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L'identificiltion de 13 isolats d'actinornycetes r'l glande activite antifongique et n'affectant pas 
deux souches efficacesde Rhizobirrtt~ ttreliloti a revele que ces isolats appartiennent aux especes: 
Nocrrrclicr crrrtotroj)l~ictr, Strc~j)tottrycc..s crtrtittrycoticrrs, S .  rrtrrrlotrrs, S .  ccrpotrttrrrs, S .  Iyclicrr.s, S .  
ttrrrritr~rs, S .  rosc~o-lrrtrrr.s et S .  tlr~rtrroto1erertrs. 
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actinomycetesantagonistesde charnpignons et n'affectant pas le Rhizobirrt~r meliloti. Can. J .  
Microbiol. 24: 1073-1075. 

Thirteen isolates of actinornycetes that have broad antifungal activity and do not affect two 
efficient strains of Rl~izobirrtr~ ttrc~liloti were identified as: Noccrrclicr crrrtotrophiccr, Streptotrrycc.s 
rrrrtittlycoticrrs, S .  crtrrrlatri.s, S .  ccrpocrtnrrs, S .  lyrlicrrs, S .  trrrrrit~rrs, S .  roseo-lrrterrs, and S .  tlrc'r- 
trrotol~rcrtrs. 

Introduction La caracterisation de I'acide diaminopimelique dans les hy- 
drolysats des cellules a ete faite selon la mithode de Becker et 

Suite un tamisage des actinomycetes issus de ,,I, ((964) modifiCe comme suit. Desfioles Erlenmeyerde 250ml 
SOIS  agl-icoles portant Une bonne crois~ance de contenant 100 rnl d'un bouillon h base de tryptone et d'extnit de  
luzerne ou de tsefle et une bonne nodulation, nous levure (milieu ISPI, Difco)ont ete inoculees avecdes sporesdes 
avons retenu 13 actinomyc&tes ayant une grande isolats d'actinomycetes h tester, prelevees de  culture surgelose 

B base d'extrait de levure et d'extlxit de malt (ISP2, Difco), en 
activite antifongique et n'affectant pas deux inclines, Les fioles incubeesil 260C surunagitateur 
souches efficaces de Rl7izobilrrn rneliloti (Antoun et ,.,tatif. iusau3a I'obtention de cultLlres denses, Les cellules ant - .  
(11 .  1978). etC recueillies et lavees deux fois en eau distillee sterile et une 

Dans ce travail, I'identification de ces 13 isolats fois dans I'ethanol h 95% par centrifugation 8000g dulxnt 

d'actinomycetes a ete decrite. 30 min h 4°C. Les cellules sechees (10mg) i la tempelxture de la 
piece ont ete hydrolysees durant 18h h 100°C avec 1 ml d'une 

Materiel et methodes 
Les 13 isolats d'actinomycetes utilises ont e t i  les isolats No 

28, 71, 88, 107, 132, 133, 154, 181, 183, 184, 191, 261, 305. Les 
calacteres microscopiques (morphologie et sporulation), la 
pigmentation des mycelium aeriens, I'utilisation des sources de 
carbone et la formation de pigments solubles et de la melanine 
ont ete determines selon le protocole de Shirling et Gottlieb 
(1966). Ces calacteres ont Cte decrits, tel que suggere par 
Nonomura (1974). Tous les milieux de cultures decrits par Shirl- 
ing et Gottlieb (1966) sont prepares et vendus par la compagnie 
~ i f c o  (Difco ~ a b o r a t o i r e s , ~ ~ e t r o i t ,  ~ i ch igan) .~escou leu r sdes  
mvcClium airiens ont etedeterminees Dar la mithodede Tresner 
e t ~ a c k u s  (1963), avec une skrie de c;uleurs que le Dr. Tresner 
(Am. Cyanamid Co. Lederle Lab., NY) nous a gl-acieusement 
prktie. La morphologie des chaines de spores a ete determinee a 
I'aide d'un microscope Reichert (Autriche) muni d'une camera, 
en utilisant un film "Kodak Photomicrography Monochrome 
Film SO-410" 'Eastman KodakCo., NY). Lasu~face  des spores 
a ete etudiee selon la methode de Tresner et ell. (1961) en utili- 
sant un microscope electronique "Philips 200" B 60 kV. 

'Contribution No 123 de la Station de Recherche d'Agricul- 
ture Canada. 

solution de H C ~ ,  6 ~ ;  dans des tubes en Pyrex hermetiquement 
felmes. Aprts refroidissement, les tubes ont ete centrifuges i~ 
l000g durant 40min B la temperature de lachambre etdecantes. 
Le liquide obtenu a ete evapore h sec sur un bain de vapeur. Les 
cellules ont ete suspendues de nouveau dans I ml d'eau distillee 
puis soumises i une nouvelle evaporation. Ce processus a etC 
ripete trois fois afin d'kliminer tout le HCI. Le risidu a ete 
dissout dans 0.3 rnl d'eau distillee et 2 0 ~ 1  ont ete chromatog- 
raphies sur du papier Whatman No 1. Le solvant utilise a ete un 
melange de methanol, eau distillee, 10 N HCI et pyridine 
(80: 17,5:2,5: 10 en volume). Les papiers ont Cte developpes 
dulant 16 B 18 h par chromatographie descendante. L'acide DL- 
a,€-diaminopimelique (Sigma) qui est un melange des isomeres 
LL,DD et tneso a ete utilise comme standard en chromatog- 
raphiant 1 0 ~ 1  d'une solution i 0.01 M. Cette methode de  
chromatographie ne diffkrencie pas les formes tneso des formes 
DD de I'acide diaminopimelique, mais comme la forme DD est 
relativement rare on assume qu'elle est negligeable (Gottlieb 
1974). Les papiers secs ont e t i  pulverises avec une solution d e  
0.2% de ninhydrine dans I'acetone (poids/volume) et chauffes 
durant 2min au four B 100°C. Les taches de I'acide 
diaminopimelique sont de  couleur vert plle alors que les autres 
acides amines ont une couleur pourpre. Dans ce systeme la 
forme LL de  I'acide diaminopimelique migre plus rapidement 
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TABLEAU 1. Utilisation des sources de carbone par les isolats d'actinomycetcs 

Isolat No Arabinosc Xylose Inositol Mannitol Fr~lctose Rhamnose SLIC~OSC Ramnose Cellulose Salicine 

NOTI.: Utilisation: -?-, posirive; -, n k g a ~ i v c :  + ,  variable o u  douteuse  

que la forme nrcso. La caracterisation des sucres presents dans 
les cellules de I'isolat No 28 d'actinomycete a ete frlite par la 
methode de Lechevalier (1968) Iegtrement modifiee comme 
suit. Dans des tubes en Pyl-ex contenant 50mg des cellules 
sechees il I'air, 2ml d'une solution N de HZSO, ont ete ajoutes. 
Les tubes hermetiquement fermes ont etC gardes il 100°C durant 
1 h. Le pH de la suspension a ensuite ete iljuste i 5.0-5.5 en 
ajoutnnt une solution saturee d'hydroxide de baryum. Le 
precipite blanc qui se forme a etC separe par centrifugation B 
l0OOg durant 40min B la temperature de la chambre. Le liquide 
ainsi obtenu ;I ete evapore 5 sec dans un four maintenu i 40°C et 
le rksidu a etC dissout dans 0.3mI d'eau distillee. On a 
chromatographie 20 p1 sur papier Whatman No 1, en utilisant 
comme solvant la partie superieure d'un melange compose de 
11-butanol, eau distillee, pyr-idine et toluene (5:3:3:4 en volume). 
Les pnpier-s ont etC developpes du~xnt  48 i 56h par 
chromatogl.aphie descendante. On a utilise comme standards 10 
ou 2 0 4  de solutions il 0.1% des sucl-es gal;lctose, glucose, 
mannose, arabinose et ribose (Sigma). Les sucres ont ete 
localises sur le papier en pulvCrisant une solution acide de phta- 
late d'aniline (3.25 g d'acide phtalique dissout dans 100 ml d'eau 
distillee saturee au n-butanol plus 2 nil d'aniline) et en chauffant 
dans un four i 100°C durant 5 min. 

Resultats et discussion 
En determinant les formes de I'acide 

diaminopimelique presentes dans les hydrolysats 
des cellules il est possible de separer rapidement le 
genre Nocurdiu du genre Streptomyces. En effet, 
on retrouve l'isomere meso de I'acide 
diaminopimelique chez les Nocardiu et I'isomere 
LL  chez les Streptornyces (Becker et al. 1964, 
Lechevalier et Lechevalier 1970). 

L'analyse de l'acide diaminopimelique a indique 
que seul l'isolat No 28 contient l'isomere meso. Les 
autres isolats contiennent tous I'isomere LL.  

L'analyse des sucres de I'isolat No 28 a indique que 
les cellules contiennent de I'arabinose et du galac- 
tose. L'isolat No 28 a une paroi cellulaire du type 
IV (Lechevalier et Lechevalier 1970). Comme cet 
isolat produit un vrai mycelium qui se I-amifie et se 
fragmente, il ap~artiendrait donc B la famille des 
Nocardiaceae (Gottlieb 1974). Les autres isolats 

ont une paroi cellulaire du type I (Lechevalier et 
Lechevalier 1970), forment un vrai mycelium qui ne 
fragmente pas et PI-oduisent de longues chaines de 
spores. Ces isolats appartiennent donc A la fanlille 
des Streptomycetaceae. Aucun des 12 isolats con- 
tenant I'isornere L L  de I'acide diaminopimelique 
n'a produit de vesicule ressemblant h un spol-ange 
et les spores n'etaient pas produites sur des 
spol-ophores verticiles. Ces 12 isolats appartien- 
nent donc au genre Streptornyces (Gottlieb 1974). 
L'utilisation des sources de carbone par les 13 
isolats d'actinomycetes est decrite dans le Tableau 
1. Le Tableau 2 indique les couleurs des mycelium 
aeriens et montre la production de pigments, la 
morphologie des chaines de spores et la nature de la 
surface des spores des 12 isolats appartenant au 
genre Streptornyces. L'isolat No 28 forme des 
spores qui ont une surface lisse et une forme cylin- 
drique, les mycelium se ramifient et se fragmentent 
en formant une forme spherique (coque). Cet isolat 
appartient vraisemblablement a I'espece Nor~rd ia  
autotrophica (Gordon et al. 1974). L'isolat NO 71 
ressemble au S. lydicus De Boer, Dietz, Silver et 
Savage. I1 y a contradiction dans la litterature sur 
l'utilisation de I'inositol par cette espece, car 
Nonomura (1974) rapporte qu'il est utilise pour la 
croissance, ce qui est le cas pour notre isolat 71, 
alors que Gottlieb (1974) rapporte qu'il ne I'est pas. 
L'isolat No 88 est proche du S .  roseo-luteus Bessell 
a I'exception que cette espece produit des pigments 
sur le c6te oppose des colonies, ainsi que des pig- 
ments solubles et ne produit pas de melanine 
(Nonomura 1974), caracteristiques non presentees 
par notre isolat. 

L'isolat No 107 ressemble au S. cupoarnus Gon- 
calves de Lima, Albert et Goncalves de Lima. 
Cependant, il y a aussi contradiction dans la littera- 
ture car Nonomura (1974) rapporte que cette es- 
pece n'utilise ni l'inositol ni le sucrose pour sa  
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TABLEAU 2. Co~~leilrs des mycelium aeriens, production de pignicnts, ~i~orphologic des chaines de spores et 
naturc dc la surface des spores des isolats de S/ rc~ /~ /o t r i~~ccs  

Pigments" 

Couleurs SLIT le Forme de Surface 
Isolat dcs mycdlium cot6 opposd la chaine d es 
No aeriens" Melanine des colonies Sol~~bles  des sporesc spores* 

7 1 GY 0 0 0 S Sm 
88 R 1 0 0 S S n~ 

107 GY (R) 1 1 1 RA Sm 
132 GY 0 0 0 S Sp,Wa 
133 GY o o o s Sp,Wa 
154 GY 1 0 0 RA,S SP 
181 GY o o o s Sp,Wa 
183 GY 0 0 0 S SLWa 
184 GY,R 0 0 0 S SLWa 
191 Y 0 0 0 R F  S n~ 
16 1 R (GY) 1 0 0 S Sm 
305 R 1 0 0 R F  Sm 

* G Y ,  gris; Y,  jaune; W, blanc; R, rouge, decrite d'une croissance sur le milieu ISP3, gilose d base d'avoine (Difco) el ( ) sur  d'outres 
~iiilieux. 

hProduction de pigments: I ,  produit; 0, non produit. 
"RF, rcctiflcxibiles; R A ,  retinaculinperti; S, spirales. 
S m ,  lisse; Sp,  i'pineuses; Wa, rugueuses. 

croissance alors que Gottlieb (1974) rapporte 
qu'elle les utilise. L'isolat No 107 n'utilise pas 
I'inositol et utilise le sucrose. Contrairement a 
notre isolat, cette espece utilise aussi la salicine 
(Gottlieb 1974). Les isolats No 132, 133, 181, 183 et 
184 appartiennent ;I I'espece S .  nntimycoticrr;\ 
Waksman qui produit le complexe endomycine 
forme d'un melange d'antibiotiques antifongiques 
et qui a une activite antibacterienne (Gottlieb 1974). 
L'isolat No 154 est similaire au S .  thermotolerrrns 
Pagano, Donovick, Dutcher et Heuser et I'isolat 
No 191 est similaire au S .  crnrrlcrtrrs (Beijerinck) 
Waksman. Cette derniere espece a des activites 
antibacteriennes et antifongiques (Gottlieb 1974). 
L'isolat No 261 ressemble au S. murinus Frommer 
:I I'exception que cette espece ne produit pas de 
melanine et produit des pigments sur le c6te oppose 
des colonies ainsi que des pigments solubles. 
Gottlieb (1974) rapporte que le raffinose n'est pas 
utilise alors que Nonomura (1974) rapporte qu'il 
I'est. Cette espece produit le complexe X d'ac- 
tinomycine et a une activite antifongique. L'isolat 
No 305 ne ressemble a aucune des especes de 
Streptomycetes decrites par le "International 
Streptomyces Project" (Nonomura 1974), ni dans 
le Bergey's Manual ofdeter.minative bacteriology 
(Gottlieb 1974) et pourrait 2tre une nouvelle espece 
du genre Streptomyces, ou une espece decrite ail- 
leurs. 
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