la méthode de
neighbor joining, qui montre les relations des souches appartenant au cluster VI et les souches-types des
especes les plus proches des genres Planomonospora, Sphaerisporangium, Planobispora et
Streptosporangium.
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III.  Description morphologique, physiologique et biochimique des souches d’actinomycétes
sélectionnées.
Cette étude ne concerne que les cinq souches d’actinomycetes sélectionnées (CG3, S26,
Al11, A93, et A79). Elle consiste a comparer quelques caractéres, morphologique, biochimique et
physiologique des 5 isolats sélectionnés avec ceux des especes les plus proches, dans le but de
soulever les différences entre eux et de donner une description des nouveaux taxons.
Les caracteres utilisés pour la comparaison sont ceux décrits dans le compendium des

Actinobactéria de DSMZ: https://www.dsmz.de/collection/catalogue/microorganisms/special-

groups-of-organisms/compendium-of-actinobacteria. En effet, dans ce compendium chaque espece

d’actinomycétes est décrite en fonction de :

» La morphologie macroscopique sur les différents ISP : cela inclut la couleur du mycélium
aérien et du substrat, la production des pigments diffusibles et les pigments mélanoides.

» La morphologie microscopique : observation par microscopie électronique a balayage.

» Des caractéres physiologiques: qui incluent surtout la croissance aux différentes
concentrations de NaCl.

» Des caractéres biochimiques : qui incluent [’utilisation de 10 sources de carbones
différentes, en plus des tests biochimiques supplémentaires réalisés sur des plaques API

Campy et API Zym.



https://www.dsmz.de/collection/catalogue/microorganisms/special-groups-of-organisms/compendium-of-actinobacteria
https://www.dsmz.de/collection/catalogue/microorganisms/special-groups-of-organisms/compendium-of-actinobacteria
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Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques des isolats sélectionnés.

Isolats CG3 S26 A79 All11 A93
Genres Nocardiopsis Saccharopolyspora Planomonospora  Couchioplanes Verrucosispora
Morphologies
ISP 2- G ++ ++ - ++ ++
ISP 2-R Jaune doré Marron beige - Orange Jaune narcisse
ISP2-A Blanc Beige - - -
ISP2-S - Brun orangé - - -
ISP3-G ++ ++ + ++ ++
ISP3-R Jaune zinc Marron beige Blanc Orange Incolore
ISP3-A Blanc Beige Créme - -
ISP3-S - Brun jaunatre - - -
ISP4-G ++ ++ + ++ .
ISP4-R Jaune zinc Marron beige Incolore Orange -
ISP4-A Blanc Beige - - -
ISP4-S - Brun orangé - - -
ISP5-G ++ ++ - ++ -
ISP5-R Crém Marron beige - Incolore -
ISP5-A Blanc Beige - - -
ISP5-S - - - - -
ISP6-G + + - ++ ++
ISP6-R Jaune doré Marron beige - Jaune miel Incolore
ISP6-A Blanc Beige - - -
ISP6-S - Brun orangé - Jaune miel -
ISP7-G ++ ++ + ++ ++
ISP7-R Jaune doré Marron beige Incolore Cuivre nacré Incolore
ISP7-A Blanc Beige Incolore - -
ISP7-S - Brun orangé - Cuivre nacré -
Tolérance en 0a 18)%, Opt . 02a2.5)%, Opt 02a2.5)%, 02a2.5)%, Opt
NaCl ( 3 a)s)% Pt a5, opro ¢ 3 P Opt 3 ( 3 P
Source de
carbone
Glucose + + + + +
Arabinose - + + + -
Saccharose + + ++ + -
Xylose - + + + +
Inositol + + - ++ +
Mannose - + ++ ++ (+)
Fructose + + ++ + ++
Rhamnose - + - + ++
Raffinose - - - + +
Cellulose - - - ) -
Api zym
Phosphatase 4/5 s 5 5 5
alcaline
Estérase (C4) 3 1 3 3 2

ﬂ
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Estérase Lipase

(C8) 3 2 3 3 2
Lipase (C14) 1 0 0 1 1
Leucine
arylamidase 4 > > > >
Valine 4 3 5 2 3
arylamidase

tin
gr}}]fiamfi:dase 2 ! 2 2 !
Trypsine 1 4 5 2 3
Chymotrypsine 4/5 3 5 5 2
Phosphatase acid 4 4 5 5 5
Naphtol-AS-BI-
ph(l))sphohydrolase 45 4 ! 4 2
a-galactosidase 0 5 0 3 1
B-galactosidase 0 4 5 5 5
B-glucuronidase 0 0 0 1 0
a-glucosidase 5 4 5 5 5
B-glucosidase 4 5 5 4 5
N—acetyl—b.eta— 4/5 5 5 4 5
glucoseamidase
o-mannosidase 3 4 0 0 2
a-fucosidase 0 0 0 0 1
Api coryne
Nitrate reductase + - + + +
Pyraziamidase - + - - -
Pyrrolidonyl
arylamidase - + - + +
Phosphatase
alcaline + + + + +
B-glucuronidase - - - - -
B-galactosidase - + - + +
a-glucosidase + - + + +
N-acetyl -beta
glucoseamidase + + + - -
Esculin (B-
glucosidase) - + + + +
Uréase + + - - -
Gélatine + + - + _
G : croissance; R: couleur de mycélium de substrat; A : couleur de mycélium aérien; S: Pigment soluble.
Croissance sur les ISP: ++ = bonne; + = clairsemée; - = nulle. Croissance sur les différentes sources de carbones et

d’azotes (voir : matériels et méthode, 111.2.4).

1. Description de I’isolat CG3.

L’isolat CG3 a été obtenu a partir du sol de la sebkha de Kenadsa, wilaya de Béchar (sud-
ouest Algérien), par I’utilisation du milieu caséine amidon agar. La similarité entre I’isolat CG3 et
I’espece la plus proche, Nocardiopsis rosea, est de 99.20%, aprés le séquencage complet de geéne
qui code pour I’ARNr 16s. La comparaison entre les deux souches a soulevé plusieurs différences

morphologiques, physiologiques et biochimiques.
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Le mycélium aérien de 1’isolat CG3 est de couleur blanche sur tous les ISP utilisés, alors que
le mycélium de substrat est de couleur jaune sur les ISP (2, 3, 4 et 6), tandis qu’il est créme sur le
milieu ISP5 (tableau 5). Cependant, I’espece Nocardiopsis rosea, forme un mycélium aérien de
couleur rose blanc a rose pale, alors que le mycélium de substrat est de couleur rose pale sur tous les
milieux testés (voir annexe 3) (Li et al, 2006).

L’isolat CG3 forme un mycélium de substrat stable a la différence de la plupart des espéces

du genre Nocardiopsis ou il est fragmenté. Le mycélium aérien, formé par I’isolat CG3, est bien
développé et porte des courtes chaines de spores avec une surface lisse (figure 30).
Parmi les 10 sources de carbones testées, 1’espéce Nocardiopsis rosea utilise le rhamnose et
I’arabinose (Li et al, 2006), a la différence de notre isolat CG3 qui ne les utilise pas. Cependant
I’isolat CG3 et I’espece Nocardiopsis rosea ont un métabolisme similaire vis-a-vis des autres
sources de carbones testées. D’autres différences biochimiques ont été signalées dans les plaques
API, par exemple, la souche CG3 est uréase positif et peut liquéfier la gélatine a la différence de
I’espeéce Nocardiopsis rosea, qui est uréase négatif et ne peut pas liquéfier la gélatine (voir annexe
3).

D’apres ces différences, morphologiques, physiologiques et biochimiques, qui existent entre
I’isolat CG3 et I’espece la plus proche Nocardiopsis rosea, on peut conclure que I’isolat CG3
représente une nouvelle espéce dans le genre Nocardiopsis, mais sous reserve d’hybridation ADN-

ADN.

Figure 30: Micromorphologie de mycélium aérien, vue par microscopie ¢lectronique a balayage, de
la souche CG3, montrant des chaines de spores courtes et droites a surface lisse, aprés croissance
sur le milieu ISP3 additionnée de 3% de NaCl et incubé pendant 18 jours a 37 ° C. échelle : 200 nm.

o]
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2. Description de I’isolat S26.

La souche S26, a été isolée a partir de sédiments du lac d’Ain-ourka (wilaya de Naama) en
utilisant le milieu caséine amidon agar. Cet isolat appartient au genre Saccharopolyspora, avec une
similarité élevée de 99.87%, avec I’espece Saccharopolyspora erythraea.

L’isolat S26 et I’espece Saccharopolyspora erythraea présentent beaucoup de similitudes
entre eux, en effet, 1’utilisation des différentes sources de carbone par I’isolat S26 est similaire avec
I’espéce la plus proche, Saccharopolyspora erythraea, sauf que I’isolat S26 n’utilise ni la raffinose
ni la cellulose alors que 1’espéce Saccharopolyspora erythraea utilise ces deux sucres.

L’isolat S26 partage la méme morphologie microscopique avec 1’espéce Saccharopolyspora
erythraea, puisque les deux forment un mycélium de substrat ramifi¢ qui se fragmente, a maturité,
en ¢léments coccoides et bacillaires. Alors que le mycelium aérien est formé par une chaine de
spores entourée par une gaine épineuse (figure 31). Cette micromorphologie est typique pour les
souches qui appartiennent a 1I’espeéce Saccharopolyspora erythraea, cependant, les autres espéces du

genre Saccharopolyspora forment une chaine de spores entourée par une gaine lisse.

Figure 31 : Micromorphologie de mycélium aérien, vue par microscopie électronique a balayage,
de I’isolat S26 montrant les chaines de spores entourées par une gaine épineuse. Echelle : 200 nm.

Certaines différences macromorphologiques entre 1’isolat S26 et I'espéce Saccharopolyspora
erythraea ont été soulevées, le mycélium aérien de 1’isolat S26 est de couleur marron beige, alors
que le mycélium de substrat est de couleur beige sur les différents ISP utilisés. La couleur de
mycélium aérien de I’espece Saccharopolyspora erythraea varie du rose pale a modérément marron

grisatre, parfois il est blanc, en fonction du milieu de culture utilisé (Labeda et al, 1987). En ce qui
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concerne les pigments mélanoides et diffusibles, les deux souches sécrétent des pigments solubles
de couleur brun jaunatre a brun orangé¢ pale sur la plupart des milieux de culture utilisés, de méme
les deux souches ne produisent pas de pigment mélanoide (annexe 3).

D’apres les résultats de I’identification moléculaire, ainsi que la comparaison, entre 1’isolat
S26 et I’espece Saccharopolyspora erythraea, on peut dire, que I’isolat S26 est identique a I’espece
Saccharopolyspora erythraea,

3. Description de P’isolat A79.

La souche A79 a été isolée a partir des palmiers d’Ain-Salah, en utilisant le milieu acide
humique vitamine B, aprés I’enrichissement du sol par la méthode de réhydratation-centrifugation.
L’identification moléculaire a montré que 1’isolat A79 est proche de 1’espéce Planomonospora alba
par une similarité de 99.11%.

Les membres du genre Planomonospora sont faciles a reconnaitre sous microscope optique
par la formation des sporanges cylindriques qui libérent des spores mobiles par des flagelles
(Chaouch et al, 2017). On distingue deux groupes de Planomonospora en fonction du type
d’arrangement des sporanges cylindriques : le groupe de P. parontospora, dont les sporanges sont
disposés en deux rangées parall¢les ressemblant & des bananiers, et le groupe P. venezuelensis, dont
les sporanges sont disposés en deux rangées paralleles sous la forme de feuilles de palmier

(Suriyachadkun et al. 2016).

Figure 32: Micromorphologie de mycélium aérien, vue par microscopie €lectronique a balayage, de
I’1solat A79 montrant les sporanges disposés en deux rangées paralleles ressemblant a des bananiers
(groupe de P. parontospora). Echelle : 200 nm.
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La microscopie électronique a balayage a montré que la souche, A79 et I’espéce
Planomonospora alba, (figure 32) partage la méme morphologie microscopique, en effet, les deux
forment des sporanges cylindriques attachés en deux rangées paralleles a un mycélium aérien, sous
la forme de bananier, de ce fait, ils appartiennent au groupe de P. parontospora.

La comparaison des caractéres culturaux de l’isolat A79 avec 1’espéce Planomonospora
alba a montré I’existence de plusieurs différences macromorphologiques entre eux, en effet, 1’isolat
A79 ne peut croitre que sur les ISP 3, 4 et 7, a la différence de 1’espece Planomonospora alba qui
possede une bonne croissance sur tous les ISP (de 2 a 7) (Mertz, 1994). Le mycélium aérien de
I’isolat A79 est de couleur créme sur le milieu ISP3, incolore sur le milieu ISP7, tandis qu’il est
absent sur le milieu ISP4, alors que ’espéce Planomonospora alba forme un mycélium aérien de
couleur blanche sur les milieux ISP 2, 3, 4 et 5, tandis que sur les milieux ISP 6 et 7 le mycélium
aérien est absent. Les pigments diffusibles et mélanoides ne sont pas produits par les deux (I’isolat
A79 et I’espece Planomonospora alba) (Mertz, 1994) (annexe 3).

Les différences entre I’isolat A79 et I’espéce Planomonospora alba s’étend aux caractéres
biochimiques, en effet, I’espéce Planomonospora alba est pauvre métaboliquement, puisqu’elle ne
peut utiliser que trois sucres, glucose arabinose et rhamnose, sur les dix sucres testés, a la différence
de I’isolat A79 qui peut utiliser sept sucres, parmi les dix sucres testés : glucose — arabinose —
saccharose — xylose — inositol — mannose - fructose. La nitrate réductase est positive pour 1’isolat
A79 mais négative pour 1’espece Planomonospora alba, alors que la liquéfaction de gélatine est
négative pour I’isolat A79 tandis qu’elle est positive pour 1’espece Planomonospora alba (annexe
3).

D’aprés cette comparaison on peut conclure que 1’isolat A79 représente une nouvelle espéce
dans le genre Planomonospora sous la réserve de I’hybridation ADN-ADN.

4. Description de I’isolat A111.

La souche Al111 a été isolée a partir des palmiers d’Ain-Salah, en utilisant le milieu acide
humique vitamine B, aprés 1’enrichissement du sol par la méthode de réhydratation-centrifugation.
L’identification moléculaire a montré que 1’isolat A111 est proche de 1’espéce Couchioplanes
caeruleus subsp. azureus par une similarité de 98.74%, alors que 1’analyse phylogénétique, figure
28, a montré que I’isolat A111 s’aligne sous le méme clade avec ’espece Actinoplanes lichenis.

Le genre Couchioplanes, proposé par Tamura et al 1994, appartient a la famille de
Micromonosporaceae, ordre de Micromonosporales, et phylum d’Actinobactéria. 11 est considéré
comme un genre rare puisque, jusqu’a maintenant, il ne regroupe qu’une seule espece,

Couchioplanes caeruleus, avec deux sous-especes.
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Le genre Couchioplanes se distingue morphologiquement par rapport au genre le plus
proche, Actinoplanes, par I’absence de la formation des sporanges, et les chaines de spores formées
s’agrégent sous forme de grappe qui ressemblent aux sporanges sous microscope optique. Les
spores, formées par fragmentation de mycélium aérien (arthrospores), sont mobiles par des
flagelles.

L’observation par microscopie électronique a balayage de mycélium aérien de 1’isolat A111
(figure 33), indique que cette souche ne forme pas de sporange, mais elle forme de courtes chaines
d’arthrospores mobiles (3 a 5 spores) de surfaces lisses. Cette description corrobore parfaitement

avec la morphologie microscopique du genre Couchioplanes.

Figure 33: micromorphologie de mycélium acrien, vue par microscopie ¢lectronique a balayage, de
I’isolat A111 montrant des courtes chaines d’arthrospores (3 a 5 spores) de surfaces lisses. Echelle :
200 nm.

L’isolat A111 differe beaucoup par rapport a I’espéce Couchioplanes caeruleus subsp.
azureus, en effet, le mycélium de substrat de I’isolat A111 est de couleur orange sur les ISP (2, 3 et
4), incolore sur ISP5, jaune miel sur ISP6, ou cuivre nacré sur ISP7, a la différence de 1’espece
Couchioplanes caeruleus subsp. azureus ou la couleur de mycélium de substrat varie de la couleur
vert foncé au bleu foncé. L’isolat A111 produit des pigments solubles de couleur jaune miel sur le
milieu ISP6 et cuivre nacré sur le milieu ISP7, alors que I’espéce Couchioplanes caeruleus subsp.
azureus ne produit aucun pigment soluble. A noter que I’isolat A111 et I’espéce Couchioplanes
caeruleus subsp. azureus, ne produisent ni mycélium aérien ni pigments mélanoide. D’autres

différences biochimiques sont observées, en effet, I’isolat A111 utilise les dix sucres testés comme
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seule source de carbone, alors que ’espece, Couchioplanes caeruleus subsp. azureu, n’utilise que le
glucose, le fructose 1’inositol et le saccharose. La production de nitrate réductase et la liquéfaction
de gélatine est positive pour les deux souches (voir annexe 3) (Tamura et al, 1994).

L’identification moléculaire, et la comparaison entre I’isolat Alll et I’espéce
Couchioplanes  caeruleus subsp. azureus, rtévele 1’existence de plusieurs différences
morphologiques et biochimiques, donc on peut dire que I’isolat A111 représente une nouvelle
espece dans le genre Couchioplanes sous la réserve de I’hybridation ADN-ADN.

5. Description de I’isolat A93.

La souche A93 a été isolée a partir des palmiers d’Ain-Salah, en utilisant le milieu acide

humique vitamine B, aprés 1’enrichissement du sol par la méthode de réhydratation-centrifugation.
L’identification moléculaire a montrer que 1’isolat A93 est proche de I’espece Verrucosispora maris
par une similarité de 97.77%. Alors que I’analyse phylogénétique de la figure 28 a montré que
I’isolat A93 se détache nettement des especes des genres les plus proches, et forme un clade séparé,
ce qui favorise la probabilité que 1’on est en présence d’un nouveau genre.
Le genre Verrucosispora, propos¢ par Rheims et al 1998, appartient a la famille de
Micromonosporaceae, ordre de Micromonosporales, classe et phylum d’Actinobactéria.
Actuellement on compte huit espeéces dans ce genre, et il est considéré comme un genre rare (Xie et
al, 2018).

Le genre Verrucosispora se ressemble, morphologiquement, aux genres Micromonospora et
Salinospora, par la formation des spores uniques et immobiles, dans le mycélium de substrat
(Goodfellow et al, 2012b). La morphologie microscopie de 1’isolat A93 est différente par rapport a
la morphologie du genre Verrucosispora. En effet les spores uniques n'ont pas été observées dans le
mycélium de substrat, par contre de courtes chaines de spores entourées par une gaine, sont formées
par le mycélium de substrat de I’isolat A93 (figure 34), ce qui renforce la probabilité que I’isolat
A93 n’appartient pas au genre Verrucosispora, et que cette souche peut étre affiliée a un genre

différent.
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Figure 34 : Micromorphologie de mycélium aérien, vue par microscopie électronique a balayage,
de I’isolat A93, montrant de courtes chaines d’arthrospores entourées par une gaine. Echelle : 200
nm.

Pour les caractéres culturaux, 1’isolat A93 peut croitre que sur les ISP (2, 3, 6 et 7). Le
mycélium aérien de 1’isolat A93 est absent sur tous les ISP utilisés, alors que le mycélium de
substrat est soit de couleur jaune narcisse sur I’ISP2 ou incolore sur les ISP (3, 6 et 7). L’isolat A93
peut utiliser, le glucose, le xylose, 1’inositol, le mannose, le fructose, le rhamnose, et la raffinose
comme seule source de carbone, alors que la cellulose, 1’arabinose, et le saccharose ne peuvent pas
étre utilisées. La nitrate réductase est positive, tandis que la liquéfaction de gélatine et I’uréase sont
négatives pour I’isolat A93.

D’aprés les différences morphologiques, biochimiques et physiologiques, observées entre
I’isolat A93 et les especes les plus proches du genre Verrucosispora, ainsi que 1’étude
phylogénétique, on peut dire que 1’isolat A93 représente un nouveau taxon dans la famille de
Micromonosporaceae, cependant une étude taxonomique plus détaillée est nécessaire pour trancher
sur la position taxonomique exacte de I’isolat A93.

IV.  Etude des propriétés antagonistes des cinq isolats d’actinomycetes sélectionnés.

Apres la caractérisation partielle des cinq isolats d’actinomycetes intéressants sélectionnés,
nous avons procédé a 1’étude de leurs propriétés antagonistes, afin de sélectionner la souche la plus
active qui subit, ensuite, une caractérisation compléte puis une extraction et une purification de ces
métabolites secondaires. L activité antimicrobienne des cing isolats sélectionnés a été étudiée contre
dix microorganismes dont quatre bactéries a Gram positif, trois bactéries a Gram négatif et trois

champignons. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 7.

]



Resultats et Discussions

Tableau 7 : Propriétés antimicrobiennes des six souches d’actinobactéries sélectionnées (CMI :

pug/ml).
Souches d’actinomycetes | CG3 ‘ S26 ‘ A79 ‘ Alll | A93 Témoin positif
Gram positif Oxytétracycline
Bacillus subtilis 0.52 0.52 - - - 2.08
Staphylococcus aureus 2.08 0.52 66.66 8.33 - 0.05
Micorococcus luteus 2.08 0.52 - - - 0.52
Mycobacterium smegmatis 66.66 - - - - 1.66
Gram négatif
Chromobacterium violaceum 1.04 2.08 33.33 66.66 - 0.52
Pseudomonas aeruginosa 66.66 - - - - 1.66
Escherichia coli TolC 2.08 1.04 33.33 - - 1.66
Champignons Nystatin
Mucor hiemalis 16.66 16.66 66.66 - - 4.16
Candida albicans 66.66 - - - - 8.8
Pichia anomala 66.66 - - - - 4.16

-: pas d’activité.

D’aprés le tableau ci-dessus, on remarque que sur les cinq isolats sélectionnés, quatre
souches ont montré une activité antimicrobienne contre au moins un microorganisme test utilisé,
alors que I’isolat A93 est dépourvu d’activité contre les 10 germes cibles

Les deux isolats A79 et 111 ont montré une activité antimicrobienne faible. En effet, 1’isolat
A111 a été actif contre deux bactéries, Staphylococcus aureus et Chromobacterium violaceum, avec
des valeurs de CMI de 8.33 ug/ml et 66.66 ug/ml respectivement, tandis que 1’isolat A79 a été actif
contre trois bactéries, dont deux a Gram négatif (Chromobacterium violaceum, Escherichia coli
TolC, avec la méme CMI de 33.33 pg/ml), une bactérie a Gram positif (Staphylococcus aureus avec
une CMI de 66.66 pg/ml) et un champignon, Mucor hiemalis, avec une CMI de 66.66 pg/ml.

Les deux isolats, S26 et CG3, ont enregistré une bonne activité¢ antimicrobienne. En effet,
I’isolat CG3 a été actif contre tous les germes cibles utilisés, avec des valeurs de CMI variant entre
0.52 pg/ml contre ’espéce Bacillus subtilis, 2.08 pg/ml contre Staphylococcus — aureus,
Micorococcus luteus et Escherichia coli TolC et 66.66ug/ml contre les especes : Mycobacterium
smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans et Pichia anomalas.

Aussi, I’isolat S26 a montré une trés bonne activité contre les bactéries a Gram positif, sauf
Mycobacterium smegmatis, avec une CMI de 0.52 pg/ml, et une activité antibactérienne contre les
bactéries a Gram négatif, sauf contre Pseudomonas aeruginosa, aves une CMI de 2.08 pg/ml
(contre Chromobacterium violaceum) et 1.04 ng/ml (contre Escherichia coli TolC), tandis que

I’activité antifongique a été observée que contre la moisissure, Mucor hiemalis (CMI : 16.66

pg/ml).
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La souche S26 est identique avec 1’espece Saccharopolyspora erythrea, selon les résultats
de I’identification moléculaire. En effet cette espece est connue par la sécrétion de I’antibiotique
érythromycine qui posseéde un large spectre d’activité contre les bactéries a Gram positif et négatif
(Karnicar et al, 2016). De ce fait, I’isolat S26 pourrait donc sécréter aussi des érythromycines, au
vu de leur activité similaire avec 1’espéce S. erythrea. En plus des érythromycines, la souche S26
peut sécréter aussi d’autres molécules puisqu’elle a montré une activité antifongique contre la
moisissure Mucor hiemalis.

En ce qui concerne I’isolat CG3, cette souche appartient au genre Nocardiopsis, qui est
connu par la production de diverses molécules bioactives, (Kim et al, 2017). Par exemple, les deux
molécules nocapyrones et griseusins ont une activité antimicrobienne (Kim et al, 2014 ; Zhang et
al, 2015), alors que, la kalafungin, fijiolides, et 1’apoptolidins sont des molécules anticancéreuses
(Lu et al, 2015; Kurzawa et al, 2018 ; Serrill et al, 2015), tandis que la molécule, la
nocardiopsins, est une immunomodulateur (Raju et al, 2013).

L’isolat A93 est inactif alors que les isolats A79 et A111 ont montré une faible activité
antimicrobienne. Ces trois isolats (A79, Alll et A93) appartiennent tous a des genres
d’actinomycetes rares qui sont trés rarement mentionnés dans la bibliographie comme source de
métabolites secondaires bioactifs. En effet, a partir du genre Planomonospora (dont 1’isolat A79 est
membre), une seule molécule (planosporicin), jusqu’a présent, a ¢été isolée et caractérisée
(Sherwood et al, 2013), de méme, 1’isolat A111, qui appartient au genre Couchioplanes, a donner,
jusqu’a maintenant, qu'une seule molécule antifongique, antibiotic 67-121D (Wright et al, 1977).
Les molécules bioactives sont, pour certains genres rares d’actinomycetes, codées par des genes
silencieux qui ne s’expriment pas dans les conditions de cultures normales (Okada et al, 2017), de
ce fait une induction d’expression de ces génes est nécessaire (Mao et al, 2018). Cette induction
peut étre réalisée par différentes manicres, dont le changement des conditions de cultures
(température, pH, NaCl), I’ajout de certains agents inducteurs (métaux lourds, vitamines...) ou
I’application de la coculture (Athira et al, 2017).

D’apres les résultats de D’identification moléculaire, ainsi que les résultats de D’activité
antimicrobienne, en plus de I’analyse des extraits bruts des cinq souches d’actinomycetes
sélectionnées, nous avons retenu pour la suite du travail que I’isolat CG3, pour les critéres suivants :

- Il représente une nouvelle espece dans le genre Nocardiopsis.

- Possede une tres bonne activité antimicrobienne.

- Produit plusieurs métabolites, dont certains ne correspondent a aucune molécule enregistrée

dans la base de données des molécules chimiques, dictionnaire des produits naturels (CRC

press ; Taylor et Francis group), (voir la séction V1.2, partie resultats et discussions).




Resultats et Discussions

V. Hybridation ADN-ADN et description de Nocardiopsis becharensis nov sp.
1. Hybridation ADN-ADN.

Cette analyse a été entreprise afin de confirmer que I’isolat CG3 représente une nouvelle espece
dans le genre, Nocardiopsis. Selon Stackebrands et Gobel, 1994, quand le pourcentage de
similarit¢ entre deux souches est inférieur ou égale a 97%, le pourcentage de réassociation
ADN/ADN ne correspond jamais a des pourcentages supérieurs a 70%. Ce seuil (70%) permet le
placement ou non des deux souches dans une méme espece. Récemment ce seuil de similarité a été
relevé d’abord a 98,2% par Meier-Kolthoff et al. (2013), puis, par la suite a 98.65% par Kim et al.
(2014).

Les résultats de 1’identification moléculaire de I’isolat CG3 a indiqué qu’elle est proche de,
Nocardiopsis rosea YIM 90094T (99.2%), Nocardiopsis gilva YIM 90087" (98.5 %) et
Nocardiopsis rhodophaea YIM 90096 (98.2 %). D’aprés le seuil fixé par Kim et al. (2014)
(98.65 %), une hybridation ADN-ADN est nécessaire entre 1’isolat CG3 et 1’espece la plus proche,
Nocardiopsis rosea YIM 900947, afin de verifier si les deux sont identiques.

Les résultats de cette hybridation ont indiqué un pourcentage de réassociation ADN/ADN ¢gale
a (18.0-53.2) %. Donc on peut dire que 1’isolat CG3 représente une nouvelle espece dans le genre
Nocardiopsis.

2. Etude taxonomique de I’isolat CG3 et description de Nocardiopsis becharensis sp. nov.

Afin de compléter 1’étude taxonomique partielle de la souche CG3 donnée dans la description
des nouveaux taxons d’actinomycetes isolés a partir du sol algérien (séction III, partie : resultats
et discussions), une caractérisation polyphasique compléte portée sur 1'étude approfondie des
caractéres chimiotaxonomiques, physiologiques et biochimiques, a ét¢ réalisé.

La comparaison entre I’isolat CG3 et les especes types les plus proches, Nocardiopsis rosea
YIM 90094 T, Nocardiopsis gilva YIM 90087 ', Nocardiopsis rhodophaea YIM 90096 T, est
donnée dans le tableau 8.

L’isolat CG3 est un actinomycete a Gram positif, formant un mycélium de substrat stable
filamenteux et ramifier, sur lequel un mycélium aérien de couleur blanche est formé, qui porte de
courtes chaines de spores de surface lisse, aprés 18 jours d’incubation a 37°C sur le milieu ISP3

(figure 30).

Le mycélium de substrat & une couleur jaune d’or, sur les milieux Czapek, ISP2 et PDA,
jaune zinc sur les milieux ISP3 et ISP4, alors que sur le milieu ISP5 la couleur est créme. Les
pigments mélanoides ainsi que les pigments diffusibles ne sont pas sécrétés sur tous les milieux de

culture utilisés.
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L’étude chimotaxonomique indique que la paroi cellulaire de la souche CG3 est caractérisée

par la présence de 1’acide meso-diaminopimelique, alors que le ribose et le galactose sont les sucres

caractéristiques (figure 35).
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Figure 35 : résultat de I’analyse des sucres de 1’isolat CG3.

Les phospholipides détectés dans la membrane plasmique de I’isolat CG3 sont: le
diphosphatidylglycérol (DPG), la phosphatidylcholine (PC), le phosphatidylglycérol (PG), la
phosphatidyléthanolamine, (PE), le phosphatidylinositol (PI), le phosphatidylméthyléthanolamine
(PME) et le phosphatidylinositol mannosides (PIM), ainsi que trois phospholipides non déterminés
(PL5, PL10) et deux glycolipides inconnus (GL3, GL4) (figure 36). Alors que les acides gras
dominants dans la membrane plasmique de I’isolat CG3 sont : is0-Cie: 0 (17,1 %), is0-Ci7:0 (13,5 %),
Cis0 (11,4 %), Cis:0 10-methyl (TBSA) (11.0%) (Tableau 8). Les principales quinones respiratoires
sont : MK-11(H0) MK-11(H2), MK-11(H4), MK-11(H6) et MK- 11(H8) (Tableau 8).
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Figure 36 : résultats de ’analyse des phospholipides de I’isolat CG3.

DPG: diphosphatidylglycerol. PG :  phosphatidylglycerol. =~ PC:  phosphatidylcholine.  PI:
phosphatidylinositol. PE : phosphatidyléthanolamine. PME : phosphatidylméthyléthanolamine. PIM :
phosphoinositol mannoside. PL : phospholipides non déterminé. GL : glycolipide non déterminé. APL :
aminophospholipide non déterminé. AL : amino lipide non déterminé.
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L’intervalle de la croissance pour la température variée entre 20 a 50 °C, avec un optimal de
37°C. La souche CG3 tolére des valeurs de pH entre 6 a 12 avec un optimum a 7.5. Alors que la

tolérance vis-a-vis le NaCl est entre 0-18% avec un optimum entre 3 a 7%.

L’isolat CG3 peut utiliser, le D-fructose, le myo-Inositol, le D-maltose, le D-ribose, le
saccharose, le glycérol, I’acétate de sodium et I’amidon comme seule source de carbone, alors que
le D-galactose, le D-mannose, le L-rhamnose, le D-xylose, 1’arabinose, le D-cellobiose, le D-
lactose, le D-mannitol, le D-raffinose, le D-sorbitol et le D-xylitol, ne peuvent pas étre utilisé.
L’alanine, ’arginine, la glycine, I’histidine, I’adénine, 1’acide glutamique, la lysine, la méthionine,
la phénylalanine, la thréonine et la valine peuvent étre utilis€ comme seule source d’azote, alors
que, I’arginine, la cystéine, I’hydroxyproline et le tryptophane ne peuvent pas étre utilisé. L’isolat

CG3 est nitrate réductase positive et uréase positif. Elle peut liquéfier la gélatine (Tableau 8).

D’apres les différences, génotypique, phénotypique, biochimique et chimotaxonomique,
entre I’isolat CG3 et les espéces type du genre Nocardiopsis les plus proche, on peut conclure que
I’isolat CG3 représente une nouvelle espece dans le genre Nocardiopsis, et le nom Nocardiopsis
becharensis sp. nov. a été proposé (Be. Cha. r. en’sis. N.L. fem. adj. becharensis par rapport a

Bechar, la source de 1’échantillon a partir de laquelle cette souche a été isolée).

La séquence de I’ADNrl6s de la souche CG3 a été déposée dans la GenBank sous le
numéro d’accession MG972881 (annexe 4). Alors que la souche, quant a elle, a été¢ déposée dans
deux collections, la DSMZ, sous le numéro DSM 1065727, et la NCCB (The Netherlands Culture

Collection  of Bacteria) sous le numéro NCCB100649" (voir annexe 4).
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Tableau 8: Les caractéres qui différencient la souche CG3 des autres especes les plus proches du genre Nocardiopsis. souches: 1, CG3; 2,
Nocardiopsis rosea YIM 90094 '; 3, Nocardiopsis gilva YIM 90087 T; 4, Nocardiopsis rhodophaea YIM 90096 T (Li et al, 2006).

Caractéristiques 1 2 3 4
Mycelium de substrate Stable fragmenté fragmenté fragmenté
Température de croissance (°C) 25-50 20-60 1040 20-60
Température optimale de croissance (°C) 37-40 37-40 28-30 37-40
pH de croissance/ pH optimal de croissance. 6-12/ Opt : 7.5 6-9/ Opt : 7.2 6-9/Opt : 7.2 6-9/Opt : 7.2
Nitrate réductase + + + -
Liquéfaction de gélatine + - - -
Uréase + - - -
Utilisation de différentes sources de carbones
D-Galactose — - + —
D-Maltose + + - -
L-Rhamnose — + — —
D-Ribose + + — +
D-Xylose - - + -
L Arabinose — + + +
D-Cellobiose - + -
D-Lactose — + + —
D-Mannitol - - + -
D-Raffinose - - + -
D-Sorbitol — — + -
Chimiotaxonomie
Lipides polaires DPG, PG, PC PME, PE, | DPG, PG, PC PME, PE, | DPG, PG, PC PME, PE, | DPG, PG, PC PME, PE,
PIM, PI, PL5, PL10, GL3, | PI, PL4, GL4 AL3, APL1. | PI, PL4, AL3, PL9, GL3. | PIM, PL4, GL4, AL3, PLx,
GLA4. APLI.
Menaquinones MH-11 (HO, H2, H4, H6, | MK-11 (HO, H2, H4), | MK11- (HO, H2, H4, H6). | MK-11 (HO, H2, H4, H6);
H8). MK-10 (HO, H2). MK-10 (H2).
Acide gras i-Cl6:1 G, i-C16:0, i- | i-C16:0, ai-C17:0, 10-Met | i-C16:1 G, 10-Met C18:0 i-C16:0, ai-C17:0, 10-Met
C17:0, ai-C17:0, C18:0, 10 | C17:0. C18:0
Met C18:0. o
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VI.  Etude des métabolites secondaires sécrétés par I’isolat CG3.

1. Fractionnement de D’extrait brut méthanolique et localisation des métabolites
bioactive sécrétés par I‘isolat CG3.
L’extrait brut méthanolique de I’isolat CG3 préparé a partir du milieu SM+3% de NaCl,
subit un fractionnement par HPLC muni d’un collecteur de fraction sur des microplaques de 96
puits, dans le but de repérer la ou les pics qui correspond aux molécules actives. Les résultats du
fractionnement contre la bactérie Staphylococcus aureu, et la moisissure, Mucor hiemalis, sont
montrés dans la figure 37.
Selon les résultats du fractionnement représentés dans la figure 37, on remarque qu’il existe
trois zones d’activités, (1D, 1F), (3F, 3H), (4B, 4D), par corrélation avec le spectre d’HPLC obtenu,
les pics des molécules actives se localisent dans les intervalles des temps de rétention : (1.5, 3) min,

(10.5, 12) min et (14, 15.5) min, respectivement.
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Figure 37: profile de fractionnement par HPLC de I’extrait brut méthanolique de I’isolat CG3, préparé a

partir de milieu SM+ 3 % NaCl, contre, A : Staphylococcus aureus ; B : Mucor hiemalis.
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2. Détermination des formules brutes des métabolites secrétées par I’isolat CG3 par

HPLC couplée a la spectrométrie de masse (HRESIMS).

Afin de déterminer les poids moléculaires ainsi que les formules brutes des molécules
intéressantes, 1’extrait brut méthanolique de I’isolat CG3 est analysé par HPLC couplé aux
spectroscopies de masse de type maXis (Spectrométrie de masse a haute résolution en mode
d’ionisation électrospray ou HRESIMS).

La figure 38 montre les résultats obtenus de cette analyse.

Intens.
[mAU]7] 54
x105

54

14 26

39
2 35
13 4517 19 J\ 25| ‘o7 3'33) 3 Urﬁ“ 47 49
Jaase T m R e temlaenE] W AAUTRANE e
o1
T T
75 10

T y T T T T T
0.0 25 5.0 .0 125 15.0 175 20.0 225 Time [min]
[=—CG3 sM37 conc_3_01_9390.d: LV Cl 200-600 nm |

52 |
s 275 .
o5 570 SlssJu il s w x
:

Figure 38 : Profile de I’analyse de I’extrait brut méthanolique de 1’isolat CG3, par HPLC couplé
aux spectrométries de masse (HRESIMS).

Par comparaison entre les figures 38 et 37, la premicre zone d’activité dans la figure 37,
(1D, 1F), correspond aux deux pics numéros 12 et 13 dans la figure 38. Ces pics ont un temps de
rétention de 2.77 min et 2.8 min respectivement, enregistrés sur HRESIMS.

Les résultats de HRESIMS indiquent que les deux pics 12 et 13, ont le méme poids
moléculaire (m/z: 334), et la méme formule brute (CisHisN4Os) (figure 39). Ainsi, les deux
molécules possédant les mémes valeurs de maximales d’absorbance d’UV-visible enregistrée a
(216, 245, 362) nm (figure 39).
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Figure 39 : spectre de HRESIMS du pic numéro 13.
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La recherche dans la base de données des molécules chimiques naturelles, dictionnaire des
produits naturels (CRC press ; Taylor et Francis group), révele I’existence de quatre molécules qui
partage la méme formule brute, (CisHi1sN4Os), que celles des deux métabolites qui correspondent
aux pics numéros 12 et 13 (tableau 9). Ces quatre molécules sont des dérivées de mitomycine.

Parmi ces quatre molécules, la mitomycine C ainsi que son stéréoisomere, partageant les
mémes valeurs maximales d’absorbance d’UV-visible que celles des deux molécules numéros 12 et
13, ce qui indique que ces deux derniéres sont des molécules connues, et sont identiques aux deux

molécules la mitomycine C et le stereoisomer de la mitomycine C.

Tableau 9 : Résultat de la recherche de la formule brute, CisHisN4Os, dans le dictionnaire des

produits naturels, qui correspond aux deux métabolites numéros 12 et 13 sécrétés par la souche

CG3.

Nom chimique Formule brute
Albomitomycin A ; CisH18N4Os
Mitomycin C CisH18N4Os
Mitomycin C ; O- De-Me, N-Me Ci5H18N4Os
Mitomycin C ; Stereoisomer CisH18N4Os

Les mitomycines sont des molécules utilisées dans le traitement de certains types de cancer,
issue de I’espéce Streptomyces caespitosus (Bhattacharya et al, 2015).

Les deux pics numéros 39 et 43, qui ont un temps de rétention de 7.70 min et 7.79 min
respectivement (Tableau 9), correspondent a la deuxieéme zone d’activités (3F, 3H) de la figure 37.
Les résultats de 1’analyse par HPLC couplé aux spectrométries de masse (HRESIMS), indique que
ces deux métabolites ont le méme poids moléculaire, la méme formule brute (C23H29NO3), ainsi que
les mémes valeurs maximales d’absorbances d’UV-Visible (220, 285, 298, 340 et 360) nm (figure
40).
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Figure 40: spectre de HRESIMS du pic numéro 39.
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La recherche dans la base de données ‘dictionnaire des produits naturels’ (CRC press ;
Taylor et Francis group), des molécules qui partage la méme formule brute (C23H20NOs3) avec les
deux métabolites 39 et 43, révele I’existence de 13 molécules (Tableau 10), dont huit alcaloides,
obtenues tous a partir des plantes et qui possedent une absorbance d’UV-Visible tres éloigné des
deux molécules numéros 39 et 43. Les deux molécules, chartarutine G et H (Tableau 10), isolées a
partir de moisissure Stachybotrys chartarum (Indraningrat et al, 2016), possédent un maximum
d’absorbance d’UV-visible différent par rapport aux deux métabolites 39 et 42. De méme, les
molécules, I’indosespene (Li et al, 2012) et I’epipyridone (Kemami et al, 2007), obtenues a partir
de Dl’actinomycete Streptomyces HKI059 (Li et al, 2012), et le champignon Epicoccum sp
(Kemami et al, 2007), respectivement, ne partagent pas les mémes valeurs d’absorbance
maximales d’UV-Visible avec les métabolites numéros 39 et 43, ce qui indique qu’elles sont
différentes de ces deux dernieres.

La derniére molécule, la carbazomadurine B (Tableau 10), est un carbazole alcaloide,
obtenu a partir de 1’actinomycete Actinomadura madurae (Kotoda et al, 1997), cette molécule a les
mémes valeurs de maximales d’absorbance d’UV-Visible que les deux métabolites 39 et 43, mais
avec un profil d’absorbance d’UV-Visible différent.

Tableau 10 : Résultat de la recherche de la formule brute, C23H20NO3, dans le ‘dictionnaire des
produits naturels’, qui correspond aux deux métabolites numéros 39 et 43, sécrétés par la souche

CG3.

Nom chimique Formule brute
Caldaphnidine A C23H290NO3
Carbazomadurin B C23H29NO3
Chartarutine G C23H20NO3
Chartarutine h C23H20NO3
Cycloguineense A C23H290NO3
Cycloguineense A ; 1,8 a-diepimer C23H290NO3
Daphnilongeranine C ; 14, 15- Didehydro, Me ester C23H29NO3
Epipyridone C23H290NO3
Holadienine ; 11-Acetoxy, 17,20-didehydro, N-de-Me C23H29NO3
Indosespene C23H290NO3
Lycopecurine ; 2 Benzoyloxy C23H29NO3
Mycoleptodiscin A ; 9-Hydroxy C23H290NO3
Piperundecalidine C23H290NO3

D’aprés ces résultats, les deux métabolites 39 et 43, peuvent représenter de nouvelles

molécules, qui doivent étre confirmées par la purification et la détermination de leurs structures.
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La troisiéme zone d’activités dans la figure 38 correspond aux pics numéros 50, 52, 54 dans
la figure 39. Ces trois pics ont un poids moléculaire (m/z) de 312, 312 et 283 respectivement
(figure 41), et les trois métabolites possédent les mémes valeurs de maximales d’absorbance d’UV-
Visible, enregistrés a 220, 254 et 310 nm. La recherche dans la base de données ‘dictionnaire des
produits naturels’ (CRC press ; Taylor et Francis group), des molécules qui partage la méme
formule brute que les métabolites numéros 50, 52 et 54, révele I'existence de plusieurs molécules
qui appartiennent a la classe des flavonoides et dont les valeurs maximales d’absorbance d’UV-
Visible est similaire a ces trois métabolites, ce qui indique que ces trois derniéres molécules sont

aussi des flavonoides.
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Figure 41 : spectre de HRESIMS du pic numéro 50.

Les flavonoides sont des métabolites secondaires généralement sécrétés par les plantes
(Panche et al, 2016). L’extrait méthanolique de la souche CG3, analysé par HPLC couplé a la
spectrométrie de masse (HRESIMS), a été préparé apres incubation de la souche CG3 pendant 14
jours dans le milieu SM+3% NaCl, ce dernier contient le tourteau de soja (soybean meal) qui est
trés riche en flavonoides. Donc les métabolites 50, 52 et 54 peuvent avoir comme origine le milieu
de culture et non plus la souche CG3. Afin de vérifier cette hypothése, nous allons incuber le milieu
SM+3%NacCl, sans la souche CG3, a 37°C pendant 14 jours. L’analyse, par HPLC couplé a la
spectrométrie de masse (HRESIMS), de I’extrait brut méthanolique préparé a partir du milieu de
culture (SM+3%NaCl), a indiquer 1’absence des métabolites similaires aux trois flavonoide
numéros (50, 52 et 54) dans le milieu de culture, donc ces trois derniers ont, probablement, comme
origine le métabolisme de la biotransformation des flavenoides déja existant dans le milieu de
culture, SM+3% NaCl, en métabolites numéros 50, 52 et 54.

L’analyse par HPLC couplé a la spectrométrie de masse (HRESIMS) de I’extrait brut
méthanolique de I’isolat CG3, a révélé I’existence d’autres molécules qui ont attiré notre attention.
En effet, les formules brutes C30H3sN202 (figure 42), C33H42N202 (figure 43), C3cH4sN202 (figure

44), qui correspond aux métabolites numéros 61 (12 min), 69 (13.25 min) et 78 (14 min) (figure
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38) respectivement, ne correspond a aucune molécule enregistrée dans la base de données

‘dictionnaire des produits naturels’, ce qui indique que ces trois métabolites (61, 69 et 78) sont des

nouvelles molécules.

Le fractionnement par HPLC analytique ainsi que I’analyse de l’extrait brut méthanolique de

I’isolat CG3 par HPLC couplé a la spectrométrie de masse (HRESIMS), nous ont permis de mettre

en évidence, cinq métabolites intéréssants (numéros : 39, 43, 61, 69 et 78).
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Figure 44 : spectre de HRESIMS de la molécule numéro 78.
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3. Détermination de la structure des cinq nouveaux métabolites.

Apres la détermination du poids moléculaire ainsi que les formules brutes des cinq métabolites
intéressants, numéros 39, 43, 61, 69 et 78, détectés dans 1’extrait brut méthanolique de I’isolat CG3,
nous allons procéder a la détermination de leurs structures par la technique de la résonance
magnétique nucléaire (RMN).

3.1. Détermination de la structure de la molécule numéro 43.

La molécule numéro 43 a été isolée sous forme solide de couleur créme, son poids moléculaire

correspond au cluster [M + H]" égale a m/z = 368.2390, sa formule brute a été déterminée comme

C23H29NOs. Le temps de rétention enregistré sur HRESIMS, est égal a (fr = 8.6 min) (figure 45).
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Figure 45 : Spectre de HRESIMS de la molécule pure numéro 43.
Cette molécule posséde un degré d’insaturation qui correspond a 10 Double Bond

Equivalent (DBE), calculé a partir de la formule :

DBE = C+1 H_x,
=CHl—-———+—
2 2 2

C : signifie le nombre de carbone dans la molecule ;
H : signifie le nombre d'hydrogénes dans la molécule ;
N : désigne le nombre d'azote dans la molécule ;
X : correspond au nombre d’halogéne dans la molécule .
Le spectre d’UV-Visible (figure 45), indique que cette molécule posséde trois bandes
d’adsorption enregistrées a 297, 339 et 355 nm, ce qui suggere que la molécule est de nature

polyénique (Lindenfelser et al, 1964).
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Les valeurs de déplacement chimique relatives aux spectres de RMN du carbone (*C ; 176.1

MHZz) et de protone (‘H ; 700.4 MHz), sont représentés dans le tableau 11.

RMN !3C a confirmé que la molécule numéro (43) posséde 23 carbones, dont un carbonyle
(dc 165.1), et un carbone oléfinique quaternaire (dc 132.2). Les 21 carbones restants, par
combinaison entre les données de HSQC, RMN 'H et RMN '3C, sont identifiés comme 15
méthines oléfiniques (R1=CH—R2) (du 5.10 — 6.67, oc 142.1 — 125.3), deux alcools secondaires
(on/c 4.53/72.5 and 4.37/69.5), un atome de nitrogéne attaché avec un groupe de méthyleéne (dn 2.86
and 3.18, Jc 44.5), deux groupes de méthyles (dmc 1.78/12.9 et 0.95/18.1) est un groupe de méthine
(6rc 2.69/33.1). Le spectre RMN 'H indique la présence des signaux supplémentaires qui
correspond a un proton amide (6H 7,62) et de deux hydroxyles (OH) (6H 5,01 et 4,84) (tableau 11).

Afin de déterminer la structure compléte de la molécule numéro 43, d’autres expériences
spectrales de RMN multidimensionnel sont nécessaires, qui vont nous permettre de corréler les
hydrogénes et les carbones entre eux. En effet, le spectre COSY H-H nous permettra de corréler les
protons entre eux par couplage scalaire, ainsi que les deux techniques spectraux (HSQC, HMBC)

qui permettent de corréler les hydrogenes avec les carbones entre eux.

La configuration des doubles liaisons (cis ou trans) ainsi que la configuration relative de la
molécule 43, a été déterminée par la technique de J-resolved RMN 'H et ROESY'H,'H
corrélations. Les résultats indiquent que cette molécule a une configuration cis (E) au niveau des
doubles laisons A>?, A*5) A1213 et A1%15 alors que les doubles liaisons A%7 Al A7 “ep AT
ont une configuration trans (Z).

La configuration absolue au tour des carbones asymétrique C8, C9 et C20 de la molécule 43
a été déterminé par la méthode de Mosher. Les résultats montrent que cette molécule a une

configuration en S pour le carbone 8, R pour le carbone 9 et S pour le carbone 20 (figure 46).

La rotation optique de la molécule 43, calculé¢ & 20°C pour la concentration de 0.12 g /100ml
dans le DMSO, est égale a: [0]*p = +425, les maximums d’absorbance d’UV/Vis (dans le
méthanol) calculé pour la concentration de 4. 10 mol/l, sont Amax (log &) 248 ( 3.88), 297 (4.57),
339 (3.94), 355 (3.90) nm. Le temps de rétention enregistré dans (HRESIMS) est égal a tr = 8.6

min.
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Tableau 11 : les données de RMN 'H (700.4 MHz) et '3C (176.1 MHz ) des deux molécules 43 et

69 dans le DMSO.
Pos. 43 69
oc, type on, mult. (J in Hz) Jc, type on, mult. (J in Hz)
1 165.1,C - 168.3,C -
2 125.3,CH 5.66,d (15.0) 131.3,C -
3 138.5, CH 6.66, dd (15.0, 10.5) 1324,CH  6.66,d(11.4)
4 125.4, CH 6.08, dd (15.0, 10.5) 129.1,CH  6.34% dd (14.5,11.4)
5 142.1, CH 6.144,d (15.0) 136.5,CH  6.59,dd (14.5, 11.4)
6 132.2,C - 1347, CH  6.24%,dd (14.5,11.4)
7 137.9, CH 5.15,d (7.5) 129.1,CH  7.00, dd (14.5, 11.4)
8 72.5,CH  4.53,ddd (7.5, 3.4, 3.0) 129.9,CH  5.88,t(11.4)
8-OH 4.84,br. d (3.0)
9 69.5,CH  4.37,ddd (9.0,4.7, 3.4) 125.1,CH  6.01,t(11.4)
9-OH 5.01, br. d (4.7)
10 132.8, CH 5.45,dd (11.0, 9.0) 1247,CH  6.73,t(11.4)
11 128.2, CH 6.03%,t(11.0) 137.6,CH  5.32,dd (11.4,10.4)
12 130.2, CH 6.01%, dd (14.5,11.0) 31.6,CH 2.88,m
13 131.5,CH 6.129,dd (14.5,11.0) 44.6,CH, (a)2.41,ddd (13.0,11.0,5.6)
(b) 3.49, ddd (13.0, 7.1, 3.9)
14 134.4, CH 6.02%, dd (14.5,11.4) NH 7.84,dd (7.1, 5.6)
15 127.6, CH 6.49,dd (14.5,11.4) 171.2,C -
16 129.2, CH 5.81,t(11.4) 134.0,C -
17 125.4, CH 6.11,t(11.4) 137.2,CH  6.31,s
18 125.5, CH 6.36,t(11.4) 130.2,C
19 135.7, CH 5.10,dd (11.4, 10.2) 136.8, CH  593d(11.4)
20 33.1,CH  2.69,ddqd (11.6, 10.2, 6.5, 3.7) 128.3,CH  6.49,dd (14.5,11.4)
21 44.5,CH, (a)2.86,ddd (13.0,3.7,3.3) 136.1,CH  6.18,dd (14.5,11.4)
(b) 3.18, ddd (13.0, 11.6, 9.3)
22 NH 7.62,br.dd (9.3, 3.3) 133.2,CH  6.26%,dd (14.5,11.4)
23 12.9,CH; 1.78,s 129.8,CH  6.44,dd (14.5,11.4)
24 18.1,CH;  0.95,d(6.5) 129.0,CH  5.92¢,t(11.4)
25 125.8,CH  6.09,dd (11.4,11.0)
26 1252,CH  6.35%,t(11.0)
27 137.5,CH  5.21,t(11.0)
28 33.0,CH 2.86,m
29 4477,CH, (a)2.94,ddd (13.0,11.4,7.5)
(b) 3.13, ddd (13.0, 5.0, 4.5)
30 NH 7.49, dd (7.5, 5.0)
31 12.8,CH; 1.71,d(6.8)
32 18.1,CH; 0.94,d (6.5)
33 14.3,CH; 1.95,br.s
34 15.6,CH; 1.99,d (6.5)
35 17.4,CH;  0.95,d(6.5)

Figure 46 : structure compléete de la molécule numéro 43.
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3.2. Détermination de la structure de la molécule numéro 39.

La molécule numéro 39 a été isolée sous forme solide de couleur créme, son poids moléculaire
correspond au cluster d’ions [M + H]" égale a m/z = 368.2220. Cette molécule partage la méme
formule brute (C23H20NO3) et le méme spectre UV-vis que celle de la molécule numéro 43
(C23H29NO3). Le temps de rétention enregistré sur HRESIMS, est égal a (zr = 8.9 min) (figure 47).

Le spectre RMN complet de la molécule numéro 39 est similaire avec celui de la molécule
numéro 43. Ce qui indique que les deux molécules (numéros 39 et 43) sont des isomeres. En effet,
la détermination de la structure de la molécule numéro 39 a partir des donnés de RMN a conduit a

I’obtention du méme squelette carboné que la molécule numéro 43 (figure 48).
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Figure 47: spectre de HRESIMS de la molécule pure numéro 39.

La seule différence entre les deux molécules 39 et 43, a ét¢ observée dans la configuration
absolue des deux carbones asymétriques (C8 et C9). En effet pour la molécule 43, les deux
stéréocentres ont la configuration S, alors que la molécule 39 posséde une configuration R pour le

carbone numéro 8 (C8) et S pour le C 9 (figure 48).
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Figure 48 : structure complete de la molécule numéro 39.

La rotation optique de la molécule 39, calculé a 20 °C pour la concentration de 0.1 g/100 ml
dans le méthanol est égale a : [a]*°p = +33.8, les valeurs maximales d’absorbance d’UV/Vis (dans
le méthanol) calculé pour la concentration de 2,7. 10 mol/l, sont Amax (log &) 246 (3.43), 296
(3.71), 338 (3.21), 355 (3.17) nm. Le temps de rétention enregistré¢ dans (HRESIMS) est égal a fr =

8.6 min.

3.3. Détermination de la structure de la molécule numéro 61.

La molécule numéro 61 a été isolée sous forme solide de couleur jaune verte, sa formule brute a
été déterminé par HREIMS en tant que C3oH3sN202, ceci correspond au cluster d’ions moléculaire
[M + H] © égale a m/z = 459,3012, le temps de rétention enregistré sur HRESIMS est égal a (ir =
11.00 min) (figure 49).

La molécule numéro 61 possede 13 doubles liaisons équivalentes. les valeurs maximales
d’absorbance d’UV-visible (A max: 325, 329 et 338 nm) suggérent la nature polyénique de la
molécule 61.

RMN 'H et 13C (tableau 12) indique que la molécule numéro 61 est symétrique et il s’agit bien
d’un dimére cyclique de macrolactam (la moitié de signal se répéte deux fois), en effet RMN 'H
montre que la molécule contient, deux fonctions amides (du 7.62), 9 paires de protons oléfiniques
(0n 5.25 - 6.77) et deux paires du groupe méthyle (du 0.95 and 1.75).

La rotation optique de cette molécule, calculé dans le méthanol, est égale a : [a]*’p +104.7 (c= 0.1
g/100 ml).

La molécule 61 a une configuration E pour les doubles laisons A*° et A%, alors que les
doubles liaisons, A%3, A% and A'®!! ont une configuration Z. Cette molécule posséde deux paires de

carbones asymétriques C (2, 2') et C (12, 12"), ce dernier a une configuration S (figure 50).
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Figure 50 : structure compléte de la molécule numéro 61.
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Tableau 12 : les données de RMN 'H (700.4 MHz) et '3C (176.1 MHz) des deux molécules 61 et
78 dans le DMSO.

pos.

61

78

oc, type ou, mult. (J in Hz) oc, type o, mult. (J in Hz)

1,1 169.2,C 171.4,C

2,2 131.2,C 130.6, C

3,3 132.6, CH 6.42°,d (11.4) 136.8, CH 6.27,d (14.5)

4,4 128.2, CH 6.36% dd (14.0, 11.4) 129.0, CH 6.487,d (14.5,10.0)

55 137.2,CH 6.38%,dd (14.0, 10.0) 136.6, CH 6.01%,d (10.0)

6, 6' 133.6, CH 6.23,dd (14.5, 10.0) 134.3,C

7,7 130.0, CH 6.77,dd (14.5, 11.4) 135.5,CH 6.49%,d (10.0)

8,8 129.2, CH 5.86,t(11.4) 134.5, CH 6.29,dd (14.5, 10.0)

9,9 125.4, CH 6.03,t(11.4) 128.7, CH 6.90,dd (14.5,11.4)
10,10' 125.2,CH 6.57,dd(11.4,11.0) 129.9, CH 5.92,t(11.4)
11,11'  137.3,CH 5.25,t(11.0) 124.5, CH 6.02%, t (11.4)
12,12 31.7,CH 291, dqdd (11.0, 6.5, 6.1, 124.9, CH 6.71,t(11.4)

4.9)
13,13 44.6,CH, (a)2.59,ddd (13.0,6.4,6.1) 137.5, CH 531, t(11.4)
(b) 3.36,ddd (13.0, 6.4, 4.9)
14, 14' NH 7.62,1(6.4) 31.4,CH 2.96,1qd (11.4, 6.5, 4.3)
15, 15 12.8,CH; 1.75,br.s 444, CH, (a)2.41,ddd (13.0,11.4,6.4)
(b) 3.48,ddd (13.0, 6.4, 4.3)

16, 16' 17.6,CH;  0.95,d (6.5) NH 7.74,t(6.4)
17,17 143,CH; 1.93,s
18,18 15.6,CH;  1.96,s
19, 19' 17.8,CHs  0.93,d (6.5)

3.4. Détermination de la structure de la molécule numéro 69.

La molécule numéro 69 a été isolée sous forme solide de couleur jaune, cette molécule a un

cluster d’ions moléculaire [M + H]" égale a m/z= 499, 3323, qui correspond a la formule brute

C33H42N202 (figure 51), avec 14 Doubles Bond Equivalente, le temps de rétention enregistré sur

HRESIMS est égal a (fr = 12.03 min) (figure 51).

Le spectre d’UV-Visible de la molécule numéro 69 est similaire a celle de la molécule 61. Par

comparaison avec la molécule numéro 61, le spectre de RMN 'H de la molécule 69 présentait deux

protons oléfiniques et un groupe méthyle supplémentaires (tableau 11).

Les doubles liaisons, A%3, A% AS7 AlSI7 - AIBIO - A2021 W A2223 - gnt été établie qu’ils ont la

configuration E, alors une configuration Z a été déterminé pour les doubles liaisons, A%9, Al

2021 22223
A A

Le carbone asymétrique C28, de la molécule 69, a été déterminé qu’il a la configuration S

(Figure 52).
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Figure 51 : spectre de HRESIMS de la molécule pure numéro 69.

Figure 52 : structure complete de la molécule numéro 69.

3.5. Détermination de la structure de la molécule numéro 78.

La formule brute de la molécule numéro 78 (C3sH46N202) a été déterminée par HRESIMS, ceci
correspond au cluster d’ions moléculaires [M+H]" égale a m/z = 539.3634 (figure 53). Le temps
de rétention enregistré sur HRESIMS est égal a (rr = 11.00 min) (figure 53).

Cette molécule, isolée sous forme solide de couleur jaune, posseéde 15 Double Bond Equivalent, et

sa structure a été déterminée par RMN.
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Figure 53 : spectre de HRESIMS de la molécule pure numéro 78.

Le spectre RMN de la molécule numéro 78 (tableau 12) contient tous les éléments
chimiques de dimére macrolactam numéro 69, avec une paire de méthine (dn/c 6.29/134.5), et un
groupe méthyle supplémentaire (dwc 6.29/134.5 and 1.96/15.6 ppm) plus un carbone (6C 134,3
ppm). La configuration absolue en C-14 de la molécule 72 est S (Figure 54).

Figure 54 : structure de la molécule numéro 78.

Comme la molécule 69, la molécule numéro 78 est aussi un dimere cyclique de macrolactam

polyénique (figure 54).

La molécule numéro 78 posséde des valeurs de maximums d’absorbance d’UV-Visible,
mesuré dans le méthanol et calculé a la concentration de 0.1 mol/l, égale a , Amax : (log &) 287 (3.76),
362 (4.69) nm, alors que la rotation optique de cette molécule, déterminé dans le méthanol et

calculé pour la concentration de 0.1g/100ml, est égale a [a]*’p +70.8.
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Pour plus de detail sur la determination de la structure des molécules 43, 39, 61, 69 et 78,

voir la publication de Messaoudi et al ; 2019

La détermination de la structure compléte des métabolites numéros, (43, 39, 61, 69, 78),
purifié a partir de la souche CG3, par I’utilisation des données combinées de RMN H1, C13, COSY
H-H, HMBC et HSQC, montrent que ces molécules appartiennent tous a la classe des

macrolalactams polyéniques.

La recherche des structures similaires des cinq macrolactams polyénique numéros : 43, 39, 61,
69, 78, dans les bases de données des molécules chimiques, indique que ces métabolites sont
nouveaux. Pour cela nous avons proposé le nom trivial : Kenalactams (A-E) (kena : pour Kenadsa
(wilaya de Bechar) dont la souche CG3 a été isolée, et lactams : pour macrolactams) pour nommer

ces nouvelles molécules :

Kenalactam A pour la molécule numéro 43,
Kenalactam B pour la molécule numéro 39,
Kenalactam C pour la molécule numéro 61,
Kenalactam D pour la molécule numéro 69,
Kenalactam E pour la molécule numéro 78.

La comparaissent entre la souche CG3 et les especes les plus proches, indique que Nocardiopsis
gilva, produit une seule nouvelle molécule, p-terphenyl qui a une activité antifongique et
antibactérienne (Tian et al, 2013). Cependant, aucune nouvelle molécule n’a été obtenue a partir

des deux autres especes, Nocardiopsis rosea et Nocardiopsis rhodophae.

Du point de vue structurel, les macrolactams polyéniques, dont les kenalactams A-E, se

caractérisent tous par un macrocycle polyénique attaché par une fonction amide (Li et al, 2016).

Les macrolactams polyéniques représentent une petite famille de molécules, au sein de la classe
des polycétides (Low et al, 2018). En effet, ces molécules n’ont jamais été isolées a partir d’un

autre microorganisme, a part les actinomycetes (Ammermann et al, 2017).

Les macrolactams polyéniques possedent différentes activités biologiques, par exemple, la
sceliphrolactam, isolée a partir d’une espéce de Streptomyces sp, est un polyéne macrolactame qui
inhibe les souches de Candida albicans résistantes a ’amphotéricine B (Oh et al, 2011).
Cependant, Schulze et al, 2015, ont isolés, a partir d’une nouvelle souche marine, Micromonospora
sp, une nouvelle famille de macrolactams polyénique, lobosamide A- C, qui inhibe la croissance du

protozoaire, Trypanosoma brucei, a une concentration tres faible égale a (/Cso = 0.8 uM).
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Les deux molécules, kénalactams A et B, sont des stéréoisomeres, les deux ont un macrocycle
de 22 membres. Les molécules structurellement apparentées a ces deux macrolactams sont, la
cyclamenol A, qui est un maclactam polynénique avec un macrocycle de 20 membres (figure 55),
isolé a partir de la souche Streptomyces MHW 846, et qui possede une activité anti-inflammatoire
(Nazaré et al, 2000). Ainsi que les molécules, lobosamide A, mirilactam A, micromonolactam,
salinilactam et la sceliphrolactam, qui sont tous des macrolactams polyéniques avec un macrocycle
de 26 membres (figure 58) (Thawai et al, 2004 ; Udwary et al, 2007 ; Oh et al, 2011 ; Skellam et

al, 2013; Schulze et al, 2015).

Salinilactam Micromonolactam Sceliphrolactam

Figure 55 : structure des macrolactams structurellement apparentés avec les kenalactams A et B.

Les deux kenalactams C et E, sont des dimeres polyéniques de macrolactams, avec deux
fonctions amides. Alors que le kenalactam D est un dimére polyénique de macrolactams déformé
par un groupe de méthyle en position 34 (figure 52). Cette structure en dimere polyénique de
macrolactams, n’a jamais été reportée dans la bibliographie, et on peut dire qu’elle représente une
nouvelle structure de base, et les trois molécules, kenalactams C, D et E, sont les premiers dimeres

macrolactam polyénique identifié jusqu'au jour d'aujourd'hui.
VII. Mise en évidence de ’activité biologique des nouvelles kenalactams A-E.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne et cytotoxiques (anticancéreuse) des kenalactams
A et C-D sont représentés dans le tableau 13. Cependant, en raison de la faible quantité obtenue
pour le kenalactam B (0.4 mg), I’évaluation de I’activité biologique de cette molécule n’été pas

réalisé.
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Tableau 13 : activité antimicrobienne et cytotoxique des kenalactams A et C-E.

ICso (uM)
Les lignées cellulaires A C D E Epothilone B
Mouse fibroblasts 1.929 - 32.8 422 - 7.5 10*
HeLa cells KB3.1 - 6.8 5.4 2.4 53107
Human breast adenocarcinoma MCF-7 nt 16.4 18.1 nt 7.4 107
Human prostate cancer PC-3 nt 6.3 5.0 2.1 22107
Human lung carcinoma A549 nt 16.3 32.1 6.5 4107
Ovarian carcinoma SKOV-3 nt 14.2 10.0 5.5 2.4 10"
Microorganismes CMI (pg/mL) Oxytetracycline

Staphylococcus aureus Newman - 66.7 16.7 66.7 0.05
Escherichia coli DSM1116 - - - - 1.66
Bacillus subtilis DSM10 - - - - 2.08

Nystatin
Mucor hiemalis DSM2656 - 66.7 - - 4.16
Candida albicans DSM1665 - 66.7 - - 8.8

-: pas d’activité nt: non testé.

Les trois kenalactams C, D et E ont montré une activité antibactérienne moyenne
contre la bactérie Staphylococcus aureus, avec des valeurs de CMI variant entre (16.7 a 66.7)
pg/mL, tandis que seul, kenalactam C, qui a montré une activité antifongique contre la levure
Candida albicans (CMI 66.66 ng/mL) et la moisissure Mucor hiemalis (CMI 66.66 ng/mL).
Cependant, aucune activité antimicrobienne ou antifongique n’a été détectée pout le
kenalactam A, a des concentrations inférieures ou égales a 66.66 pg/mL.

Pour I’activité anticancéreuse (cytotoxique), les deux kenalacams C et D, montrent une
activité moyenne a faible contre les différentes lignées cellulaires testées (tableau 13). Le
kenalactam E a montré 1’activité cytotoxique la plus forte, en effet, a part la lignée cellulaire
normale, fibroblastes de souris (L929), ou ’activité a été nulle, cette molécule a montrer une
activité anticancéreuse contre les quatre lignées cellulaires testées (KB3.1, PC-3, SKOV-3 et
A549). L’activité la plus forte a été remarquée contre la lignée, PC-3 ou ‘Human prostate
cancer’ avec une valeur de IC50 de 2.1 pM, tandis que 1’activité la plus faible a été observé

contre la lignée, A549 (Human lung carcinoma) avec une valeur de IC50 de 6.5 uM.

Les nouvelles molécules obtenues, surtout le kenalactam E, posseédent une activité

anticancéreuse beaucoup plus importante par rapport aux autres macrolactams polyéniques.
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En effet, les dracolactams A et B ainsi que les heronamides G-L (Hoshino et al, 2017), ne
présentent pas une activité cytotoxiques, alors que le macrolactames dérivés de la
naphtyomycine, obtenu a partir de 1’actinomycéete endophytique, Streptomyces KIB-H2054,
présente une activité cytotoxique faible contre cinq lignées cellulaires (HL-60, SMMC-7721,
A-549, MCF-7, et SW480), avec des valeurs de IC50 qui vont de 10.68 a 32.55 uM (Zhouxin
et al, 2019).

VIII. Détermination des acides aminés starters utilisés par la souche CG3 pour la

biosynthése des kenalactams A-E, par I’expérience d’alimentation.

La biosyntheése des macrolactams, dont la nouvelle famille des molécules (kenalactams
A-E), implique des PKS modulaires qui ne contiennent que le domaine ACP dans le module
de départ (Loading module). Ces enzymes utilisent différents acides aminés comme starters
pour la biosynthése des macrolactams, (Kudo et al, 2014 ; Miyanaga et al, 2016). Chaque
famille de macrolactams a son propre acide aminé starter, et sans la présence de cet acide
aminé, la biosynthése de la molécule ne peut pas avoir lieu (Low et al, 2018). Par exemple, le
macrolactam leinamycine, & comme acide aminé starter le D-alanine (Tang et al, 2007). Ces
acides aminés starters, sont a 1’origine de 1’amine secondaire (-NH-) de la fonction amide

présente a I’intérieur de cycle de macrolactam.

Afin de déterminer 1’acide aminé starter utilisé pour la biosynthése des kenalactams A-
E par la souche CG3, 11 acides aminés différents ont été ajouté séparément au milieu ISP2
modifié liquide (ISP2 sans I’extrait de malt, plus 3% NaCl). Aprées incubation a 37°C, pendant
14 jours, la biosynthése des différents kenalactams A-E a été vérifiée dans 1’extrait brut
méthanolique préparé a partir de chaque acide aminés, par HPLC couplée a la spectrométrie
de masse (Electrospray Ionisation Masse Spectrométrie ou ESIMS). Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau 14.

D’apres les résultats représentés dans le tableau 14, aucun kenalatams (A-E) n’a été
détecté dans I’extrait brut du contrdle négatif (ISP2 sans 1’extrait de malt), ce qui indique que
I’extrait de malt représente la source des acides aminés starters dans le milieu de culture pour
la biosynthése des kenalactams. Alors que dans le controle positif (ISP2 avec I’extrait de malt

plus 3% NaCl), les cinq kenalactams (A-E) ont été détectés.

Les deux kenalactams (A et B) apparaissent ensemble quand on utilise les trois acides
aminés (lysine, alanine et méthionine) comme seule source d’azote dans le milieu ISP2

modifié, alors quand on utilise I’acide aminé phénylalanine comme seule source d’azote, seul
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le kenalactam A est produit. Pour les sept acides aminés restants, aucune des deux
kenalactams (A et B) n’a été¢ détectés. Cela implique que les enzymes de biosynthése des
macrolactams de la souche CG3 utilisent les acides aminés (alanine, lysine et méthionine)

comme starter pour la biosynthése des deux kénalactams (A et B).

Les kenalactams C-E, sont biosynthétisés uniquement quand on utilise les deux acides
aminés, méthionine et phénylalanine, comme seule source d’azote dans le milieu ISP2 (figure

57).

L’acide aminée méthionine est un starter commun entre tous les kénélactams (A-E),
tandis que tous les kenalactams sont produits quand on utilise 1’acide aminée phénylalanine,

sauf le kenalactam B.

Tableau 14: Résultats de la biosynthése des kenalactams (A-E) en fonction de ’acide aminé
ajouté au milieu ISP2 sans source d’azote.

Kenalactam A  Kenalactam B Kenalactam C  Kenalactam D  Kenalactam E

Lysine + + - - -
Alanine + + - - -
Histidine - - - i} }
Phénylalanine + - + + +
Meéthionine + + + + +
Proline - - - ) }

Acide glutamique - - - - -
Glycine - - - - -
Thréonine - - - - -
Arginine - - - - -
Valine - - - - -
Contrdle + : ISP2 + + + + +
avec extrait de malt

Controle - : ISP2 - - - - -

sans extrait de malt

La souche CG3 a été alimenté par L-Alanine-'"°N, afin de confirmer que I’alanine est
utilisée comme starter par cette souche pour la biosynthése de kenalactams A et B. Les

résultats de ESIMS obtenus sont représentés dans la figure 56.
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Figure 56 : le spectre de ESIMS de I’expérience de 1’alimentation de la souche CG3 par L-
alanine-15N comme seule source d’azotes, qui indique 1’augmentation du poids moléculaire
de kenalactam A de m/z = 367 (C23H29'*NO3) a m/z = 368 (C23H29'°NO3.) (dans le mode
positif) ; alors que dans le mode négatif, le poids moléculaire de kenalactam A devient m/z =
367.18 [M+H]- pour C23H2s'°NO:s.

D’aprés la figure 56, on remarque une augmentation du poids moléculaire de
kenalactam A de m/z = 367 (C23H29'¥NO3) a m/z = 368 (C23H29'5NO3), cela est due a
I’insertion de '°N de I’alanine-'°N, par les enzymes de la biosynthése de cette molécule , dans
I’amine secondaire (-NH-) de la fonction amide du kenalactam A, donc on peut confirmer par
certitude que la souche CG3 utilise I’acide aminé, L-alanine, comme starter pour la
biosynthése de kenalactam A.

Un autre point qui a attiré notre attention, un metabolite qui posséde un poids
moléculaire de m/z= 351, a été détecté, quand on utilise I’alanine ou la lysine comme seul
source d’azote. Cette molécule posséde un spectre d’UV-Visible semblable a celle des
kenalactams A et B (figure 58), et cette molecule doit appartenir a la méme famille des
kenalactams. La vérification dans la base des données, ‘dictionnaire des produits naturels’

(CRC press ; Taylor et Francis group), indique qu’il s’agit d’un nouveau métabolite.
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Figure 57: résultats de LC-MS, de ’extrait brut de la souche CG3, préparé apres croissance

sur le milieu ISP2 avec la méthionine comme source d’azote.
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Figure 58: un nouveau kenalactam avec le poids moléculaire de 351 g/mol détecté dans

I’extrait brut de milieu ISP2 avec ’alanine comme seul source d’azote.

Pour conclure, on peut dire que la biosynthése des kenalactams A et B, implique trois

acides aminés starter, lysine, alanine et méthionine. Alors que les acides aminés starters

utilisés dans la biosynthése des kenalactams C-D sont soit la méthionine soit la phénylalanine.
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Dans le cadre de notre recherche qui vise a obtenir de nouvelles souches
d’actinomyceétes qui sont une source de nouvelles molécules bioactives, des échantillons du
sol ont été prélevés a partir de deux types d’environnement, les sebkhas et les palmiers

dattiers, localisés dans différentes régions de I’ Algérie.

Aprées séchage des échantillons du sol, I’isolement des actinomycétes a été réalisé par
I’utilisation de trois milieux de cultures différentes, le milieu caséine amidon agar, le milieu
chitine vitamine B et le milieu acide humique vitamine B, avec ou sans I’enrichissement des

¢chantillons du sol par la méthode de réhydratation-centrifugation.

Un totale de 294 colonies d’actinomyceétes ont été obtenues a partir des différents
¢chantillons du sol. Le nombre des colonies d’actinomycétes obtenues a partir des
¢chantillons non enrichis est nettement supérieurs (228 colonies) par rapport a celui obtenu a
partir des échantillons enrichis par la méthode de centrifugation-hydratation (66 colonies).
Cette différence en nombre de colonies est due a la sélectivité de la méthode d’enrichissement
appliquée (centrifugation-hydratation) vis-a-vis des actinomycétes qui libérent des spores

mobiles (zoospores).

41 isolats d’actinomycetes ont ¢été sélectionnés, sur la base des criteres
morphologiques, pour subir une identification moléculaire basée sur le séquencage de
I’ADNTr16S. Les résultats obtenus ont permis de subdivisé les 41 souches d’actinomycetes

sélectionnées en 6 clusters qui appartiennent a neuf (9) genres différents.

Sur la base des résultats de I’identification moléculaire, basée sur le séquencage de
1’ADNr16s, nous avons subdivisé les 41 isolats d’actinomycétes sélectionnés en 6 clusters qui
appartiennent a neuf (9) genres différents.
e Le premier cluster, regroupe 23 isolats qui appartiennent tous au genre Streptomyces.
e Le deuxieme cluster, regroupe 10 isolats qui appartiennent tous au genre
Nocardiopsis.

e Le troisieéme cluster regroupe 2 isolats qui sont affiliés aux genres Saccharopolyspora.

e Le quatrieme cluster, regroupe 2 isolats, qui appartiennent aux genres Actinomadura et
Actinocorallia.

e Le cinquiéme cluster, regroupe 3 isolats qui appartiennent aux genres,
Micromonospora, Verrucosispora et Couchioplanes.

e Le sixiéme cluster, regroupe un seul isolat qui appartient au genre Planomonospora.
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Parmi les 41 isolats d’actinomyceétes identifi€s, cinq isolats ont été sélectionnés, CG3, S26,
Al11, A93, et A79. Ces souches appartiennent respectivement aux genres : Nocardiopsis,
Saccharopolyspora, Couchioplanes, Verrucosispora et Planomonospora. Ces isolats ont été
sélectionnés pour deux raisons :
(1) ils appartiennent tous a des genres rares d’actinomycetes, et leur métabolisme
secondaire est peu exploité.
(i1) ils sont probablement de nouveaux taxons (nouvelles especes ou méme, nouveau
genre), puisque leur pourcentage de similarité est relativement bas avec les especes

les plus proches, excepté I’isolat S26.

L’¢étude taxonomique partielle, ainsi que 1’analyse des extraits bruts méthanoliques, par
HPLC couplé a la spéctrométrie de masse (HRESIMS), des cinq isolats (CG3, S26, Al11,
A93, A79), nous a permis de sélectionner la souche CG3, parce qu’elle remplit tous les
criteres recherchés. Cette souche a été isolée a partir du sol de la sebkha de Kenadsa, wilaya
de Béchar (sud-ouest Algérien), par I’utilisation du milieu caséine amidon agar.

Les résultats de I’hybridation ADN-ADN, entre I’isolat CG3 et 1’espéce la plus proche,
Nocardiopsis rosea, indiquent que cette souche est une nouvelle espéce dans le genre
Nocardiopsis. Pour cela une caractérisation compléte, par 1’approche polyphasique, a été
effectuée pour I’isolat CG3. Le nom Nocardiopsis becharensis sp. nov a été proposé pour
nommer la nouvelle souche CG3.

L’extraction, purification et la caractérisation des métabolites secondaires sécrétés par la
nouvelle espece CG3, par I’utilisation des différentes techniques chromatographiques (LH20
et HPLC préparatif) et spectrales (spectrométrie de masse et RMN), a permis 1’obtention de
cing nouvelles molécules, nommées kenalactams A-E. Ces nouvelles molécules

appartiennent a la classe de macrolactams polyéniques.

Les nouvelles kenalactams A-E, ont été testé pour évaluer leur activité biologique. En
effet, les kenalactams C et D ont montré une activité antimicrobienne contre Staphylococcus
aureus, avec des valeurs de CMI variant entre (16.7 a 66.7) pg/ml, alors que seul le
kenalactam C qui a montré une activité antifongique contre la levure Candida albicans (CMI

66.66 ng/mL) et la moisissure Mucor hiemalis (CMI 66.66 ng/mL).

Pour I’activité cytotoxique, les deux kenalacams C et D, ont montré une modeste activité

contre les différentes lignées cellulaires testées.
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Par contre, le kenalactam E a montré une activité cytotoxique contre les quatre lignées
cellulaires testées (KB3.1, PC-3, SKOV-3 et A549). L’activité la plus forte a été enregistré

contre la lignée PC-3 ou ‘Human prostate cancer’ avec une valeur de IC50 de 2.1 uM.

Les enzymes de la biosynthése des différents macrolactams, dont la nouvelle famille des
molécules (kenalactams A-E), utilisent différents acides aminés comme starters. Afin de
déterminer 1’acide aminé starter utilis¢ dans la biosynthése de la nouvelle famille de
macrolactam, kenalactams A-E, 11 acides aminés différents ont été testés comme seule source
d’azotes dans le milieu ISP2 (sans source d’azotes) +3 % NaCl. Les résultats indiquent que
les kenalactams A et B sont synthétisés uniquement quand on utilise les acides aminés, lysine,
alanine et méthionine comme source d’azote. Ce résultat a ¢té confirmé par 1’utilisation de
l’acide aminé L-alanine -'>N comme seule source d’azote, aprés extraction et analyse de

I’extrait brut, le poids moléculaire de kenalactam A est passé¢ de m/z (367) a m/z (368).

Cependant, les kenalactams C-E, sont biosynthétisés uniquement quand on utilise les deux

acides aminés, méthionine et phénylalanine, comme seule source d’azote dans le milieu ISP2.
Comme perspective de notre travail :

e Poursuive I’isolement et le criblage des souches d’actinomycetes isolées du sol de
Sahara algérien, afin de trouver d’autres nouveaux taxons, qui peuvent étre la source
de nouvelles molécules bioactives.

e Poursuivre la caractérisation taxonomique compléte des souches, A111, A93, A79, qui
ont montré un pourcentage de similarité relativement bas, aprés séquencage de leur
ADNTr16s, par rapport aux especes de références les plus proches.

e Il serait intéressant d’améliorer la structure de kenalactam E, par 1’ajout de certains
radicaux au squelette carboné de cette molécule, dans le but d’améliorer leur activité
surtout contre la lignée cellulaire cancéreuse, PC-3 ou ‘Human prostate cancer’.
Ainsi, il faut approfondir les études pharmacodynamiques et pharmacocinétiques, de
kenalactam E, dans le but de développer cette molécule comme médicament pour le
traitement de cancer de prostate.

e [l serait important d’exploiter 1’activité¢ biologique des kenalactams A-E, surtout
contre des parasites qui provoquent des maladies humaines (par exemple, Leishmania
major, ou Trypanosoma brucei), ainsi que contre des virus ou méme contre les

insectes qui touchent les plantes, dans le but de chercher d’autre activité biologique.
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Annexe 1

Les milieux de cultures

e Les milieux d’isolement des actinomycetes.
Milieu "chitine-vitamines B "
Chitine : 2 g/L; K2HPO4: 0,35 g/L; KH2PO4: 0,15 g/L; MgS04, 7H20: 0,2 g/L; NaCl: 200
g/L, CaCO3: 0,02 g/L; FeSO4, 7H20: 0.01 g/L; ZnSO4, 7H20: 0.001 g/L; MnC12, 4H20:
0.001 g/L; agar: 18 g/L; eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
Milieu "acide humique vitamine agar"
Acide humique : 1g; Na2HPO4 : 0.5g ; KCl: 1.71g ; MgSO4. 7H20: 0.05g; FeSO4. 7H20 :
0.01g; CaCO3: 0.02g; B-vitamines; agar: 18 g; eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
Milieu caséine amidon agar
Amidon : 10 g/L; caséine: 0.3 g/L; KNO3: 2 g/L; NaCl: 2 g/L; K2HPO4: 2 g/L;
MgS04-7H20: 0.05 g/L; CaCO3: 0.02 g/L; FeSO4-7H20: 0.01 g/L ; eau distillée: 1000 ml.
pH=7,2.
NB : I’antifongique cycloheximide (actidione) est ajouté a raison de 50 mg/l dans les trois
milieux de cultures d’isolement. Les vitamines (thiamine-HCI, riboflavine, niacine,
pyridoxine-HCI, inositol, panthoténate de calcium) sont ajoutées dans les deux milieux de
culture, chitine-vitamines B agar et acide humique vitamine agar, apres stérilisation par
filtration, a raison de 0,5 mg/L, sauf pour la biotine qui est ajouté a raison de 0,25 mg/L.

e Les milieux de caractérisation morphologiques des actinomycétes.
Milieu ISP2
Glucose : 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; agar: 20 g; eau distillée: 1000 ml.
pH=7,2.
Milieu ISP3
L’avoine : 20,0 g/lI; agar 18,0 g/l ; solution saline 1 : eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
Milieu ISP4
Amidon : 10 g; KoHPO4: 1 g; MgSO04,7H20: 1 g; (NH4)2SO04: 2 g; CaCOs: 2 g; solution saline
standard: 1 ml; agar: 20 g; eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
Milieu ISP5
L’asparagine : 1,0 g/l; glycérol: 10,0 g/l; K2HPOa4: 1 g/l; solution salines 1: 1ml/l; agar: 20 g/l;
eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
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Milieu ISP6

Peptone : 15,0 g/l; proteose peptone: 5,0 g/l; citrate d'ammonium ferrique: 0,5 g/I; sodium de
glycérophosphate: 1,0 g/l; thiosulfate de sodium-5-hydraté : 0,126g/1 ; extrait de levure : 1,0
g/l ; agar : 20 g/l ; eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
Milieu ISP7
Glycérol : 15 g/l; L-tyrosine: 0,5 g/l; L-asparagine: 1,0 g/l; KzHPOa4: 0,5 g/1; NaCl: 0,5 g/1;
FeSO4.7 H20: 0,01 g/1; solution saline 3: 1,0 ml/l; agar: 20,0 g/l; eau distillée: 1000 ml. pH =
7,2.
Gélose nutritive
Peptone : 5 g/l; extrait de viande: g/l; extrait de levure: 2 g/l; NaCl: 5 g/l; agar: 15 g/l; eau
distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
Czapek
NaNOs:3 g/l KoHPO4 1 g/l KCL: 0,5 g/l; MgSO4:0,5 g/l; FeSO4. 7H20: 0,01
g/l; saccharose: 30 g/1; agar: 20 g/l1; eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.
ISP9
(NH4)2S04: 2,64 g/1; KH2PO4: 2,38 g/l; KoHPOa: 4,31 g/1; MgSOa. 7 H20: 1,0 g/l; agar: 15,0
g/1; solution saline 2: 1,0 ml/l; eau distillée: 1000 ml. pH = 7,2.

e Les milieux de production des métabolites secondaires.
Milieu Soya bean
Soybean (soja): 20,0 g/l; mannitol: 20,0 g/1; glucose 4,0 g/1; agar: 20 g/1; eau distillée: 1000
ml. pH =7,2.
Milieu 5254
Glucose : 15,0 g/l ; Soymeal 15,0 g/l ; Corn steep 5,0 g/l ; CaCO3 2,0 g/l ; NaCl 5,0 g/1 ; Eau
distillée: 1000 ml. pH = 7,2.

126




Annexes

Annexe 2

Solution salines et révélateurs chimiques utilisés dans I’analyse des phospholipides

e Solution saline 1
FeSO4. 7 H20: 0.1 g/100ml; MnClz. 4 H20: 0.1 g/100ml; ZnSO4. 7 H20 : 0.1 g/100ml; eau
distillée : 100ml.

e Solution saline 2
CuSO4. 5 H20: 0,64 g/1; FeSO4. TH20: 0,11 g/l; ZnSO4. 7H20: 0,15 g/l; MnCI2. 4 H20:
0,79 g/l; eau distillée: 1000ml.

e Solution saline 3

FeSO4. 7TH20: 1 g/l; ZnSO4. TH20: 1 g/l; MnCla. 4 H20: 1 g/l; eau distillée: 1000ml.

Les révélateurs chimiques utilisés dans ’analyse chimiotaxonomique des phospholipides
membranaires
e Anisaldéhyde pour la révélation des glycolipides.
Dissoudre 0,5 ml d’anisaldéhyde dans 50 ml d’acide acétique cristallisable plus 1 ml de
H2S04 concentre.
¢ Bleu de molybdeéne
Pour la révélation des phospholipides (Sigma) solution préte a I’emploi.
e Acide phosphomolybdique
Pour la révélation des lipides (Sigma) solution préte a I’emploi.
e Ninhydrine pour la révélation des phospholipides azotés.
Dissoudre 0,2 g de ninhydrine dans 100 ml d’éthanol.
e Réactif de Dragendorff

Pour la révélation de phosphatidylcholine (Sigma) solution préte a I’emploi.
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Annexe 3

Description de l'espece Nocardiopsis rosea selon le compendium des Actinobactéria.

Genus: Nocardiopsis FH 6803
: rosea
Numbers in other collections: DSM 44842
Morphology:
G R
ISP 2 good daffodi yellow
A SP
none none
G R
ISP 3 good zinc yellow
A SP
none none
G R
ISP 4 good zinc yellow
A SP
none none
G R
ISP 5 good zinc yellow
A SP
none none
G R
ISP 6 good zinc yellow
A SP
none none
G R
ISP 7 good zinc yellow
A SP
none none

Melanoid pigment: - - - -
NaCl resistance: %
Lysozyme resistance:
pH: Value- Optimum-
Temperature : Value- Optimum- 28T
Carbon utilization:
Glu Ara Suc Xyl Ino Man Fru Rha Raf Cel

+ - - - + - + + - +

Enzymes:

2+ 3+ 4(+) b- 6+ 7+ & 9- 10- 11+
12+ 13- 14- 15 16+ 17- 18+ 19-  20-

Comments:
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Description de l'espéce Saccharopolyspora erythrea selon le compendium des Actinobactéria.

Spore chains: RF
Sporangia:

Melancid pigment: ----
NaCl resistance: 25%

Lysozyme resistance:
pH: Value-

Temperature : Value-

Carbon utilization:
Glu  Ara Suc Xyl

+ + + +
Enzymes:
Gel Cit Ure Arg
+ + +

R

red

sSP
none

R

bright red
5P
none

R

bright
5P
none

R

bright red
5P
none

R
colorless
5P
none

R

red

5P
none

Genus: Saccharopolyspora
Species: erythraea
Numbers in other collections: DSM 40517
Morphology:
G
ISP 2 good
A
white
G
ISP 3 good
A
rose
G
ISP 4 good
A
rose
G
ISP 5 good
A
rose
G
ISP 6 good
A
none
G
ISP 7 good
A
rose

Spore surface: hairy
Fragmentation:

Optimum-

Optimum- 30 T

Man Fru Rha Raf Cel

+ + + + +

Onp Trp Lys ©Odc VP Ind

+ -

FH 1556

H25

2+ 3- 4+ 5-6-+7+ 8+ 9+ 10+ 11+ 12+ 13- 14+ 15- 16+ 17- 18+ 19- 20-
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Description de I'espece Planomonospora alba selon le compendium des Actinobactéria.

Genus: Planomonospora FH 2705
Species: alba
Numbers in other collections: ATCC 51588
IMorphology:
G R
ISP 2 good sand yellow
A SP
white none
G R
ISP 3 good beige
A SP
white none
G R
ISP 4 good colorless
A SP
white none
G R
ISP 5 good colorless
A SP
white none
G R
ISP 6 good colorless
A SP
none none
G R
ISP 7 good colorless
A SP
none none
Spore chains: Spore surface: smooth
Sporangia:  + Fragmentation: -
Melanoid pigment: ----
NaCl resistance: 0%
Lysozyme resistance: -
pH: Value- Optimum-
Temperature : Value- Optimum- 28 T
Carbon utilization:
Glu Ara Suc Xyl Ino Man Fru Rha Raf Cel
+ + - - - - = + - -
Enzymes:
Gel Ct Ure Arg Onp Trp Lys OQOdc VP Ind H25
+ + + + + - + + + - -
2+ 3- 4+ 5- 6+ 7+ 8+ 9+ 10+ 11+ 12+ 13- 14+ 15- 16+ 17+ 18+ 19- 20-
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Description de l'espéce Couchioplanes caeruleus selon le compendium des Actinobactéria.

Genus: _ Couchioplanes FH 2245
Species: __ caeruleus
Numbers in other collections: ATCC 33837
IMorphology:
G R
ISP 2 good orange yellow/ blue
A SP
none none
G R
ISP 3 good orange yellow/ blue
A SP
none none
G R
ISP 4 good orange yellow/ blue
A SP
none none
G R
ISP & good orange yellow
A SP
none none
G R
ISP 6 sparse orange yellow
A SP
none none
G R
ISP 7 good orange yellow
A SP
none none
Spore chains: Spore surface: smooth
Sporangia: + Fragmentation:

Melanecid pigment: +-+-
NaCl resistance: 0-25%
Lysoczyme resistance:

pH: Value- Optimum-
Temperature : Value- Optimum- 28 T

Carbon utilization:
Glu Ara Suc Xyl Ino Man Fru Eha Raf Cel

+ + + + + + + + + +
Enzymes:

Gel Cit Ure Arg Onp Trp Lys Odc VP Ind H25

+ - - - + - = = + - -

2+ 3+ 4+ 5+ 64 7+ 8+ 9+ 10+ 11+ 12+ 13(+) 14(+) 15+ 16+ 17+ 18+ 19(+)
20(+)
Comments:
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Nocardiopsis sp. CG3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Annexe 4

GenBank: ME872851.1
FASTA Graphics

Go o [+

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
WERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANTSM

REFERENCE
ALTHORS

TITLE

JOURRAL
REFERENCE
ALTHIRS

TITLE
JOURMAL

FEATURES

sSource

1 te
61 cc
121 <t
181 gt
241 at
gl g
61 ag
421 ¢a
481 aa
TN A
Gal tt
661 g
721 ¢
781 ge
B41 ca
981 g
961 g
1821 gg
1881 aa
1141 aa
1281 ac
1261 aa
1321 ta
1381 ca
1241 gt
1581 gp

MGATZER] 1582 bp s linear BT 19-HOW-2818
Hocardiopsis sp. OG3 165 ribosomal RRE gene, partial seguence.
MG9T7ZER]

MEITIEE] .1

Hocardiopsis sp. CG3

Hocardiopsis sp. CG3

Bacteria; Actincbacteria; Streplosporangiales; Mocardiopsaceas;
Motardiopsis.
1 ([bases 1 to 1582}
Mecsaondl 0., Bendahou,M. , Kaegnpfer P., Hahnke,R., Rohde,M. and
Wink . J.
Hocardiopsis becharensis sp. nov. Dsolated from saltpan of Kenadsa
[Algeria)
Lngublished
2 [bases 1 to 1582)
Messaoudi 0., Bendahou,M. . Kaeapfer,P., Hahnke,R., Rohde,M. and
Hink ,J.
Direct Submission
Subnitted (28-FEB-221E) Microblal Straln Collection, Helmhollz
Centre for Infection Research, Inhoffenstrasse 7, Braunscheelg
IE124, Germany
Location/Qualitiers
1..1582
forganism="Nocardiopsls sp. CGI"
fmol_type="genomic DHA"
Fatrain="0G3"
.-'Lullul'l:_L-::—ll.t—LLi.-'_'nll—"_EIIS{':I::I.'ErEE?I"
.-'Lullul'l-_'_l.-::-llﬂti.r_'-ll—"" I:I:E'.iﬁﬁﬁ-’l-g'
Sy _xref="Tawon: Z48781E"
Foountry="Alperia: salipan of Keandsa, Bechar, south east”
<1, . %1582
fproduct="165 ribosonal RHA"

atggctea ggacgeacgec tpgcpgogte cttaacacat graagtogag Cggtaaggcc
tteggeee tacacgapgog gogaacggpt gagleacacg tgagcaaccl gecoctgact
gegataag cogtpoasac goggtetaat accggatacg acgcgocloc geatgppegt
gtggasag tigtgtopet tpogpatgpe ctogoggect atcagoblipht tggtgpeetg
gecctace aaggegatta cgggtagecp goclgagage pogaccgpcc acactpggac
agacacgg cocagactor CRcggEagRe agcagigpee aatatigocgc aatggpcgga
cilgacge agogacgocg cplgppopat gacppoctic popgtigtaaa colottttac
ctiacgia peccctgppt glitocoggpe thgacgptag plgggeaala aggaccgect
ctacgige cageagicge gptaatacpgt aggpgtocgag cgtigtocpe aattattggg
taaagage tcgtagecpe tptpgtogept ctgetgigaa aggetgeppc ttaaccclgg
ttgcaghp gatacggpea tpctagagpt agglagppea pactgeaalt cotggtptag
gtgaaale cgcagatatc aggaggaaca CCggtggcga agecgeelet ctpgecctia
tgacgcley aggagigasa goglpgogag Cgaacaggat tagataccct ggtagtocac
cgtasacg tiggprgcta getetpoepe ctitoccacgg ttoceghger gtagitaacg
ttaagrge coCgoctpge gagtacggec goaaggctaa aactcaaage aattgacggg
coigeata agiggcggag catgtigctt aattcgacge aacgogaaga acctlaccaa
tttgacat caccgpgtaal ccalcpgaga cgEtggptoc tTLtggpatc gptgacagot
tecatgge tgteptoage Logiploglp agatgtipes ttaagiiccg Caacgapgoge
ettt ccatpttper apoacgigpt gelppgpact catggpapac LTgocgppetc
cteggage aaggtpepgs tpacptcaag tcatcatgeoe ccttatglct tggpectgraa
atgetaca atggocgpta cagippeopt gogatgocgt pagptggapc gaatocctaa
BLCggtelt cagttogpat tpggptetge sactogacce catgasgEleg gagtopotag
atcgogga tcagoegtge cgogptgaat acgttocoge pocttgtaca caccgeocgt
cgtcatga aagtcogecas cacccgaaac cigogeccta accctbiogpe gagegagtog
gaaggtoe pectpocpat tgggacgaag toglaacaag gtagocglac cggaapgtge
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Leibniz-Institut
DEMZ-Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH DSMZ
0,

Confirmation of the availability of a strain for the purpose of valid publication
of a new name according to the Bacteriological Code

The following information is confidential and serves only to allow the International Journal of Systematic and
Evoluticnary Microbiology to confirm that a strain has been deposited and will be available from the DSMZ in
accordance with the Rules of the Bacteriological Code {1990 revision) as revised by the ICSP at the plenary
sess5ions in Sydney and Paris.

Strain Nocardiopsis zp. CG3 has been deposited in the DSMZ under the number
DSM 106572

This strain is available in the publicly accessible section of the DEMZ and restrictions have not been placed on
access to information concerning the presence of this strain in the DEMZ. It will be included in published and
cnline catalogues after publication of this number by the authors.

Thiz strain has been checked for viability in the DSMZ and is stored
uszing one of the standard methods used in the DSMZ.

The depositor of this strain has also carried cut & “depositor's check™ and
confirmed the identity of the strain held under this DEM number.

! The DSMZ is not responsible for differences bebween the properties of the
strain deposited in the DSMZ and properties given in the literature/databases 1!

It is the sole responsibility of the depositor to ensure that type strains
deposited in the DSMEZ conform to the requirements of the appropriate
Rules gowverning prokaryotes nomenclature and the deposition of type
strains [Rules 18a, 27, & 30 of the ICNE/ICNP, incuding changes made at
plenary sessions of the IC/ICSP).

4 ﬁéw’é

Cir. R. Hahnke, Curator Actinomycetales

Geschiiftabessy' B T T— q
blanaging Diieclon HOBRDLE] Eps.- N \Aedadin: 2 039 2h Coimirenicial Ring Hbed . ﬂ

Fral. Di. J5e Owvaimianin BLEBank Coda: 350 50000 Armtigerichl Beaurdchesli -"r ﬁ m:kﬁ"._h
dastsichtiratsvoriitrendenHead of IBARN DEIF 2505 OO0 G003 0393 Hh HAE 2570 = pl gy ol
Supervhory Board: BD Dr. Devid Schaleders SWIFT (BiC] WOLADE I H Soeuar-Mr. 13300 P60 .
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WESTERDIJK
FUNGALBID

DIVERSITY
INSTITUTE
Uiracht, hMarch 13, 2018
Declarafion of depozit in the NCOCE Public Collection

Harewith if iz declared that in the public MCCE collecton of the Westardijk Fungal Biodiverzin:
In=unma (formerly CEBS-EXNAW) the following microbial rezource has bean depozited on March

13, 2018
WCCE accession no. Diapositor smain no. Propozsd nams
NOCE 1006487 straim CG3T Nocardiopsis becharensis sp_nov.,

The abova sirain iz stored in the NOCE collecton for an imdsfinits period, and will be fesely
available for rezeanch.

YWours simcerely,

Blarizm Fizgs BSc

Iethariands Colure Collsction of Bactaria
Wastardijk Instituts

. fizgs@vwestardijldnstitate nl

Th= wWiolerdijk rungel Sodveraly ImOLuts, an imOlui= of the Boyel Ncthodands Acsdemy of &rD and 2ocresy [EMEW],. B Boon
=T flor mrrmicn, proacnation, Alcregs and aspely of mioco-crpemam [public Scponiy, 1afe Scpoits and palosl dopoaiia) and

relwizd informasion @

YVailey estreas Upraskelees &, 2958 O7, e Meorlansh f wemowmiordfombiciond /T 4520000 2122000 / #: 4320080 1127800
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Annexe 5
Tableau : origines des 41 isolats d’actinomycétes sélectionnés et identifiés sur la base du

séquencgage de ’ADNr 16 s.

Code des souches | Origines Code des souches Origines
C56 Sebkha de Bougtob Al6 Palmier d’Ain Salah
C119 Sebkha de Bougtob Al0 Palmier d’Ain Salah
V17 Sebkha de Hassi Bahbah C10 Sebkha de Kenadsa
RH94 Sebkha de Kenadsa CG3 Sebkha de Kenadsa
CS44 Sebkha d’Ain Ouarka T1 Sebkha de Tadjrouna
S29 Sebkha de Kenadsa C19 Sebkha de Bougtob
C7 Sebkha de Bougtob M23 Sebkha de Tadjrouna
Vi1 Sebkha de Hassi Bahbah CHB2 Sebkha de Tadjrouna
V12 Sebkha de Hassi Bahbah T14 Sebkha de Tadjrouna
V9 Sebkha de Hassi Bahbah S4 Sebkha d’Ain Ouarka
V5 Sebkha de Hassi Bahbah BO15 Sebkha de Bougtob
V3 Sebkha de Kenadsa A58 Palmier d’Ain Salah
CAC512 Sebkha d’Ain Ouarka S27 Sebkha d’Ain Ouarka
A34 Palmier d’Ain Salah S26 Sebkha d’Ain Ouarka
A5 Palmier d’Ain Salah A23 Palmier d’Ain Salah
Al Palmier d’Ain Salah Al112 Palmier d’Ain Salah
A108 Palmier d’Ain Salah Al5 Palmier d’Ain Salah
02 Sebkha d’Ain Ouarka Alll Palmier d’Ain Salah
A36 Palmier d’Ain Salah A93 Palmier d’Ain Salah
A34 Palmier d’Ain Salah A79 Palmier d’Ain Salah
A5 Palmier d’Ain Salah A28 Palmier d’Ain Salah
Al Palmier d’Ain Salah - -
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ABSTRACT: In our screening program for new biologically active secondary metabolites, a new strain, Nocardiopsis CG3
(DSM 106572), isolated from the saltpan of Kenadsa, was found to produce five new polyene macrolactams, the kenalactams
A—E (1-5). Their structures were elucidated by spectral methods (NMR and HRESIMS), and the absolute configuration was
derived by chemical derivatization (Mosher’s method). Through a feeding experiment, alanine was proven to be the nitrogen-
bearing starter unit involved in biosynthesis of the polyketide kenalactam A (1). Kenalactam E (5) was cytotoxic against human

prostate cancer PC-3 cells with an IC, value of 2.1 yM.

ctinobacteria are one of the most important phyla of

microorganisms that produce a wide variety of bioactive
secondary metabolites,”” including many clinically used
antibiotics and anticancer drugs.”* A contemporary strategy
for obtaining new bioactive compounds is based on the
isolation of rare actinomycetes from neglected environments,”
which should contain gene clusters for biosynthesizing novel
secondary metabolites.” One of the pharmaceutically and
biotechnologically important rare actinomycetes that attracts
natural products researchers is the genus Nocardiopsis.”*
Species of this genus are aerobic, Gram-positive, and non-
acid-fast, and their aerial mycelia bear long chains of spores.”"’
Nocardiopsis species were mainly recovered from salty habitats.
The members of this genus produce an array of bioactive
compounds that may aid their survival under these
conditions."' In recent years many new natural products,
belonging to different classes of molecules, including
polyketides and peptides,'*~'* were isolated from Nocardiopsis
species.'”'® These classes display cytotoxic,'” antimicrobial,"®

. . © XXXX American Chemical Society and
W ACS Publications  American Society of Pharmacogno)s,y

and immunomodulatory activities.'” Recently, three new
angucyclines, nocardiopsistins A—C, with anti-methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) activity were isolated
from marine-sponge-derived Nocardiopsis sp. HB-J378,”" and a
new cytotoxic cyclic peptide was obtained from the marine-
sponge-associated Nocardiopsis sp. UR67."*

According to the World Health Organization (WHO, 2018),
“Cancer is the second leading cause of death globally, and is
responsible for an estimated 9.6 million deaths in 2018”; hence
it is necessary to continue the discovery of new classes of
molecules with cytotoxic activity, which may be further
developed as anticancer drugs.'* In fact, cytotoxicity-guided
fractionation of the crude extract of the marine obligate
actinomycetes, Salinispora tropica, led to the isolation of

Received: August 21, 2018

DOI: 10.1021/acs.jnatprod.8b00708
J. Nat. Prod. XXXX, XXX, XXX=XXX
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salinosporamide A, which entered phase I human clinical trials
for the treatment of multiple myeloma.”'

In the course of screening for new bioactive metabolites
from our collection of actinobacteria, which had been isolated
from different areas of Algeria, Nocardiopsis CG3 (DSM
106572) was selected for a detailed study because novel
polyene-type compounds had been observed by UV and high-
resolution electrospray mass spectrometric (HRESIMS)
HPLC analyses of culture extracts. Herein, we describe the
isolation, spectroscopic structure elucidation, and biological
activities of kenalactams A—E (1—5), which constitute the first
polyene macrolactams from the genus Nocardiopsis.

B RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of the extract of Nocardiopsis CG3 (DSM 106572) by
HPLC-UV-HRESIMS and a survey of databases (e.g., Antibase,
Dictionary of Natural Products) suggested the presence of five
unknown polyene metabolites, the kenalactams A—E (1-35).
Consequently, these were isolated using solvent partition and
Sephadex LH-20 gel chromatography, followed by preparative
reversed-phase HPLC.

The elemental formula C,;H,NO; of the main polyene,
kenalactam A (1), was revealed by the molecular ion cluster
[M + HJ]" at m/z 368.2390 in the HRESIMS spectrum,

indicating 10 double-bond equivalents (DBE). The UV
spectrum with characteristic absorption bands at 297, 339,
and 355 nm suggested a conjugated polyene structural part in
1. Its complete structure was determined by 1D and 2D NMR
spectroscopy. The *C NMR spectrum confirmed 23 carbons,
including one carboxyl carbon (§c 165.1) and one olefinic
carbon (8 132.2), while the remaining 21 carbons were
assigned from the 'H,"”C HSQC NMR data as 15 olefinic
methines (§y 5.10—6.67, 5o 142.1—125.3), two secondary
alcohols (8y,c 4.53/72.5 and 4.37/69.5), one N-bearing
methylene group (8y 2.86 and 3.18, 5. 44.5), a methine
group (8¢ 2.69/33.1), and two methyl groups (6y,c 1.78/
12.9 and 0.95/18.1). The 'H NMR spectrum in DMSO-dg
provided further signals of an amide proton (8 7.62) and two
OH signals (8 S.01 and 4.84).

Analysis of the 'H,'H COSY spectrum revealed two
contiguous spin systems from H-2 to H-S and from H-7 to
Hy-22 via oxymethines (H-8 and H-9). Both parts were
connected from 'H,3C HMBC correlations of H-5 to C-7 and
from methyl H;-23 to C-5, C-6, and C-7, respectively.
Furthermore, the macrolide ring was established from the
HMBC correlations of Hy-22 to C-1 and from H,-21, H-2, and
H-3 to C-1 (Figure 1). The configurations of the double bonds

Figure 1. Selected 'H,'H COSY (bold lines) and 'H,"*C HMBC
(arrows) correlations of 1.

and relative configurations of 1 were assigned from extensive
analyses of coupling constants observed in the J-resolved 'H
NMR spectrum and ROESY correlations. The E-configurations
of the A%3, A*> A1 and A5 double bonds were indicated
by their vicinal coupling constants of 14—15 Hz, while ROESY
correlations between H-4 and methyl H;-23, as well as H-5 and
H-7, proved the E-configuration of the methyl-substituted A%’
double bond. Coupling constants of 11.0 and 11.4 Hz observed
for A1 A8 and A3 double bonds suggested their Z-
configuration. Further, the cis orientation of the hydroxy
groups at C-8 and C-9 was evident from the small coupling
constant (<4 Hz) of their methine protons and from strong
NOEs between methyl H;-23 and H-8 and H-9. Furthermore,
a significant NOE correlation between H-17 and H-20 placed
H-20 syn to H-17, whereas NOE correlations of methyl H;-24
with H-19 and H-21a showed that methyl H;-24 is on the
same face as H-19. Additionally, the large vicinal coupling
constant of 10.2 Hz indicated an anti orientation between
methines H-19 and H-20. To gain additional evidence for
these assignments, an energy-minimized conformation of 1 was
calculated, initially using the Conformational Search module
(MM2 calculation) in HyperChem Prof. (version 8). In the
final model, which was optimized by a PM3 calculation, the
essential dihedral angles were consistent with the NMR data as
summarized in Table 3. Further support for this model was
obtained from the NOE observations. The strongest
interactions are depicted in Figure 2.

The absolute configuration of 1 was established by
application of the modified Mosher method. Esterification of

DOI: 10.1021/acs.jnatprod.8b00708
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Table 1. NMR Spectroscopic Data of Kenalactams A (1) and
D (4) in DMSO-d, ("H 700.4 MHz, *C 176.1 MHz)

1 4

pos. S, type Oy, mult. (Jin Hz)  J¢, type Sy, mult. (J in Hz)

1 165.1, C 1683, C

2 1253, CH 5.6, d (15.0) 1313, C

3 138.5, CH 6.66,dd (15.0,10.5) 132.4,CH 6.66, d (11.4)

4 1254, CH 6.08,dd (15.0,10.5) 129.1, CH 6.34, dd (14.5,
11.4)

5 142.1, CH 6.14,* d (15.0) 136.5,CH 6.59, dd (14.5,
11.4)

6 1322, C 1347, CH 624, dd (14.5,
114)

7 1379, CH 5.15,d (7.5) 129.1, CH 7.00, dd (14.5,
11.4)

8 725, CH  4.53,ddd (7.5,3.4, 1299,CH 588, t (11.4)

3.0)

8- 4.84, br d (3.0)

OH

9 69.5, CH 437, ddd (9.0,47, 1251, CH 6.01,t (11.4)

3.4)
9- 5.01, br d (4.7)
OH

10 132.8,CH 545, dd (11.0,9.0) 1247, CH 6.73,t (11.4)
11 1282, CH 6.03,% t (11.0) 137.6,CH 5.32, gd(11.4,
10.4

12 1302, CH 6.01,% dd (14.5, 316, CH 288 m

11.0)

13 131.5,CH 6.12,“ dd (14.5, 44.6, CH, (a) 3.49, ddd (13.0,

11.0) 7.1, 3.9)
(b) 2.41, ddd (13.0,
11.0, 5.6)
14 1344, CH 6.02,% dd (14.5, NH 7.84, dd (7.1, 5.6)

114)
15 127.6, CH 6.49,dd (14.5,11.4) 171.2,C

16 1292, CH 581, t (11.4) 134.0, C
17 1254, CH 6.11, t (11.4) 1372, CH 631, s
18 125.5,CH 6.36, t (11.4) 1302, C

19 1357, CH 5.10,dd (11.4,102) 1368, CH 5.93,°d (11.4)
20 33.1, CH  2.69, ddqd (116, 1283, CH 6.49, dd (14.5,

10.2, 6.5, 3.7) 11.4)
21 44.5, CH, (a) 3.18,ddd (13.0, 136.1, CH 6.18, dd (14.5,
11.6, 9.3) 11.4)
(b) 2.86, ddd (13.0,
3.7, 3.3)
22 NH 7.62,brdd (9.3,3.3) 133.2,CH 6.26," dd (14.5,
11.4)
23 12.9, CH, 1.78,'s 129.8, CH 6.44, dd (14.5,
11.4)
24 18.1, CH; 0.95,d (6.5) 129.0,CH 5.92,°t (11.4)
25 125.8,CH 6.09, dd (114,
11.0)
26 1252, CH 6.35,% t (11.0)
27 137.5,CH 5.21,t (11.0)
28 33.0,CH 286, m
29 447, CH, (a) 3.13, ddd (13.0,
5.0, 4.5)
(b) 2.94, ddd (13.0,
11.4,7.5)
30 NH 7.49, dd (7.5, 5.0)
31 12.8, CH, 1.71,d (6.8)
32 18.1, CH; 0.94,d (6.5)
33 14.3, CH; 195,brs
34 15.6, CH; 199, d (6.5)
35 174, CH; 0.95,d (6.5)

“~“Overlapping signals. Chemical shifts were assigned from 'H,"C
HSQC spectrum.

Table 2. NMR Spectroscopic Data of Symmetrical
Kenalactam C (3) and Kenalactam E (5) in DMSO-d, ("H
700.4 MHz, *C 176.1 MHz)

3 S
pos. S type Sy, mult. (JinHz)  S¢, type Sy, mult. (J in Hz)
L1 169.2, C 1714, C
2,2 1312, C 1306, C
3,3 1326, CH 6.42,d (11.4) 136.8, CH 6.27, d (14.5)
4,4 1282, CH 636, dd (140, 129.0,CH 648" d (14.5,
11.4) 10.0)
55 1372, CH 638, dd (140, 136.6, CH 6.01," d (10.0)
10.0)
6,6 133.6, CH 6.23, dd (14.5, 1343, C
10.0)
7,7 130.0, CH 6.77, dd (14.5, 135.5,CH 649, d (10.0)
11.4)
8,8 1292, CH 5.86, t (11.4) 134.5, CH 6.29, dd (14.5,
10.0)
9,9 1254, CH 6.03, t (11.4) 128.7, CH 6.90, dd (14.5,
114)

10, 10° 1252, CH 6.57, dd (11.4,
11.0)

11, 11’ 137.3,CH 525, t (11.0)
12,12 317,CH 291, dqdd (110,

1299, CH 592, t (11.4)

124.5,CH 6.02,% t (11.4)
1249, CH 671, t (11.4)

6.5, 6.1, 4.9)
13,13’  44.6, CH, (a) 3.36, ddd 137.5,CH 531, t (11.4)
(13.0, 6.4, 4.9)
(b) 2.59, ddd
(13.0, 6.4, 6.1)
14,14 NH 7.62, t (6.4) 314, CH 296, tqd (114,
6.5, 4.3)
15,15  12.8, CH; 175 brs 444, CH, (a) 3.48,ddd
(13.0, 6.4, 4.3)
(b) 2.41, ddd
(13.0, 11.4, 6.4)
16, 16' 17.6, CH; 0.95,d (6.5) NH 7.74, t (6.4)
17, 17’ 14.3, CH; 193, s
18, 18’ 15.6, CH, 1.96, s
19, 19’ 17.8, CH; 0.93,d (6.5)

a’bOverlapping signals. Chemical shifts were assigned from 'H,"*C
HSQC spectrum.

Table 3. Calculated Dihedral Angles and Observed Vicinal
Coupling Constants of 1

protons @ [deg] 3}1{;}1 [Hz]
7, 8 150 7.5
8,9 67 3.4
9, 10 163 9.0
19, 20 177 10.2
20, 21a 62 3.7
20, 21b 179 11.6

1 with (R)- and (S)-MTPA-Cl yielded (S)- and (R)-MTPA
esters at the C-9 alcohol. The observed shift differences (A5)
between these esters are depicted in Scheme 1. The Ads g,
values calculated from the '"H NMR data defined the absolute
configuration at C-9 as R. Finally, based on this assignment and
on the molecular modeling, which represented all observed
coupling constants and NOE interactions, the complete
absolute configuration of 1 was defined as 8S, 9R, and 20S.
The molecular formula of kenalactam B (2) was also
determined as C,3;H,(NO; by HRESIMS. The UV, mass, and
NMR spectra of compound 2 were very similar to those of 1,
indicating a structurally related isomer of 1. The structure
featured the same carbon skeleton as 1, which was verified
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Figure 2. PM3-calculated model of 1 and selected strong NOE
contacts.

Scheme 1. Ad(s_g) Values Calculated from the (S)- and (R)-
MTPA Esters of 1

from the NMR data. The main difference was found in the 'H
NMR spectrum, which revealed a coupling constant of 9.5 Hz
between H-8 and H-9, which is a typical vicinal coupling for an
anti conformation. The vicinal coupling between H-9 and H-
10 was unchanged (11 Hz), thus indicating the stereocenter at
C-8 was reversed in 2. This assignment was supported by the
ROESY correlations H-9/H-12, H-17/H-20, and H;-24/H-19/
H-21b, whereas no NOE was observed between H-8 and H-9.
Consequently, the stereochemistry at C-8 of 2 was assigned as
R.

The molecular formula of kenalactam C (3) was established
as C3H3sN,0, by HRESIMS analysis, implying 13 double-
bond equivalents. The UV spectrum showed characteristic
polyene absorption bands (4 325, 329, and 338 nm). Since the
'"H and C NMR spectra exhibited half the number of
expected signals, 3 was recognized as a symmetrical cyclic
dimer. The '"H NMR spectrum showed a set of signals, each
representing a pair of amide protons (8y 7.62), nine pairs of
olefinic protons (6y 5.25—6.77), and two pairs of methyl
groups (8 0.95 and 1.75). Despite the fact that H-4 and H-S
signals overlapped, the COSY spectrum showed a contiguous
sequence of correlations from H-3 to Hy-14. The HMBC
correlations of methyl H;-15 to C-1, C-2, and C-3 and of H-3
to C-1 and C-S5 completed the planar structure of the
symmetrical half of 3. HMBC correlations of methylene H,-
13’ to C-1 and of Hy-14 to C-1 established the ring closure.
The E-configuration of the A** and A%’ double bonds was
assigned from the vicinal coupling constants of 14.5 and 15.0
Hz, whereas the Z-configuration of the A% and A bonds
was evident from their coupling constants of 10—12 Hz. The
methyl-substituted A>* double bond was unambiguously
established as trans from the ROESY correlation between
methyl-15 and H-4, whereas an NOE between methyl-15 and
H-3 was absent. ROESY correlations between H-9 and H-12
positioned H-12/H-12" syn to H-9/H-9', whereas NOE
correlations of methyl-16 with H-11 and H-13a signified that
methyl-16/16’ is on the same face as H-11/11" (Figure 3).

These correlations were also observed for 1, thus indicating the
same S-configuration of the methyl group at this position.

Figure 3. Selected 'H,'H COSY (bold bonds), 'H,"*C HMBC (plain
arrows), and 'H,"H ROESY (dashed arrows) correlations of 3.

Kenalactam D (4) exhibited a molecular ion cluster [M +
H]" at m/z 499.3323, which provided the molecular formula
C33H,N,O0, (14 DBE). Its UV/vis spectrum was similar to
that of 3. Compared to 3, the "H NMR spectrum displayed
two additional olefinic protons and a methyl group. The gross
structure of 4 was elucidated from COSY and HMBC
correlations. The A**, A%, A% and A?*®? double bonds
were established as E and the A3%%, A10H A20210 454 A2223
double bonds as Z configured. The methyl-substituted A3,
A7 and A1 double bonds were assigned as E on the basis
of ROESY correlations. Strong NOE correlations between H-
8/H-9, H-9/12, H-24/25, and H-25/H-28 on one side and
between H;-32/H-11 and H;-35/H-27 on the other side were
observed (Figure 4) and thus suggested an identical configured
stereocenter at C-28 in kenalactam D (4) compared to C-12 in

Figure 4. Selected 'H,'"H COSY (bold bonds), 'H,"*C HMBC (plain
arrows), and 'H,'H ROESY (dashed arrows) correlations of
kenalactam D (4).

The molecular formula C;sH,N,0, (15 DBE) of
kenalactam E (5) was determined by HRESIMS, which
indicated another macrolactam dimer. The NMR spectra of
kenalactam E (5) contained all structure elements of
kenalactam C (3) with additional resonances for a pair of
methine and of methyl groups (/¢ 6.29/134.5 and 1.96/15.6
ppm) and of sp’ carbons (§c 134.3 ppm) (Table 2).
Compared to 3, the structure of § included a pair of C;H,
structural units, i.e., a propionate unit [-CH=C(CH;)=] in
the olefin chain. However, the additional propionate unit was
inserted between C-4 and C-5 of 3, resulting in an enlarged,
symmetrical macrolactone. Assuming a largely common
biosynthesis, the methyl-substituted stereogenic center (C-12
or C-14) of 1-5 is conserved throughout these polyene
macrolactams. Therefore, the absolute configuration at C-14
was assumed to be S in concordance with the similarity of the
NMR data.
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Due to the low amount of 2, only compounds 1 and 3—5
were tested for their antimicrobial and cytotoxic activities and
antiviral activity against HCV (hepatitis-C-virus) in human
liver cells. Compounds 3, 4, and § showed moderate to weak
activities against Staphylococcus aureus, whereas 3 further
exhibited moderate antifungal activity against Candida albicans
and Mucor hiemalis. Compound 1 did not show any
antimicrobial activities against our test microorganisms at
concentration of >66.66 pug/mL. Compounds 3—S exhibited
significant but weak cytotoxicity against various human cancer
cell lines. Compound § was the most potent derivative,
showing inhibition of KB3.1, PC-3, SKOV-3, and AS549 cell
lines in the IC;, range of 2—5.5 uM. Compound 1 had no
activity against KB3.1 and L1929 cell lines. Weak antiviral
activities against HCV were observed for compounds 3-S5,
while 1 was not active (Figure S9, Supporting Information).

Kenalactams A (1) and B (2) are 22-membered macrocyclic
lactams. Examples for structurally closely related macrolactams
are cyclamenol A (20-membered ring),22 micromonosporin A
(24-membered ring),23 and lobosamide, mirilactam, micro-
monolactam, and sceliphrolactam (all with 26-membered
rings).>*7*°

Macrolactams, which represent a small class of compounds
belonging to the group of polyketides,””*" are characterized by
macrocyclic amide rings. Polyene macrolactams are a hitherto
underexplored group of natural products that have only been
found in actinomycetes.””* For example, sceliphrolactam,
isolated from a Streptomyces sp. associated with the mud wasp
Sceliphron caementarium, is an unusual polyenol and enone
macrolactam which inhibited amphothericin B-resistant
Candida albicans (MIC 4 pg/mL).”> A new polyene macro-
lactam, lobosamide A, recently isolated from a marine
actinobacterium of the genus Micromonospora inhibited the
growth of the protozoan parasite Trypanosoma brucei (ICg, =
0.8 M).*® The nocardiopsins, prolinyl-macrolactam polyke-
tides isolated from Nocardiopsis sp. (CMB-M0232)," and
fluvirucin B6, a new macrolactam isolated from a marine-
derived Nocardiopsis,”' are the only polyene macrolactams
reported from the genus Nocardiopsis

Macrolactams are synthesized by a modular PKS that
contains only the ACP domain in the loading module.*”
Various f-amino acid starter units are involved in the
biosynthesis of macrolactams and contribute to their structural
diversity.*>** The majority of these f-amino acid moieties are
synthesized from proteinogenic a-amino acids, such as L-
glutamate, L-aspartate, L-phenylalanine, and L-alanine.>* For
example, leinamycin is synthesized using alanine as a starter
unit, while 3-methylaspartate and lysine are presumed to
represent the starters units for the biosynthesis of vicenistatin
and salinilactam, respectively.”> The incorporation of amino
acids into the polyketide skeletons appears to be a critical event
because the amino groups of amino acids are necessary to form
the macrocyclic structures.”> To determine which amino acid
starter unit might be incorporated in the biosynthesis of
kenalactam A (1), 11 amino acids were separately evaluated as
a nitrogen source. The LC-MS results indicated that
kenalactam A (1) was synthesized in particular when L-alanine
was added as additional nitrogen source. This was confirmed
through the feeding of strain Nocardiopsis CG3 (DSM 106572)
with L-alanine-*N. In GYM medium without malt extract, the
>N of the latter compound was incorporated in the amide
group of the polyene ring of kenalactam A, and the molecular

formula of 1, which was determined by mass spectrometry,
became C,;H,,'°NO; (Figure S8, Supporting Information).

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. Fractionation and analytical
RP-HPLC were carried out with an Agilent 1260 HPLC system

Table 4. Antimicrobial and Cytotoxic Activities of
Kenalactams 1 and 3—5“

IC5, (uM)
cell line 1 3 4 S epothilone B
mouse fibroblasts 1929 - 32.8 422 - 7.5 % 107
HeLa cells KB3.1 - 68 S4 24 53x107°
human breast adenocarcinoma  nt 16.4 18.1 nt 7.4 X 107°
MCE-7
human prostate cancer PC-3 nt 63 S.0 2.1 22 x 107
human lung carcinoma A549 nt 16.3 32.1 6.5 4x 1073
ovarian carcinoma SKOV-3 nt 142 10.0 S.5 24 x 107
microorganism MIC (ug/mL) oxytetracycline
Staphylococcus aureus - 667 167  66.7 0.05
Newman
Escherichia coli DSM1116 - - - — 1.66
Bacillus subtilis DSM10 - - - - 2.08
Nystatin
Mucor hiemalis DSM2656 - 66.7 - - 4.16
Candida albicans DSM1665  — 66.7 - - 8.8

a

— not active; nt: not tested. Positive control: epothilone B,
oxytetracycline, nystatin.

equipped with a diode-array UV detector (DAD-UV), a fraction
collector, or a Corona Ultra detector (Dionex). Analytical HPLC
conditions: column 100 X 2.1 mm XBridge C,q 3.5 um, (Waters),
solvent A: H,O—acetonitrile (95/5), S mmol NH,OAc, 0.04 mL/L
CH,COOH; solvent B: H,O—acetonitrile (5/95), S mmol NH,OAc,
0.04 mL/L CH;COOH; gradient system: 10% B increasing to 100%
B in 30 min and maintaining 100% for 10 min; flow rate 0.3 mL/min;
40 °C. Preparative RP-HPLC was performed on an Agilent 1100
series preparative HPLC system [ChemStation software (Rev.
B.04.03); binary pump system; DAD-UV detection; fraction
collector]. HRESIMS data were recorded on a MaXis ESI-TOF-
mass spectrometer (Bruker) equipped with an Agilent 1260 series RP-
HPLC system: column 50 X 2.1 mm Acquity UPLC BEH Ci;
(Waters); solvent A: 0.1% formic acid in H,O, B: 0.1% formic acid in
acetonitrile; gradient system: 5% B for 0.5 min, in 19.5 min to 100% B
and maintained for S min at 100% B; flow rate 0.6 mL/min; 40 °C;
DAD-UV detection at 200—600 nm. Molecular formulas were
calculated including the isotopic pattern with the SmartFormula
algorithm (Bruker). ESI mass spectra in positive and negative
ionization modes were obtained with an ion trap MS (Amazon,
Bruker). The mass spectrometer was coupled to a Dionex Ultimate
3000 HPLC system [column 50 X 2.1 mm, C,5 Acquity uPLC BEH,
1.7 um, (Waters), solvent A: H,O + 0.1% formic acid; solvent B:
acetonitrile (ACN) + 0.1% formic acid, gradient: $% B for 0.5 min,
increasing to 100% B in 20 min, maintaining isocratic conditions at
100% B for 10 min, flow rate 0.6 mL/min, DAD-UV detection 200—
600 nm]. NMR spectra were recorded on an Avance III 700
spectrometer (Bruker, Bremen, Germany) with a § mm TXI
cryoprobe (*H 700 MHz, *C 175 MHz) and an Avance III 500
(*H 500 MHz, *C 125 MHz) spectrometer. Optical rotations were
measured on a PerkinElmer 241 MC polarimeter (using the sodium D
line and a quartz cuvette with 10 cm path length and 0.5 mL volume).
UV spectra were recorded on a Shimadzu UV/vis-2450 spectropho-
tometer using methanol (Uvasol, Merck).

Strain Origin and Identification. Strain CG3 was isolated from
soil samples collected in 2012 from the saltpan of Kenadsa (22 km
west of Bechar located in southwest Algeria), by a serial dilution
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method using a starch casein agar medium [starch (10 g/L), casein
(0.3 g/L), KNO; (2 g/L), NaCl (2 g/L), K,HPO, (2 g/L), MgSO,-
7H,0 (0.05 g/L), CaCO; (0.02 g/L), FeSO,-7H,0 (0.01 g/L), and
agar (18.0 g) supplemented with 7% NaCl and 50 ug/mL
amphotericin B]. For molecular identification, the strain CG3 was
cultured in 100 mL of GYM (glucose 4 g/L; yeast extract 4 g/L; malt
extract 10 g/L; CaCO; 2 g/L) medium supplemented with 3% NaCl
and incubated for S days (160 rpm, 37 °C). DNA extraction was
performed using a Spin Plant mini kit (Invisorb), following the
manufacturer’s protocol. The 16S rRNA gene region was amplified by
PCR using two universal primers; forward primers bind on the
position (F27) and reverse primers bind on the position (R1525). For
the whole 16s DNA sequencing, five primers were used: F27, RS18,
F1100, R1100, and R1521. The identification of the strain CG3, using
a polyphasic approach, indicated that this strain represents a new
species of the genus Nocardiopsis. The sequence of 16s rDNA of the
strain Nocardiopsis CG3 (DSM 106572) is deposited in GenBank
with accession number MG972881.

Production, Extraction, and Isolation. Mature spores of strain
CG3, grown on ISP3 plus 3% NaCl agar plates, were used to inoculate
two 1 L Erlenmeyer flasks, each of which contained 400 mL of seed
soybean medium (2% soymeal, 2% mannitol, 0.4% glucose, 3% NaCl,
1 L deionized water, pH 7). The flasks were incubated on a rotary
shaker (160 rpm) at 37 °C for 7 days. A 20 L amount of soybean meal
medium, distributed in 25 2 L Erlenmeyer flasks (each 800 mL), was
inoculated with 10% of the seed culture. The flasks were incubated on
a rotary shaker (160 rpm) at 37 °C for 13 days. Mycelial biomass was
separated from the supernatant by centrifugation (7000 rpm, 30 min.)
in a Dupont instrument (Sorvall RC-SB refrigerated superspeed
centrifuge). Adsorber resin Amberlite XAD-16, 10% (v/v), was added
to the supernatant and stirred overnight at 4 °C. The XAD resin was
separated from the supernatant by sieving and extracted with
methanol—H,O (3—7 v/v; three portions of S00 mL each), followed
by methanol (1 L). The methanol extract was evaporated to dryness,
and the residue dissolved in 100 mL of acetone and stored at 4 °C
until precipitation occurred. After centrifugation, the precipitate was
washed with acetone, dried in vacuo, and separated by preparative
reversed-phase HPLC [column 250 X 21 mm, S pm, Nucleodur
Phenyl-hexyl (Macherey Nagel), solvent A: H,O—acetonitrile (95/5),
S mmol NH,OAc, 0.04 mL/L CH;COOH; solvent B: H,0—
acetonitrile (5/95), S mmol NH,OAc, 0.04 mL/L CH,;COOH;
gradient from 25% B to 70% B in 60 min; flow rate 20 mL/min].
Fractions were evaporated, and the residual water was extracted with
ethyl acetate and dried in vacuo to obtain kenalactam B (2; 0.4 mg).
The biomass was extracted with ethyl acetate three times (1.5 L).
After evaporation, the residue was redissolved in methanol and
partitioned with n-heptane to remove the lipophilic components. The
methanol layer was evaporated, and the residue (1.1S g) was
subjected to Sephadex LH-20 column chromatography (column 3 X
83 cm, flow rate 3.8 mL/min) and eluted with methanol. Four
fractions were collected, the solvent was evaporated, and the residue
was analyzed by RP-HPLC-MS. Fr. 1 (S0 mg), containing
kenalactams C—E (3—5), was separated by preparative RP-HPLC
[column 250 X 21 mm, Nucleodur Phenyl-hexyl, S yum (Macherey
Nagel), solvent A: water, solvent B: acetonitrile, gradient from 50% B
to 60% B in 60 min, flow rate 20 mL/min, UV detection at 220, 350,
and 360 nm] to obtain kenalactam C (3) (1 mg), kenalactam D (4)
(2.5 mg), and kenalactam E (5) (1 mg). Fr. 2 (70 mg) was purified by
preparative RP-HPLC [column 250 X 21 mm, Nucleodur Phenyl-
hexyl, S yum (Macherey Nagel) gradient 30% B to 70% B in 60 min,
UV detection 220, 300, and 350 nm] to obtain kenalactam A (1) (10
mg).

Kenalactam A (1): light yellow solid; [a]*p +425 (¢ 0.12,
DMSO); UV/vis (CH;0H) A, (log €) 248 (3.88), 297 (4.57), 339
(3.94), 355 (3.90) nm; NMR data ("H 700 MHz, *C 176 MHz,
DMSO) see Table 1; HRESIMS [M + H]* m/z 368.2390, calcd
368.2220 for Cy;HyoNO;, fy = 8.6 min.

Kenalactam B (2): light yellow solid; [a]*p, +33.8 (¢ 0.10,
CH;0H); UV/vis (CH;0H) A, (log €) 246 (3.43), 296 (3.71), 338
(3.21), 355 (3.17) nm; '"H NMR (700 MHz, CD,0D) 6 1.06 (3H, J

= 6.7 Hz, Hy-24), 1.91 (1H, s, H,-23), 2.83 (1H, m, H-20), 3.07 (1H,
dd, J = 13.0, 3.7 Hz, H-21b), 3.27 (1H, dd, ] = 13.0, 11.7 Hz, H-21a),
4.61 (1H, t, ] = 10 Hz, H-9), 4.88" (1H, m, H-8), 5.22 (1H, dd, ] =
11.0, 10.0 Hz, H-19), 5.31 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-7), 549 (1H, ] =
11.0, 10.0 Hz, H-10), 5.77 (1H, J = 15.3 Hz, H-2), 5.92 (1H, t, ] =
11.0 Hz, H-16), 6.07° (1H, dd, ] = 14.5, 11.0 Hz, H-14), 6.08" (1H,
dd, J = 14.5, 11.0 Hz, H-12), 6.15 (1H, t, J = 11.0 Hz, H-17), 6.22
(1H, dd, J = 14.5, 11.0 Hz, H-13), 6.24° (1H, dd, J = 15.0, 6.0 Hz, H-
14), 6.26° (1H, d, J = 15.0 Hz, H-5), 6.36 (1H, t, ] = 11.0 Hz, H-11),
6.48 (1H, t, J = 11.0 Hz, H-18), 6.56 (1H, dd, J = 14.5, 11.0 Hz, H-
15), 6.84 (1H, dd, J = 15.3, 9.9 Hz, H-3); “overlapping signal with
solvent peak, chemical shift was assigned using HSQC; " overlapping
signals; *C NMR (176 MHz, CD;0D) § 13.4 (C-23), 18.5 (C-24),
34.7 (C-20), 46.4 (C-21), 73.2 (C-8), 74.9 (C-9), 125.9 (C-2), 126.7
(C-17), 127.1 (C-18), 127.4 (C-4), 1284 (C-10), 129.8 (C-15),
130.6 (C-12), 131.0 (C-16), 134.5 (C-11),134.7 (C-13), 135.1 (C-6),
135.6 (C-14), 136.8 (C-19), 137.3 (C-7), 141.5 (C-3), 144.3 (C-5),
169.1 (C-1); HRESIMS [M + H]* m/z 368.2220, calcd 368.2147 for
Cy3HyoNO;, tz = 8.9 min.

Kenalactam C (3): green-yellow solid; [a]*p, +104.7 (¢ 0.1,
CH,;0H); UV/vis (CH;0H) Ay, (log €) 325 (4.04), 338 (4.07) nm;
NMR data (*H 700 MHz, *C 176 MHz, DMSO) see Table 2;
HRESIMS [M + H]* m/z 459.3012, calcd 459.3006 for C3,H3sN,0,,
tg = 11.0 min.

Kenalactam D (4): yellow solid; [a]*’p +477 (¢ 0.23, CH;0H);
UV/vis (CH,OH) 4,,.. (log €) 339 (3.50), 349 (4.54) nm; NMR data
(*H 700 MHz, *C 176 MHz, DMSO) see Table 1; HRESIMS [M +
H]* m/z 499.3325, calcd 499.3319 for C33;H,N,0,, ty = 12.3 min.

Kenalactam E (5): yellow solid; [a]*’, +70.8 (¢ 0.1, CH;0H);
UV/vis (CH;0H) A,,,,, (log €) 287 (3.76), 362 (4.69) nm; NMR data
('H 700 MHz, 3C 176 MHz, DMSO) see Table 2; HRESIMS [M +
H]* m/z 539.3636, calcd 539.3632 for C3sHN,O,, t; = 13.1 min.

Preparation of the S- and R-MTPA Esters of 1. Kenalactam A
(1) (2 mg, S4 pmol) was dissolved in 200 uL of anhydrous
dichloromethane; then 100 uL of pyridine and S yL of R-(—)-MTPA-
chloride were added and stirred at room temperature for 2 h. The
reaction mixture was quenched with buffer solution (pH 7), extracted
three times with dichloromethane, and concentrated in vacuo to
dryness. The (S)-MTPA ester was purified by semipreparative RP-
HPLC [column: 250 X 10 mm, Nucleodur 100-S C,5 ec, Macherey-
Nagel, solvent A: water, solvent B: acetonitrile; gradient: from 40% B
to 100% B in 30 min, flow rate: 6 mL/min, UV detection: 220, 350,
and 360 nm] to yield 0.3 mg of 9-(S)-MTPA ester la: ESIMS m/z
58432 [M + HJ'. The (R)-MTPA-ester of 1 was prepared
analogously from 2 mg (5.4 umol) of 1 to give 0.3 mg of 9-(R)-
MTPA ester 1b. '"H NMR (Table 21 Supporting Information),
COSY, TOCSY, and ROESY data of the products la/1b were
recorded.

Antimicrobial Assays. Minimum inhibitory concentrations were
determined by serial dilution in 96-well plates with EBS medium
(0.5% casein peptone, 0.5% glucose, 0.1% meat extract, 0.1% yeast
extract, SO mM HEPES [11.9 g/L] and pH 7.0) for bacteria and MYG
medium (1.0% phytone peptone, 1.0% glucose, SO mM HEPES [11.9
g/L] pH 7.0) for fungi. Twenty microliter aliquots of compounds 1
and 3—S with a concentration of 1 mg/mL (the final concentration in
the first well is 67 pg/mL) were tested against two different Gram-
positive bacteria (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis), one Gram-
negative (Escherichia coli TolC) bacteria, and two fungi (Candida
albicans, Mucor hiemalis) with methanol as a negative control.*®

Cytotoxicity Assay. Cytotoxicity effects (ICs,) of compounds 1
and 3—5 were determined against a panel of five human cancer cell
lines including HeLa cells KB3.1, human lung carcinoma AS49,
ovarian carcinoma SKOV-3, human prostate cancer PC-3, human
breast adenocarcinoma MCF-7, and normal cell line mouse fibroblasts
1929, by using a S-day MTT assay according to an established
procedure.*”*

HCV Infectivity Assay. Huh-7.5 cells were electroporated with
reporter viruses Luc-Jcl in the presence of test compounds. The
inoculum was removed 4 h later; then monolayers were washed three
times with phosphate-buffered saline and overlaid with fresh medium
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in the absence of compounds. Infected cells were lysed 3 days, and
their luciferase activity was determined as indicators of viral genome
replication and cell viability, respectively, as previously described.***’
The assay was performed in duplicate, and the data are presented as
the mean standard deviation. Viability assay results are given in the
Supporting Information, Figure S9.

Feeding Experiment. GYM medium (without malt extract,
containing yeast extract as sole nitrogen source) was distributed in 11
50 mL Erlenmeyer flasks, each flask containing 20 mL of culture
medium. Eleven L-amino acids, Lys, Ala, Met, Val, Arg, Gly, Phe, Pro,
His, Thr, and Glu, were added separately to each flask (1%). These
flasks were inoculated with strain Nocardiopsis CG3 (DSM 106572),
incubated at 37 °C, and stirred at 150 rpm. After 14 days, each culture
was extracted with ethyl acetate, and the organic solvent was
evaporated to dryness. These crude extracts were redissolved in
MeOH, and an aliquot thereof was subjected to HPLC-MS analysis to
determine which amino acid enabled strain Nocardiopsis CG3 (DSM
106572) to biosynthesize kenalactam A (1).

Feeding with L-alanine-"*N was conducted in 20 mL of modified
ISP2 medium (0.4% yeast extract; 0.4% glucose, "*N-L-alanine) in a
50 mL Erlenmeyer flask. After incubation of strain Nocardiopsis CG3
(DSM 106572) at 37 °C for 14 days (150 rpm), the culture was
extracted with ethyl acetate, evaporated to dryness, and subjected to
HPLC-MS analysis.
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1. Morphological description of strain Nocardiopsis CG3 (DSM 106572)

Fig S1: Short spores chains of Nocardiopsis CG3 (DSM 106572) A. Optical microscope B. Scanning
electron micrographs.



2. Phylogenetic study
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Fig S2: The 16S rRNA gene sequence of the isolate Nocardiopsis CG3 (DSM 106572) was aligned with those
of its closest relatives using the multiple sequence alignment program CLUSTAL W. Phylogenetic analysis
was performed using the neighbour-joining method (Saitou & Nei, 1987), via the software MEGA 6 (Tamura
et al., 2013). Topologies of the resultant trees were evaluated by the bootstrap resampling method of
Felsenstein (1985) with 1000 replicates (only values > 50 % are shown). Bacillus abyssalis DSM 25875"
(KV917370) was used as an outgroup.



3. Spectral data of kenalactams A—E (1-5)
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Table S1. ASF data for the 9-(S)- and 9-(R)-MTPA esters of kenalactam A (1a and 1b) in CDCls.

pos. S-MTPA ester (1a) | R-MTPAester (1b) ASS® (ppm)
OH OH
2 5.74 5.75 -0.01
3 6.65 6.64 0.01
4 6.19 6.19 0.00
5 6.18 6.18 0.00
7 5.23 5.25 -0.02
8 4.89 4.98 -0.09
9 5.85 5.80 0.05
10 5.57 5.49 0.08
11 6.33 6.32 0.01
12 6.11 6.11 0.00
13 6.26 6.26 0.00
14 6.06 6.06 0.00
15 6.60 6.60 0.00
16 5.93 5.93 0.00
17 6.10 6.10 0.00
18 6.55 6.56 -0.01
19 5.32 5.32 0.00
20 2.79 2.80 -0.01
2la 3.55 3.55 0.00
21b 2.91 2.91 0.00
22 1.92 1.93 -0.01
23 1.08 1.08 0.00




DMSO-d6

I W

L e e e e e o e . L e . e e . e LA e
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0  Chemical Shift (ppm)

Spectrum S1. '"H NNMR spectrum of kenalactam A (1) in DMSO-ds (700 MHz).
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Spectrum S2. 3C NMR spectrum of kenalactam A (1) in DMSO-ds (176 MHz).
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Spectrum S7. '"H NMR spectrum of kenalactam B (2) in methanol —d (700 MHz).
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Spectrum S8. '3C NMR spectrum of kenalactam B (2) in methanol-ds (176 MHz).
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Spectrum S13. '"H NMR spectrum of kenalactam C (3) in DMSO-ds (700 MHz).
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Spectrum S14. 3C NMR spectrum of kenalactam C (3) in DMSO-ds (176 MHz).
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Spectrum S17. 'H,'3C HMBC spectrum of kenalactam C (3) in DMSO-ds (700 MHz, 176 MHz).
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Spectrum S19. '"H NNMR spectrum of kenalactam D (4) in DMSO-ds (700 MHz).
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Spectrum S20. 3C NMR spectrum of kenalactam D (4) in DMSO-ds (176 MHz).
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Spectrum S25. 'H spectrum of kenalactam E (5) in DMSO-ds (700 MHz).
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Spectrum S26. '3C spectrum of kenalactam E (5) in DMSO-ds (176 MHz).
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Spectrum S27. 'H,'3C H HSQC-DEPT spectrum of kenalactam E (5) in DMSO-ds (700 MHz, 176 MHz).
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Spectrum S28. 'H,'"H COSY spectrum of kenalactam E (5) in DMSO-ds (700 MHz).
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Spectrum S29. 'H,'3C HMBC spectrum of kenalactam E (5) in DMSO-ds (700 MHz, 176 MHz).

F1 Chemical Shift

IS
o

IS
o8]

56

64

72

80

88

96

104

112

120

128

136

144

152

160

168

38



©

L

F1 Chemical Shift

g
o

T[T T T T[T T

N
S

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

55

6.0

6.5

7.0

75

L L N N N RN RN R R RN RN RN R RN RN ARRNEERENRRRRR RN

8.0

F2 Chemical Shift (ppm) 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

Spectrum S30. 'H,'"H ROESY spectrum of kenalactam E (5) in DMSO-ds (700 MHz).

39



4. Assay
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Figure S10. Hepatitis C Virus (HCV) assay: NC: negative control, EGCG: positive control (epigallocatechin-
3-gallate), K-1: Kenalactam A, K-3: Kenalactam C, K-4: Kenalactam D, K-5: Kenalactam E. The assay was
performed in duplicate and is presented with standard deviation. Huh-7.5 cells were inoculated with Luc-Jcl
reporter viruses in the presence of test compounds. The inoculum was removed 4 hours later, then monolayers
were washed three times with PBS and overlaid with fresh medium containing no EGCG. Infected cells were

fixed 3 days later, and luciferase activity was determined (Ciesek et al, 2011).
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Objective: To study the antimicrobial activity of actinomycetes isolated from sabkha of
Kenadsa and identification of the isolate interesting.

Methods: Eighteen strains were isolated, using four culture media from sebkha of
Kenadsa (Bechar, Southwestern Algeria). Screening of antimicrobial activity consisted of
two steps: in primary screening, antibacterial activity was determined by using the agar
plug method against test strains; in secondary screening, better isolate which showed a
good activity in the first screening was selected to extract antimicrobial substances. The
antimicrobial activities of extracts were evaluated by using Kirby—Bauer disc diffusion
method. Partial characterization of antimicrobial products was performed on the basis of
chemical revelations, UV—vis spectrometry and infrared spectroscopy. The identification
of isolate interesting was performed through morphological, chemical, biochemical and
physiological characteristics.

Results: All isolates showed antimicrobial activity against at least one microorganism
test. One isolate, LAM143cG3, was selected for its broad spectrum and high antimi-
crobial activity. The isolate LAM143cG3 was identified as Spirillospora sp. The com-
parison between the species of this genus (Spirillospora rubra and Spirillospora albida)
and our isolate indicated the existence of several physiological and biochemical differ-
ences which led us to suppose that this was a new member of this genus. Primary
characterization of antimicrobial substances produced by the isolate LAM143cG3 indi-
cated the presence of amines and phenols. The UV—vis spectrum suggested a non-
polyenic nature of substances secreted by our isolate, while infrared confirmed the
presence of amine groups.

Conclusions: The result of the present study revealed that sebkha of Kenadsa was rich in
rare actinomycetes, that secreted interesting antimicrobial substance.

1. Introduction

have useful applications in human and veterinary medicine
and agriculture [5], such as enzyme immuno-modulators, anti-

The rapid emergence of drug resistance among pathogenic
bacteria, especially multi-drug resistant bacteria, underlines the
need to look for new antibiotics [1.2]. Filamentous
actinomycetes are known to have the ability to produce a
wide variety of secondary metabolites [3.4], many of which
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biotics, insecticides, herbicides and anticancer agents [6].
Among actinomycetes, Streptomyces which has long been
recognized as a major source of bioactive molecules covers
around 70% of the total antibiotic products [7.8].
Actinomycetes are widely distributed and are next to bacteria
in the order of abundance in soil [9]. In the past two decades,
there has been a decline in the discovery of new lead
compounds from common soil-derived actinomycetes [10],
hence the scientists have tried to investigate unexplored
habitats for novel actinomycetes as possible candidates of
new antimicrobials substances [11.12]. Among them, sebkha is
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an extreme environment, which inhabits organisms that survive
in very high salinities, high temperatures and withstand severe
solar radiations. The aims of the present work were to study
the biodiversity of halophilic actinomycetes in sebkha of
Kenadsa and to highlight their potential to produce bioactive
substances.

2. Materials and methods
2.1. Samples collection

Soil samples were collected at a depth of 15-20 cm below the
surface from sebkha of Kenadsa (Bechar, Southwestern Algeria),
according to Pochon and Tardieu technic [13]. The samples were
packed in sterile polyethylene bags and aseptically transported to
the laboratory as quickly as possible for further analysis.

2.2. Samples treatment

The samples were subjected to a pretreatment method in
order to facilitate isolation of actinomycetes. The collected
samples were air dried for 7 days, and then they were pre-treated
with 1% calcium carbonate (CaCO3) and incubated at 25 °C for
2 weeks [14].

2.3. Isolation of the actinomycetes

Actinomycetes were isolated by the serial dilution method
[15.16]. Stock solution was prepared by diluting 1 g of soil sample
in 9 mL of sterile saline water and shaked well by using a vortex
mixer. From the stock solution, 1 mL was used to prepare the
final volume of 107> and 1073 by serial dilution method.
About 1 mL of each dilution was sown on the surface of four
different mediums: ISP2 (yeast extracts: 4 g/L; malt extract:
10 g/L; glucose: 4 g/L; agar: 20 g) [17]; Bennett (p-glucose
anhydre: 10 g/L; casaminoacides: 2 g/L; yeast extract: 1 g/L;
meat extract: 1 g/L; agar: 15 g) [18]; Starch casein (starch:
10 g/L; casein: 0.3 g/L; KNOs: 2 g/L; NaCl: 2 g/L; K;HPOgy:
2 g/l; MgSO4-7H,O: 0.05 g/L; CaCOs: 0.02 g/L;
FeSO4-7H,0: 0.01 g/L and agar: 18.0 g) [19]; Starch yeast
extract peptone (starch: 10 g/L; yeast extract: 4 g/L; peptone:
2 g/L; agar: 18 g/L) [20]. About 7% NaCl was added to each
Amphotericin B (25 pg/mL) and
oxytetracycline (10 pg/mL) were added in each medium to
inhibit fungal and bacterial contamination respectively. Plates
were incubated for 7-20 days at 28 °C, and observed
intermittently during incubation [21].

culture medium.

2.4. Preliminary screening of antimicrobial activity
using agar piece method

Eight bacteria and one yeast were used as tests organisms:
Starphylococcus aureus (ATCC 25923) (S. aureus), Entero-
coccus faecalis (ATCC 25212), Bacillus cereus (ATCC 11778)
(B. cereus), Bacillus subtilis (ATCC 6633) (B. subtilis),
Klebsiella pneumonia (ATCC 70603) (K. pneumonia), Pseu-
domonas aeruginosa (ATCC 27853) (K. pneumonia), Escher-
ichia coli (ATCC 25522) (E. coli), Bacillus stearothermophilus
(ATCC 12980) (B. stearothermophilus) and Candida albicans
(ATCC 10231) (C. albicans). The strains of actinomycetes
were inoculated on Bennett medium then incubated at 28 °C

for 14 days. Cylinders agar (6 mm in diameter) of well grown
cultures were cut and placed on plates already seeded with the
test strains. Plates were kept at 4 °C for 4 h for a good
diffusion of the antimicrobial metabolite, and then incubated
bacteria at 37 °C for 24 h and C. albicans at 30 °C for 48 h.
The best isolate which showed a good antimicrobial activity
was selected [221.

2.5. Optimization of secretion of secondary metabolites

In the investigation of the culture medium that would enable
optimal production of antimicrobial molecules, the selected
isolate was inoculated in five culture media: ISP1 (tryptone: 5 g/
L; yeast extract: 3 g/L; agar: 18 g) [17]; GYEA (yeast extract:
10 g/L; glucose: 10 g/L; agar: 18 g) [23]; PELG (peptone: 5 g/
L; glucose: 10 g; yeast extract 2 g/L; agar: 20 g); Bennett and
ISP2 (compositions are mentioned above). The plates were
incubated at 30 °C for 14 days. The antimicrobial activity
against test organisms was determined by the agar piece
method [22].

2.6. Extraction of antimicrobial compounds

The selected antagonistic actinomycetes were inoculated into
250 mL of the best medium for production of antimicrobial
substances and incubated at 30 °C in a shaker (150-180 r/min)
for 14 days. After incubation the broths were centrifuged at
3000 r/min for 15 min, and the cell-free supernatant was
extracted whit equal volume of three solvents including: n-
butanol, chloroform and ethyl acetate [24]. Each organic extract
was concentrated at 45 °C for dryness by using a rotary
evaporator, and then recuperated in 1 mL of methanol and
tested for their antimicrobial activities by using Kirby—Bauer
disc diffusion method. The disks were deposited on the
surface of Muller-Hinton medium, already sown by the test
germs. The plates were incubated at 4 °C for 2 h and later at
37 °C. The diameter of the aureoles of inhibition was
measured after 24 h [25].

2.7. Thin layer chromatography (TLC) and
bioautography

TLC with silica gel plates was used for primary analysis of
the antibacterial substances. A dry crude extract, dissolved in
methanol, was spotted and developed in the solvent system:
ethanol-ammonia-water (8:1:1, v/v). The developed TLC plates
were air dried to remove all traces of solvents. The separated
compounds were visualized under UV at 254 nm and at 365 nm
and the active spots were detected by bioautography [26].

Chromatogram was placed in a sterile bioassay Petri dish
containing Muller—Hinton agar
B. stearothermophilus as target organisms and incubated for
24 h at 30 °C. Clear areas due to the inhibition of the growth of
target organisms indicated the location of antibiotic compounds,
the retention factor (Rp) of the active spots was measured [27].

medium inoculated with

2.8. Partial characterization of products

The active substances were revealed on silica gel TLC plates
with several chemical agents including ninhydrin, ferrous iron
chloride, formaldehyde-H,SO,4 and Molish's reagent. UV—visable
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absorption spectra were recorded on an SPECTRONIC UNICAM
UV 500, while the infrared was determined by Agilent technologie
cary 600 series Fourier transform infrared spectroscopy
spectrometer.

2.9. Taxonomy of potential actinomycete strain

Taxonomic studies were performed based on morphological,
chemical, biochemical and physiological analyses.

2.9.1. Chemotaxonomic analysis

Standard analytical procedures were used to extract and
analyse the isomeric forms of diaminopimelic acid [28] and
whole-organism sugars [29].

2.9.2. Morphological and cultural characters

Morphology studies were performed by using the methods
described by Shirling and Gottlieb [17]. The microscopic
characterization was done by cover slip culture method. The
cultural characteristics were examined by culturing isolates on
different ISP media: yeast extract-malt extract-agar (ISP2),
oatmeal-agar (ISP3), inorganic salts-starch-agar (ISP4), and
glycerol-asparagines-agar (ISP5). In each medium, color and
growth of aerial and substrate mycelium as well as the formation
of soluble pigments were noted after incubation at 30 °C for 14
days.

2.9.3. Biochemical and physiological characterization
The ability of the selected isolate to utilize 10 different car-
bon sources were determined on plates containing basal medium
(ISP9) to which carbon sources were added to a final concen-
tration of 1%. The plates were incubated at 28 °C for 14 days
[17]. The research of melanoides pigments was carried out by
using ISP6 and ISP7. The actinomycete isolate was tested for
its ability to grow in different concentrations of NaCl range
from 0% to 15%, and temperature range from 25 to 50 °C, on

3. Results
3.1. Isolation of the actinomycetes

In the present study, 18 isolates of actinomycetes were iso-
lated from soil samples collected in sebkha of Kenadsa by using
four culture media. The best medium which allowed the isola-
tion of actinomycetes from extreme area was starch casein agar
(9 colonies) (Figure 1).

=

Colony number
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.
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ISP2 Bennett

Starch casein Starch yeast

extract peptone
Figure 1. Number of actinomycetes colony isolated from each culture
medium.

3.2. Screening of antibacterial activity

All isolates showed antimicrobial activity against at least one
microorganism test (Table 1). Two isolates (LAM143dL and
LAM142cE) were actives against only Gram-negative bacteria;
three isolates (LAM142bH1, LAMI142bH3 and LAM153al2)
were actives against Gram-positive bacteria, and twelve isolates
were actives against both Gram-positive and Gram-negative
bacteria. Seven isolates were actives against C. albican. The
isolate LAM143cG3 was selected for its broad spectrum and
high antimicrobial activity, as well as its morphology

interesting.

Bennett [17].

Table 1

Antimicrobial activity of actinomycete isolates.
Isolates S. aureus E. faecalis B. cereus B. subtilis K. pneumoniae P. aeruginosa E. coli C. albicans
LAMI142cElL 9.33 8.33 15.66 - 13.00 10.00 11.00
LAM143dF - - - - - - - 23.66
LAM142cE3 - - - - - - 7.00 -
LAM143dL - - - - 12.00 19.66 - -
LAM142bH1 8.33 16.00 12.00 10.00 - - - -
LAM142bH3 11.66 10.00 9.00 14.00 - - 17.33
LAM142bH2 8.50 8.00 9.16 11.00 - - 8.50 11.00
LAM143cG2 9.00 8.16 10.50 - - - 8.50 11.00
LAM153al2 8.16 8.00 10.50 - - - - 10.00
LAM192aM 15.00 9.66 - - 8.00 - 8.33 -
LAM142aK2 9.33 9.33 15.00 - - 16.00 - 12.00
LAM142cES 9.00 9.66 9.66 12.33 12.16 11.33 9.33 -
LAMI142cE4 8.00 - 8.00 - 9.00 - - -
LAM142aK1 8.83 9.66 8.67 10.33 - 14.33 9.33
LAM143cG3 12.67 - 12.67 11.67 - 15.00 16.00 -
LAM142cE2 9.83 - 10.66 10.00 - - 9.33
LAM143cG1 9.33 8.00 - - - - 9.33
LAMI153all 9.33 10.33 11.66 - 8.00 10.66 - -

E. faecalis: Enterococcus faecalis (ATCC 25212).
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Figure 2. Antibiotic production by the isolate LAM143c¢G3 on different
solid media.

3.3. Optimization of secretion of secondary metabolites
secreted by the isolate LAM143c¢G3

Antibacterial activities were obtained on all media tested
(Figure 2). Among the media, which allowed a good antimi-
crobial production, ISP2 medium was found to be the best for
antibacterial activities.

Table 2
Antimicrobial activity of organic extracts of the isolate LAM143cG3
against tests strains.

3.4. Extraction of antimicrobial compounds

Three organic solvents were tested for extraction of antimi-
crobial products. The results indicated that ethyl acetate and
butanol were the most appropriates for antibiotics extractions
(Table 2).

3.5. TLC and bioautography

Microbiological revelation, by bioautography, indicated that
the ethyl acetate extract allowed us to identify a single active
spot on the solvent systems (ethanol-ammonia-water), its
Ry=0.74. This spot showed strong antibacterial activities against
B. stearothermophilus, and it had a brown color to the naked
eye, light blue at 256 nm while it was dark at 355 nm.

3.6. Partial characterization of products

Chromogenic reactions were positive whit ninhydrin and
ferric chloride, while Molish and formaldehyde-H,SOy4 tests
were negative.

The UV-vis spectrum of the butanol extract showed maxima
absorption at 240 and 276 nm (Figure 3).

The infrared spectrum of the butanol extract indicated pres-
ence of a characteristic band at 3345.562 cm™! (Figure 4).

3.7. Identification of isolate LAM143cG3

Souches tests Ethyl acetate ~ Butanol  Chloroform The isolate LAM143cG3 was characterized by unfragmented
Sl Satact Sl vegetative mycelium (Figure 5A). The aerial mycelium was
S. aureus 15.00 14.33 = stable and carried globular sporangia containing spores arranged
B. cereus 8.00 9.00 - in a spiral (Figure 5B). Spores were mobiles and had different
B. subtilis 16.33 15.33 - . .
; forms (slightly curved or spiral rods).
P. aeruginosa - - - K
K. pneumoniae 15.00 12.00 _ The chemotaxonomic study showed the presence of meso-
E. coli - - - diaminopimelic acid isomer in the cell-wall but not glycin. Reve-
B. stearothermophilus 30.00 25.00 = lation sugars indicated the presence of two spots (Figure 6), one
250+ | |
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Figure 3. UV-visable spectrum of butanol extract of the isolate LAM143cG3.
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Figure 4. Infrared spectrum of butanol extract of the isolate LAM143cG3.

down, corresponded to glucose, and the other at the top, which did
not correspond to any sugar found in the walls of actinomycetes.

3.8. Difference between isolate LAM143cG3 and species
of the genus Spirillospora

The comparison between the species of Spirillospora [Spi-
rillospora rubra (S. rubra) and Spirillospora albida (S. albida))
and our isolate was showed in Table 3.

For physiological characteristics, our isolate tolerated up to
15% NaCl and had an optimum growth temperature between

A

Figure 5. Microscopic observation of the isolate LAM143cG3. A: Vegetative mycelium; B: Aerial mycelium.

Wavenumber

42 and 45 °C, while the species S. albida and S. rubra
tolerated 2.5% NaCl and had optimum temperature growth at
30 °C [301.

For biochemical characteristics, the species S. rubra did not
use xylose, lactose, galactose and rhamnose [30], while the
isolate LAM143cG3 used all carbon sources for growth.

For cultural characteristics, the substrate mycelium of the
species S. albida was beige while it was red-brown for the
species S. rubra [30], whereas for the isolate LAM143cG3 it was
yellow imperial on ISP2, off white on ISP3, lemon yellow on
ISP4 and colorless on ISPS.

B
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Figure 6. Separation of whole-cell sugars from the cell hydrolyzate of
strain LAM143cG3 by TLC.

Table 3

4. Discussion

Recent research efforts have focused on the exploration of
underexplored habitats to discover novel bioactive secondary
metabolites from the autochthonous microbiota.

Sebkha is among the extreme environments underexplored.
In fact, studies on actinomycetes isolated from the Algeria
sebkha are very few [20.31.32].

Among the four used culture media, the best for the isolation
of actinomycetes from sebkha of Kenadsa is the medium starch
casein agar. This performance can be explained by the presence
of starch and casein in the media which stimulate the growth of
actinomycetes in preference to other bacteria [33].

The bioactivity of the isolates was dissimilar between Gram-
positive and Gram-negative bacterial strains. The results clearly
demonstrate that a Gram-positive bacterium was highly sus-
ceptible to the tested crude extracts compared to Gram-negative
bacteria. This different sensitivity between Gram-positive and
Gram-negative bacteria could be ascribed to morphological
differences such as outer membrane of Gram-negative bacteria
having lipopolysaccharide which makes the cell wall imperme-
able to lipophilic extracts. However, a Gram-positive bacterium
was more susceptible because of lacking of outer membrane
[25,34],

Chromogenic reactions of bioactive substances secreted by the
isolate LAM143cG3 have revealed the presence of phenol and
amine. In contrast, carbohydrate residues are absent. The pres-
ence of amine groups is confirmed by the band 3345.562 cm™! of

Characteristics differentiating strain LAM143cG3 from other Spirillospora species.

Characteristics Isolate LAM143cG3 S. albida S. rubra
Morphologys

Aerial mycelium Stable Stable Usually absent
Substrate mycelium Unfragmented Unfragmented Unfragmented
Sporangium Spherical Spherical to vermiform Spherical
Physiological characteristics

NaCl tolerance 15% 2.5% 2.5%
Optimum temperature for growth 42 °C 30 °C 30 °C
Utilization of

Fructose + + ND
Arabinose + + ND
Xylose + - ND
Lactose + — ND
Glucose + +

Saccharose + + ND
Rhamnose + - ND
Galactose + = ND
Mannitol + + ND
Color of aerial mycelium Blanc Blanc Blanc
Color of substrate mycelium

1SP2 Yellow imperial Beige Red to red-brown
ISP3 Off white

I1SP4 Lemon yellow

ISP5 Colorless

Production of melanoid pigments

ISP6 - - -

ISP7 =
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the infrared spectrum which corresponds to the secondary amines
(NH).

Analysis of the crude butanol extract by UV-visible spec-
trophotometry indicates that this sample is not polyenic in na-
ture, which is characterized by the presence of three highly
characteristic maxima between 291 and 405 nm [35].

According to the results of the chemotaxonomic study, the
isolate LAM143cG3 is affiliated to chimiotype III according to
classification of Lechevallier and Lechevallier 1970 [36].

Based on the chemical and morphological characteristics, this
isolate was identified as a member of the genus Spirillospora ac-
cording to Bergy's Manual of Systematic (2012) [37]. But this genus
is characterized by presence of madurose in cell wall, which is
absent in wall of our isolate. This can be explained by the effect
of optimum temperature required by this isolate (42-45) °C
which can inhibit the synthesis of madurose. This point has
already been made for thermophilic Actinomadura (madurose
synthesized in trace amount) and Thermomonospora (lack
madurose) [30].

The comparison between our isolate (LAM143cG3) and
species of Spirillospora suggested a lot of biochemical, physi-
ological and culturals differences, allowing us to suppose that
our isolate may be a new member in the genus Spirillospora.
These results should be confirmed later by sequencing ADN16s.
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