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Introduction

Le sol est I’'un des environnements les plus complexes de la biosphére, il héberge une
grande diversité microbienne a la fois du point de vue taxonomique et du point de vue
fonctionnel. En effet, il est estimé que 80 a 90% des processus dans le sol sont des réactions
induites par les micro-organismes [1]. Cependant, la densité des populations de la microflore
associee aux racines est significativement plus élevee dans la rhizosphére que dans le sol nu [2].

La rhizosphére est I'ensemble des microrégions du sol en contact avec les racines des

plantes supérieures.

Par ailleurs, la croissance des plantes ne repose pas uniquement sur la disponibilité et
I’absorption des nutriments. Certains mécanismes de croissance sont controlés par des
substances autres que les nutriments. Ces substances sont produites par des micro-organismes
mieux connus sous leur vocable anglais Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB). Certaines
bactéries PGPR sont utilisées en tant qu’inoculant pour améliorer le développement des
racines via la production de certaines phytohormones [3]. De nombreuses autres bactéries
sont capables d’améliorer la santé des plantes en limitant la croissance des micro-organismes

phytopathogénes.

Ainsi, les bactéries actinomycétales, d’une part, sont les meilleures candidates a appliquer
sous forme de cellules vivantes. Elles sont connues pour leur production de métabolites
bioactifs ayant des propriétés antibiotiques [4] [5] [6] [7], et d’autre part, les bactéries
appartenant au groupe des Pseudomonas fluorescents sont parmi les plus abondantes dans la
rhizosphére. Dans certains cas, elles représentent plus de 60% de la microflore bactérienne totale
du sol [8]. Plusieurs études montrent que ces bactéries ont des effets bénéfiques pour augmenter
la croissance de la plante. Cette efficacité repose sur la synthése de métabolites particuliers
(siderophores, antibiotiques, enzymes...etc) Pour toutes ces raisons, nous sommes fixés trois
objectifs principaux :

v I’étude, in vitro, de la capacité a solubiliser le phosphate et a produire des sidérophores
d’une collection de souches bactériennes appartenant au groupe Pseudomonas spp et
d’actinomycetes isolées de sol rhizosphérique de la plante de tomate;

v la mise en évidence de I’activité antifongique de souches bactériennes appartenant au
groupe Pseudomonas spp et d’actinomyceétes isolées de sol rhizosphérique et des souches
actinomycétales isolées de sol rhizosphérique de foréts en plaine et en montagne (altitude);

v identification de quelques souches d’actinomycétes representatives.
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1. Propriétés générales de la rhizosphére

1.1. Définition de la rhizosphere

Ce concept mis par le chercheur allemand Lorenz Hiltner en 1904, correspond au volume
du sol autour des poils absorbants des plantes supérieurs ou proliferent des organismes vivant
(bactéries, champignons...etc.). Le terme "rhizosphére" tire son origine du grec "rhizo™ ou

"rhiza" signifiant "racine" et "sphére" signifiant champ d'action ou d'influence.

Cette zone d'interaction s'étend de quelques micrométres a plus de 2 mm en dehors de la
surface racinaire [9]. De méme, cette zone se caractérise par une importante diversité
microbienne comparativement au sol environnant [10]. Par rapport aux racines, la rhizosphere

peut étre divisée en trois zones distinctes :

-’endorhizosphére comprend des parties du cortex et de I'endoderme dans lesquelles les
microbes et les cations peuvent occuper 1’espace libre entre les cellules (espace apoplastique), de
ce fait, le contact entre la plante et les microorganismes aura lieu a 1’intérieur des racines [11].

-le rhizoplan représente la zone meédiane directement adjacente a la racine, y compris
I'épiderme racinaire et le mucilage [11].

-I’ectorhizosphére représente la zone extérieure qui se trouve directement aprés le

rhizoplan [11].

Z Root
hair

Vascular
Tissue

Ectorhizosphere

Figure 01: structure Schématique de la rhizosphere [11].
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1.2. Role de la rhizosphere

La rhizosphere joue un réle actif dans la régulation des interactions entre plantes et micro-
organismes [12]. De ce fait, il a été suggéré que la plante favorise celles qui lui sont
bénéfiques [13] [14]. C’est une zone de vie, ou les exsudats racinaires, d’une part, permettent le
développement d’une faune et d’une flore spécifiques et d’autre part, permettent le
développement d’une flore symbiotique qui assure une bonne croissance aux plantes, en
produisant de substances bénéfiques a la croissance comme les phytohormones et les

antibiotiques assurant la protection contre des phytopathogenes.

C’est une niche écologique qui éveille et stimule diverses activités microbiennes, en
participant ainsi, au fonctionnement des cycles des nutriments majeurs et des oligoéléments

comme le carbone, I’azote, le phosphore, le fer, etc [15].
1.3. La flore de la rhizosphere

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un assemblage complexe
de microorganismes procaryotes et eucaryotes [16]. Certains sont sans effets sur le

développement des végétaux, d’autres encore sont favorables alors que d’autres ont des effets

déléteres [17].

La densité des populations de la microflore associée aux racines est significativement
plus élevée dans la rhizosphere que dans le sol nu [2]. Ces modifications quantitatives de la
microflore ou « effet rhizosphére », s’accompagnent également de modifications qualitatives.
Les bactéries sont les organismes les plus variés et les plus nombreux, leur densité est de
l'ordre de 10° UFC par gramme de sol [18]. Les protozoaires et les algues sont les moins
nombreux, leur densité est de I'ordre de 10° UFC par gramme de sol [19]. La densité des
champignons est estimée & 10° UFC par gramme de sol et les bactéries filamenteuses ou
actinomycétes peuvent atteindre 10” unités par gramme de sol [20] .

1.4. Les différentes interactions dans la rhizosphere

Il existe différentes interactions dans la rhizosphére [21]. Les processus racinaires
impliqués dans ces interactions sont entre autres la rhizodécomposition, la respiration de la

racine, I'absorption d'eau et des nutriments [10].
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1.4.1. Les interactions entre les microorganismes

Les microorganismes en particuliers les bactéries sont fréquemment impliquées dans une
multitude d'interactions non génétiques avec d'autres microorganismes, notamment au niveau de
la rhizosphére. Ces interactions sont souvent nutritionnelles. Un micro-organisme dépend d'un
autre micro-organisme pour la dégradation de produits ou de substrats spécifiques, ou différents
microorganismes sont en compétition pour le méme substrat [22]. Dans d'autres cas, un micro-
organisme peut exercer un effet nuisible sur les autres microorganismes, par exemple par la

production d'antibiotiques ou de composes toxiques.

Les interactions entre populations microbiennes peuvent étre reconnues comme des
interactions négatives (compétition, amensalisme), positives (commensalisme, synergie et
mutualisme), ou positives pour l'un et négatives pour l'autre population (parasitisme ou
prédation) [21].

1.4.2. Les interactions plantes-microorganismes

L’ensemble de ces exemples illustre la boucle de rétroaction a laquelle peuvent étre
assimilées les interactions plantes-microorganismes dans la rhizosphere [23]. Cette boucle de
rétroaction schématisée sur la figure 02 :

e Lalibération d’exsudats racinaires (1) ;

e Ces exsudats favorisent des populations microbiennes particuliéres au sein de la

communauté tellurique (2) ;

e En retour, certaines de ces populations favorisent la croissance (exemple présenté :

nutrition en fer) et la protection (exemple présenté : antagonisme microbien) de la plante-
hote (3) ; ces effets bénéfiques compensent le colt représenté par les exsudats racinaires

pour la plante.
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Figure 02: représentation schématique décrivant les interactions plantes-micro-oganismes

dans la rhizosphere [23].
2. Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (RPCP/PGPR)

Dans le sol, I"activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous I"influence
des racines, la rhizosphere, qui contient plus d’un million de microorganismes par gramme de
sol. Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires. Ces bactéries sont alors reprises sous le terme
RPCP/PGPR.

Au cours des derniéres années, le nombre des PGPR identifiées a connu une

grande augmentation 2 a 5% des rhizobactéries; elles comprennent de nombreuses espéces

bactériennes [17] [24].

Les PGPR colonisent la rhizosphére en utilisant les exsudats racinaires comme substrats
nutritifs, mais a la différence des autres bactéries rhizosphériques elles ont, en retour, un effet
bénéfique sur la plante via divers mécanismes. Cet effet bénéfique peut étre directe, lorsque la
bactérie stimule la croissance racinaire (symbiose associative entre la bactérie PGPR et sa

plante-h6te) ou indirecte, lorsqu'elle contréle des organismes phytoparasites (antagonisme) [25].
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2.1. Les principaux roles des RPCP/PGPR

Il est connu depuis longtemps que la présence des microorganismes dans le sol exerce des
effets importants sur la croissance des plantes. Ils exercent une grande influence sur plusieurs
mécanismes responsables de la santé et de la croissance des plantes. Ils réglent souvent la
réponse de la plante au stress environnemental et contribuent au développement méme des
racines et de la biomasse. Plusieurs mécanismes sont réputés jouer un réle essentiel dans la

croissance des plantes [26]. Les plus fondamentaux sont :
2.1.1 La fixation de I’azote

La fixation symbiotique de 1’azote a été 1’un des premiers mécanismes bactériens identifiés
dans la rhizosphére des végétaux comme susceptible d’induire une augmentation de la croissance
des plantes [27]. Les microorganismes a associations symbiotiques produisent 80% de
I’azote et le reste provient des systémes libres ou associés [28]. Hernandez et al. (1995)
[29] affirment que I'inoculation des semences de mais par les rhizobactéries, (par Pseudomonas
cepacia, P. fluorescens et par Streptomyces aurantiacu), en combinaison avec une dose de
120 kg/ha d'azote, permet d’obtenir un accroissement de plus de 25% des rendements par
rapport a ceux obtenus avec la méme dose d'azote mais sans inoculation par les

microorganismes.
2.1.2. La production de phytohormones

De nombreuses especes fongiques et bactériennes peuvent produire les phytohormones .
Ainsi, la production de phytohormones par les PGPR est, maintenant, considérée comme I'un des
mécanismes les plus importants pour améliorer la croissance des plantes. Ce sont de petites
molécules de signal produites en trés faible concentration, elles agissent comme des messagers
chimiques influencant les processus biochimiques, physiologiques et morphologiques dans les
plantes. Il existe cinq principaux groupes d’hormones : les auxines, les gibbérellines, 1'éthyléne,
les cytokinines et l'acide abscissique. L’acide indole -3-acétique (AIA) est le plus important
du groupe des auxines, il joue un role trés important dans 1’élongation des racines et dans la

prolifération des poils absorbants [35].
2.1.3. La Solubilisation du phosphate

Apres I’azote, le phosphore est 1’¢élément le plus limitant pour les plantes qui sont capables

seulement d’absorber ses formes solubles mono- et dibasiques (H,PO4, HPO,?) [30] [31]. II
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est présent sous forme de composés métalliques liés au fer, a 1’aluminium, ou au silicium dans
les sols acides ou avec le carbonate de calcium dans les sols alcalins [32]. Les composés
phosphatés insolubles peuvent étre solubilisés par des acides organiques et une grande variété
des enzymes phosphatases produites par des plantes et des micro-organismes [33]. Parmi les
bactéries possédant cette activité, les actinomycétes occupe une place de choix [34]. A titre
d’exemple, nous illustrons ici, de maniére schématique, 1’action des micro-organismes sur la

solubilisation du phosphore (P).
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Figure 03: solubilisation du phosphore par I’action des micro-organismes [23].

2.1.4. La production des sidérophores

Le fer est I'un des oligoéléments le plus important pour la croissance microbienne. Dans les
micro-organismes, il agit comme un régulateur global pour de nombreux processus cellulaires,
métaboliques et biosynthétiques [36]. Sous des conditions limitantes en fer, les bactéries
aérobies (principalement) et champignons produisent des composés de faible poids moléculaire
de (400-1000 kDa) appelés sidérophores [37]. Ce sont des métabolites secondaires dont le réle
est d’extraire le fer ferrique de nombreux complexes minéraux ou organiques, de le
solubiliser et de le chélater le rendant, ainsi, accessible aux micro-organismes [38]. Cette forte
compétition pour le fer provoque une réduction de la croissance saprophyte de 1’agent

pathogéne, et donc de la fréquence des infections racinaires, ce qui s’accompagne d’une
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amélioration de la santé de la plante-hdte. De plus, les plantes ont développé des
stratégies  actives d’acquisition du fer complexé aux sidérophores microbiens
qui contribuent ainsi significativement a leur nutrition en cet élément essentiel pour leur
physiologie mais peu disponible dans les sols [39]. A titre d’exemple, la sélection de populations

de Pseudomonas adaptées a la carence en fer et produisant des sidérophores trés efficaces [40].
2.1.5 Inhibition des phytopathogenes

Les PGPR autochtones du sol et la rhizosphére jouent un rdle majeur dans la lutte
biologique contre les agents pathogenes des plantes. Elles peuvent supprimer un large spectre de
maladies bactériennes, fongiques et parasitaires [41] [42]. La stratégie habituelle pour le
contrble des phytopathogenes s’appuie sur un ou plusieurs mécanismes d’action direct via la
production d'antibiotiques, des enzymes hydrolytiques (chitinases, protéases, lipases, etc.), ou
indirecte tels que la compétition (pour éléments nutritifs, 1’oxygéne, I’espace), 1'activation de la

résistance systématique induite (ISR).

La production d'antibiotiques est considérée comme I'un des mécanismes les plus puissants
pour la lutte contre les phytopathogénes. Ils Peuvent étre produits par différentes souches de
Pseudomonas, une des espéeces bactériennes les plus courantes de la rhizosphére [35].
L'efficacité de certaines souches de Pseudomonas spp et P. fluorescents en protection biologique
des plantes a été démontrée dans de nombreux travaux dans des conditions expérimentales et

pratiques [43].

Les sols suppressifs ont été décrits pour bon nombre de pathogénes telluriques, citons a
titre d’exemples des champignons tels que: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
G. graminis [44]. Les espéces du genre Aspergillus sont saprophytes et sont également

considérées comme de faibles agents pathogenes des plantes [45] [46].
» Fusariumoxysporum

Fusarium oxysporum, est un champignon d’origine tellurique trés ubiquiste, et le plus
agressif causant des fletrissements et des pourritures racinaires de plusieurs espéces végétales
cultivées d’intérét économique [47]. C’est un agent vasculaire qui se conserve dans le sol sous
forme de chlamydospores et infecte les plantes via les racines qu'il pénéetre directement ou par
des blessures d'origine mécanique ou biologique (percées des racines secondaires, pigdres

de nématodes,...). Les maladies dues a I’espece F. oxysporum sont largement répandues
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dans le monde. Elles sont dommageables pour de nombreuses plantes maraichéres (tomate,
cucurbitacées etc) [48].

» Aspergillus niger

Les especes du genre Aspergillus sont saprophytes [45]. En particulier A. niger est un
organisme qui a été bien étudié et qui est considéré comme un faible agent phytopathogene. Il
sécrete des enzymes extracellulaires qui peuvent causer des dommages aux cultures agricoles. Il
a été rapporté qu'A. niger était un composant important de la communauté fongique sur les
raisins [49] [50].

Bien qu'il ne soit pas considéré comme une cause importante de maladie des plantes,
A. niger causait des dommages a un grand nombre de cultures et d'aliments, y compris le mais,
les arachides, les oignons, les mangues et les pommes [50] [51]. De nombreux cas de pourriture
des plantes sont causés par A. niger permis elles la pourriture noire du collet sur I’arachide

provoquant la mortalité des plantes [44].

3. Deux cas de rhizobactéries

3.1. Le genre Pseudomonas sp

3.1.1. Classification et habitat

Le genre Pseudomonas a été découvert en 1894 par Migula, il appartient au phylum des
Proteobacteria, a la classe des Gammaproteobacteria, a la famille des Pseudomonaceae, et a
I'ordre des Pseudomonales [52]. Actuellement, nous comptons 188 especes répertoriées dans
I'USEM (International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology) comme: P.
aeruginosa, P. fluorescens et P. stutzeri [53].

Les bactéries du genre Pseudomonas sont pour la plupart des ubiquitaires, nous les
retrouvons sur tous les horizons particulierement sur les systémes racinaires des plantes [54]. Ces
microorganismes colonisent un large éventail d'environnements, elles sont rencontrées

principalement dans les sols, sur les végetaux, ainsi que dans les eaux douces et marines [55].
3.1.2. Morphologie et structure

Les Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, asporulants, de forme droite ou

Iégerement courbée. Leur taille est comprise entre 0,5 a 1 um de diameétre sur 1,5 a 5 um de long,
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trés mobiles en aérobiose grace a une ciliature polaire monotriche, lophotriche ou multitriche
[56]. Cependant, certaines souches et notamment P. msallei sont immobiles et aciliées [57]. Elles
possedent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent particulierement intéressantes

pour une utilisation comme agents de lutte biologique [58].

3.1.3. Croissance et nutrition

Les Pseudomonas ont la capacité a croitre a des temperatures extrémes qui varient de 4°C
a 42°C. Toutes les espéces ou souches saprophytes se multiplient a des températures optimales
situées entre 28°Cet 30°C [59]. Quelques espéces comme P. syringea, sont phytopathogénes
[60]. Les Pseudomonas ont un taux de croissance plus élevé que celui de la plupart des autres

rhizobactéries [61].

Ces bactéries sont trés faciles a isoler et a cultiver au laboratoire et se prétent aisément aux
manipulations génétiques [61] [62]. La culture des Pseudomonas peut étre obtenue sur des
milieux tres simples comme le milieu peptoné et la gélose lactosée. Ces milieux sont ajustés a
un pH supérieur a 4,5 et un temps d'incubation de 48 a 72 h est nécessaire pour que les colonies
soit repiquables [63]. Elles produisent des pigments hydrosolubles se diffusant dans le milieu
[64].

3.1.4. Caractéristiques métaboliques

Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non fermentatif,
utilisant ’oxygeéne comme accepteur final d'électrons, et méme quelques souches utilisent la
dénitrification (les nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d'électrons ce qui permet une
croissance en anaérobiose). Les Pseudomonas spp. sont chimio-organotrophes facultatifs et
peuvent utiliser I’hydrogéne comme source d’énergie et n’ont pas besoin de facteurs de

croissance pour se multiplier [65].

Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composés complexes, tel que les protéines et
les polysaccharides [66]. L’aptitude de certains isolats a dégrader des substances xénobiotiques a
également retenu I’attention de différents chercheurs [67] [54]. De nombreux isolats de
P. fluorescens et P. putida sont capables de dégrader des molécules aromatiques plus ou moins
complexes. L’assimilation des composés aromatiques semble par contre moins courante chez les

isolats provenant de sols non contaminés ou de la rhizosphére [68] [69].
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En raison de la richesse de leurs voies métaboliques, elles sont souvent capables de résister
a de nombreux antiseptiques ou antibiotiques ce qui explique leur présence de plus en plus

fréguente en milieu hospitalier ou elles peuvent étre isolées de I'environnement [70].

3.1.5. Le genre Pseudomonas sp en association avec les plantes

Les Pseudomonas spp associés aux plantes incluent des souches pathogénes et des
souches bénéfiques. Elles ont une capacité élevée a coloniser la rhizosphere ainsi que les racines
des plantes et sont capables de former des associations intimes avec leurs hotes. Les exsudats
racinaires, et en particulier les sucres et les acides aminés, attirent les bactéries par
chimiotactisme a la surface des racines. lls stimulent notamment la mobilité flagellée des
bactéries, ce qui permet & ces derniéres de coloniser la rhizosphére [71]. Ces associations
peuvent mener a une maladie chez les plantes hotes sensibles, comme par exemple de nombreux
pathovars de Pseudomonas syringae qui mettent en place des interactions pathogenes avec

les plantes [72].

Néanmoins, d’autres especes de Pseudomonas sont capables de mettre en place des
interactions mutualistes. Elles sont tres largement représentées parmi les bactéries a effet PGPR
qui promouvoient la croissance des plantes. Ces bactéries sont aussi largement retrouvées
parmi les agents potentiels de lutte biologique qui ont pour effet d’améliorer la santé des
plantes et sont notamment connues pour leur effet antagoniste avec les phytopathogénes. La
grande diversité des mécanismes d’action de ces Pseudomonas est principalement liée a leur
grande capacité a produire une large gamme de métabolites secondaires [73] [17] [2] [74]
[75]. Les Pseudomonas produisent notamment, de nombreux métabolites antifongiques [74]
[75].Ces bactéries sont également capables de synthétiser des sidérophores appelés
pyoverdines ou pseudobactines. Ces molécules sont impliquées dans I’amélioration de la

croissance et de la santé des plantes [76].

Ces bactéries s’attachent d’abord a la racine et sont donc distribuées de fagon passive.

Puiselles se multiplient et colonisent de fagon active la rhizosphere [77] [78].

11
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3.2. Les actinomycetes

3.2.1. Généralités

Les actinomycetes appartiennent a la classe des Actinobacteria, ce sont des bactéries
filamenteuses, septées, ramifiées, a Gram positif et de haut coefficient de Chargaff (%GC) :
généralement compris entre 60 et 75 %. Le phylum des Actinobacteria est grand et complexe. Il

regroupe 5 ordres, 13 sous-ordres, 48 familles, et plus de 200 genres bactériens [79] [80] [81].

Les actinomycetes sont, pour la plupart, immobiles, leur croissance est lente avec un
temps de génération de 2 a 3 heures. Ils croissent en I’espace de quelques jours a quelques
semaines et sont abondamment distribués dans la nature [82] [83]. Les actinomycetes ont un
type de croissance myceélien rappelant celui des champignons filamenteux, leurs cellules

produisent des filaments ou hyphes avec des ramifications [84].

Les actinomycetes sont largement répandus dans tous les sols a ’exception des sites
exposés a des conditions trop extrémes. lls sont surtout présents dans la couche comprise entre la
surface du sol jusqu’a 2 m de profondeur c'est-a-dire dans la rhizosphere. Le genre Streptomyces

est le plus fréquent dans le sol, il couvre a lui seul 95% des souches d’actinomycétes isolées [85].

Tableau 1: fréquence des divers genres d’actinomycétes dans le sol d’apres 1’étude de 5000

échantillons issus de 16 sols différents [86].

Genres Pourcentage (%)
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporangium 0,10
Actinomadura 0,10
Micropolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04
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3.2.2. Morphologie

La morphologie des différents groupes d’actinomycétes est trés variable. Elle va de
simples bacilles diphtéroides a des formes mycéliennes complexes. Le mycélium se développe
sur et dans les milieux (mycélium végétatif ou mycélium de substrat), il est constitué par des
hyphes, qui pénetrent dans le milieu ou se propagent a sa surface. Cette formation montre la
capacité des actinomycetes a pénétrer dans le substrat solide et ainsi dégradent la matiére
organique insoluble grace a leurs enzymes extracellulaires [87]. Au-dessus du mycélium de
substrat se développe un autre mycélium dit aérien. Les filaments produisent des spores soit
isolées, soit groupées en chaines ou méme enfermées dans un sporange ou conidies. Ces derniers
libérent des spores isolées ou groupées en chaines. Elles sont de diverses formes, d’aspect lisse et

ridée.

Certains actinomycétes forment un mycélium non persistant rapidement transformé en une
masse de formes bactéroides irréguliéres. D'autres enfin, ne présentent que des mycéliums tres

rudimentaires [84].

Les colonies que forment les actinomycetes sur milieux solides sont caractéristiques, elles
résultent de 1’accumulation des hyphes ramifiés et non pas des cellules comme c’est le cas chez
les bactéries non filamenteuses. Le diametre des colonies est de 1 @ 4 mm. L’aspect des colonies
est compact, sec, lisse ou rugueux en chou-fleur a contours lisse ou échancré. Elles sont trés

souvent pigmentées en blanc, creme, jaune, violet, rose, gris, etc [84].
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Figure 04: croissance d’une colonie d’actinomycétes sur milieu solide [88].
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3.2.3. Métabolisme

Selon leur métabolisme, les actinomycetes sont répartis en deux groupes, le plus important
est composé de germes ayant un métabolisme oxydatif qui sont localisés, principalement, dans le
sol. Le second rassemble des bactéries fermentatives, hotes des cavités naturelles de I’homme et

des animaux [89].

En général, les actinomycetes sont des bactéries chimoorganotrophes utilisant une grande
variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les biopolyméres complexes (chitine,
cellulose, lignine). Mais plusieurs especes sont capables, aussi, de croissance chimioautotrophe

utilisant I’oxydation de 1’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source

de carbone [90].

Les actinomyceétes ont été et demeurent la source la plus féconde pour tous les types de
métabolites bioactifs. Plus d'un millier de métabolites secondaires  produits par les
actinomyecetes ont été decouverts de 1988 a 1992. Parmi ces métabolites, les antibiotiques avec
des structures chimiques diverses telles que celles des polycétides, des B-lactames et
des peptides [91]. Le reste est constitué¢ d’une grande variété d'enzymes extracellulaires qui leur
permettent de dégrader divers biopolymeéres dans le sol comme les cellulases ou pour lutter
contre les champignons pathogenes des plantes dans la rhizosphere comme les chitinases ou les

glucanases [92].
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Matériel et Méthodes

1. Les Souches étudiées

» Pseudomonas sp : 193 souches isolées de sol rhizosphérique de la plante de tomate
de I’espéce de solanum lycopersicum L (site : medje zamar, guelma), par Mlle
Khenaka Karima. Ils sont notés de PRT1 jusqu’a PRT193,

> Actinomycetes :

e 83 souches notées ART1 jusqu’a ART83 isolées a partir de la rhizosphére de plantes de
tomate de 1’espéce de solanum lycopersicum L (site : medjez amar guelma ) par  Mlle
Khenaka Karima.

e 49 souches notées ARFI1 jusqu’a ARF49 isolées a partir de la rhizosphere foresticre
d’oumtifis et 10 souches notées ARMI1 jusqu’a ARMI10 isolée de la rhizosphere de forét en
montagne de 1’aures par Mlle LEULMI Nassima (wilaya de khenchla).

> Phytopathogenes : deux  souches appartenant, respectivement, aux especes
Fusarium oxysporum et Aspergillus niger ont été utilisées comme micro-

organismes tests pour la détermination de 1’activité antifongique

Nota-Béné : Melle Khenaka.K et Melle Leulmi. N sont des enseignantes-chercheurs de 1’équipe
de « Microbiologie Appliquée » du laboratoire de « Génie Microbiologique et Applications ».

Equipe dirigée par Mr le Professeur Boulahrouf Abderrahmane
2. Les Milieux de culture

e Les milieux d’isolement et de conservation : Yeast Malt Extract Agar (YMEA) pour les
actinomycetes, Potato Dextrose Agar (PDA) pour les champignons et le milieu King B et
Succinate-Agar pour les souches du genre Pseudomonas.

e Les milieux pour I’étude des caractéres macroscopiques des actinomycetes : milieux
International Streptomyces Project (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, ISP7, ISP9), le
milieu Synthetic Medium (SM), le milieu SMK, le milieu Starch Casein Agar medium
(SCA), le milieu Gausse et le milieu Czapek.

e Le Milieu Pikovskaia (PVK) : pour la mise en évidence de la solubilisation de
phosphate.

e Le milieu Chrome Azurol S (CAS) Agar modifié : milieu de révélation pour la

production des sidérophores.

Le Milieu Sierra : pour la mise en évidence de ’hydrolyse de tween 80%.

Pectine Agar : pour la mise en évidence de la degradation de pectine.
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e CarboxyMéthyl Cellulose-agar (CMC) : pour la mise en évidence de la dégradation de

cellulose
e Le milieu TSI : pour la mise en évidence de la production d’H,S.

e Bouillon nutritif a 0,1 % de KNOj3 : milieu pour la mise en évidence de la production

de nitrate réductase.

e Le milieu Colloidal Chitin Agar (CCA) : pour la mise en évidence de production de

chitinas.
3. Inocula

e les souches d’actinomycétes sont cultivées sur milieu YMEA & 28°C pendant 14 jours,
e les souches de mycetes sont cultivées sur milieu PDA a 28°C pendant 14jours,

e les souches du genre Pseudomonas sp sont cultivées sur milieu King B e a 30°C pendant
7 jours.

4. Solubilisation du phosphate

L’activité solubilisatrice de phosphate a été mise en évidence sur le milieu Pikovskaya
(PVK) solide (Annexe 1) qui contient du phosphate tricalcique Caz(PO,), comme seule source
de phosphore [93]. A partir des inoculas précédemment réaliser, Les souches de Pseudomonas
sp et d’actinomycetes sont déposées sous forme des touches sur le milieu PVK. Aprés 3 jours
d’incubation pour les souches non filamenteuses et 7 jours pour les actinomycétes filamenteux a

28 °C, les diamétres des halos de solubilisation qui entourent les isolats sont mesurés
5. Production des sidérophores

La production des sidérophores a été mise en évidence par la technique de Pérez-
Miranda et al., 2007 [94].

5.1. Principe

Le principe de cette technique repose sur la présence du complexe fer-CAS-
hexadécyltriméthyl ammonium (complexe Fer/CAS/HDTMA) dans le milieu, ce complexe de
couleur bleu peut se dissocier en présence des chélateurs de fer, qui captent le fer et libére ainsi

le Chrome Azurol S qui a une couleur orange.
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L’examen visuel permet de s’assurer de la capacité des souches a produire des

diamétre du halo

sidérophores et le calcul du rapport

diamétre de colonie de la souche permet de comparer les

différences de production entre les souches étudiées (figure 5).

// ‘diamétre du halo™\

Figure 5: détection des sidérophores sécrétés par un microorganisme cultivé sur milieu
CAS Agar.

5.2. Technique

5.2.1. Préparation des milieux de culture exempts du fer

Les milieux de culture choisis sont le Succinate-Agar (Annexe 1) pour les souches non
filamenteuses et le milieu Czapek (Annexe 1) pour les actinomycetes (souches filamenteux),

ces milieux sont préparés sans I’addition de sulfate de fer.

Pour éliminer toute trace de fer dans le milieu, un volume de milieu de culture est mélangé
avec un volume de 8-hydroxyquinoline a 3% (préparé dans le chloroforme). Le mélange est agité
et conservé a 4°C pendant une nuit. Ensuite la phase aqueuse (1a phase supérieure) est récupérée
a aprés décantation (ampoule a décanter). Afin d’éliminer les traces de 8-hydroxyquinoline, la
phase récupérée est lavée deux fois avec le chloroforme, le milieu de culture est, ensuite, porté a

ébullition sous la hotte chimique pour éliminer les traces de chloroforme.
5.2.2. Préparation du milieu de révélation

Selon la méthode de Pérez-Miranda et al, le milieu CAS (Annexe 1) est préparé selon la
méthode de Schwyn et Neilands (1987) [95] avec quelques modifications : le milieu n’est pas

additionné de substances nutritives et I’ Agar est remplacé par 1’agarose.
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5.2.3. Culture et révélation

La culture de différentes souches est réalisée par touche sur le milieu de culture exempt de
fer, pour une durée de 48 h pour les souches non filamenteuses et 5 jours pour les actinomycétes

filamenteux.

Apres, le milieu est inondé avec 10 ml du milieu de révélation. La production des
sidérophores est indiquée par I’apparition d’un halo orange autour des colonies aprés 15 min. Le
diamétre de chaque halo ainsi que le diametre de croissance des colonies sont mesurés afin de

calculer le rapport cité précédemment.
6. Etude de ’activité antifongique

L’activité antifongique est mise en évidence, sur le milieu PDA (Annexe 1), contre les

micro-organismes tests phytopathogene suivants : Fusarium oxysporum et Aspergilus niger.
6.1. Réalisation du test

6.1.1. Pour les Pseudomonas spp

L’étude de [Dactivité antifongique des souches Pseudomonas spp vis-a-vis des 2
champignons est réalisée par la méme technique utilisée pour les actinomycétes sauf que
I’ensemencement des souches étudiées est réalisé par 4 touches en paralléles et distantes de 03

cm du disque du champignon. Ces boites sont incubées dans 1’étuve a 30°C pendant 7 jours.
6.1.2. Pour les actinomycetes

La production de métabolites antifongiques par les actinomycétes est mise en évidence
par la technique des cylindres d’Agar. Un disque de 08 mm de diamétre issus d’une
culture pure de 1’agent phytopathogeéne (F. oxysporum ou A. niger) est déposé au centre de la
boite de Pétri contenant le milieu PDA [96]. Ensuite, quatre disques de 08 mm de diametre
de I’actinomycéte sont placés, en paralléle et autour, dans ces boites, avec une distance de 03 cm
du disque de champignon. Ces boites sont incubées dans 1’étuve a 30°C pendant 14 jours.
Des boites contenant justes le disque de champignon sont incubées dans les mémes conditions,

elles servent de contréles [97].
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Apres les périodes d’incubation ; 1’évaluation de I’inhibition est estimée par le calcul du

pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante [98]:
C-T
%l = % 100

C : Diameétre de croissance de F. oxysporum ou A. niger dans la boite controle.

T : Diamétre de croissance de F. oxysporum ou A. niger en présence des souches étudier.

Disque
d’actinomycétes

Agent
phytopathogéne

Touche de

Pseudomona ssp

Figure 6: technique d’ensemencement des souches étudiées pour la mise en évidence de

I’activité antifongique.
7. L’identification de quelques souches actinomycetes

Des souches représentatives d’actinomycetes seront sélectionnées selon leur forte activité

inhibitrice des agents phytopathogene pour une pré-identification.
7.1. Etude morphologique

7.1.1. Macromorphologie et caracteres culturaux

Les caractéristiques culturales des souches telles que la croissance, la couleur du mycélium
de substrat et la production de pigments diffusibles ont été observés apres 14 jours d'incubation
sur les milieux suivants : ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, ISP7, [99]. SCA, Gausse et SM
[100] (Annexe 1).

7.1.2. Micromorphologie
» Technique de culture sur lame [101]

Les quatre souches sont ensemencées sur milieu solide ISP2. Ensuite, une portion

rectangulaire d'’Agar de 1cm x 1cm x 2 mm est découpe puis déposé sur une lame et recouvert
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avec une lamelle. Les cultures sous forme de sandwich sont incubées a 28°C pendant 14
jours. L'observation se fait sous microscope optique a grossissements (X 100).

» Technique de culture sur lamelle [102]

Cette technique consiste a insérer délicatement une lamelle stérile dans un milieu
Gélosé ISP2 de telle sorte qu’elle forme un angle de 45° avec celui-ci. Une goutte de chaque
inoculum est déposée contre la lamelle en contact avec le milieu nutritif. Aprés 14 jours
d’incubation a 28°C, la lamelle est retirée soigneusement de la gélose entrainant quelques
fragments du mycélium, elle est ensuite déposée sur la lame et examinée au microscope optique

a grossissements (X 100).

'1*—*’4/4'

Figure 7: technique de culture sur lamelle.

7.2. Etude physiologique et biochimique
7. 2.1. Production de pigments mélanoides

La mise en évidence de la production des pigments mélanoides est réalisée par
culture des souches sur deux milieux solides en gélose inclinée : ISP6 et ISP7.
L>ensemencement est réalisé en surface par stries serrées. Un tube non ensemencé sert de
témoin. L'observation de la couleur brune noire caractéristique des pigments mélanoides se
zéme

fait au 4°me

[100] [103].

jour et au jour, en comparant les tubes ensemences avec le témoin

7.2.2. Action sur le lait écrémeé

Des tubes contenant une solution de 10% de lait écréme en poudre sont ensemences et

incubés a 28°C. Aprés 14 jours, la coagulation et la peptonisation sont notées [104].
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7. 2.3. Utilisation de sources de carbone

L’utilisation des différents substrats comme sources de carbone a été étudiée selon
les méthodes de Shirling et Gottlieb (1966)[99], Goodfellow (1971)[105] et Williams et al.
(1983b)[106]. Le milieu ISP9 est utilisé comme milieu de base. Les sucres sont incorpores
a une concentration finale de 1%, tandis que les sucres alcool et les acides organiques a 0,1%

(P/V), les sources utilisées sont :

» Sucre: glucose, saccharose, arabinose, cellulose, xylose, lactose, fructose, maltose,
galactose, ribose, sucrose, inositol,
» Sucres Alcool : Mannitol, sorbitol;

» Acides organiques : propionate de sodium et succinate de sodium.

L'utilisation des différents substrats est appréciée en comparant les cultures avec la
croissance obtenue sur les milieux servant de contréle positif (milieu ISP9 contenant 1% de

glucose) et de contrdle négatif (milieu ISP9 sans la source de carbone).
7.2.4. Utilisation de sources azotee

La mise en évidence de la capacité des souches a utiliser de différentes sources d’azote a
été déterminée selon la méthode décrite par Wiliams et al., (1983b)[106]. Le milieu ISP9 est
additionné par des substrats azotés a une concentration de 0,1% (P/V). Les différentes
substances utilisées sont : la méthionine, I’acide aspartique, la cystéine, la tyrosine, I’arginine, la
proline, la glycine, le tryptophane. Les résultats d’assimilation sont notés apres 14 jours par

comparaison avec le témoin positif (asparagine) et négatif (sans source d’azote ajoutée).
7.2.5. Les activités de dégradation

La dégradation de la gélatine (0,4%), la caséine (1%), I’amidon (1%) la tyrosine
(0,5%) I’adénine (0,1%) a été déterminée sur le milieu de base de I’ISP9. L’hydrolyse du
tween 80 a 0,1% a été testée sur milieu de Sierra (Annexe 1). Pour la dégradation de la pectine
(1%), Les souches sont ensemencées sur le milieu pectine Agar (Annexe 1). Les activités de

dégradation sont notées apres 14 jours d’incubation.

Pour les composés insolubles, les activités ont été détectées par 1’apparition, autour des
colonies, de zones claires. Cependant, le résultat pour la gélatine, 1’amidon et la pectine

est notée apres inondation des cultures respectivement avec la solution de chlorure de
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mercure (HgCl,), de lugol et de une solution de CTAB (bromure d’héxadecyl tri-méthyl
ammonium) a 1% (p/v) et laisser a température ambiante pendant quelques [107] [108] [109].

La dégradation de cellulose été déterminée selon la méthode décrite par (Maki et al ;
2011) [113] A partir d’une culture pure (inoculas) des isolats , une colonie est prélevée, ensuite
déposée sur boite contenant du CMC (Carboxymethyl cellulose) gélosé (Annexe 1). La
production de cellulase est mise en évidence par la coloration a la solution lodine (Gram)
(Annexe 2).

Pour ce faire, un volume de 10 ml est coulé dans la boite. Les colonies développant une

auréole montre que les souches en question possédent une activité cellulase.
7.2.6. Production de sulfure d'hydrogene (H.S)

Des tubes contenant du milieu TSI (Annexe 1) sont ensemencés puis incubés pendant 14
jours a 28°C. La production de I'H,S est appréciée par I'apparition d'une coloration noire dans le
milieu [110].

7.2.7. Réduction des nitrates

La nitrate- Réductase est une enzyme qui catalyse la réduction des nitrates NO™ en NO™

(nitrite) ou an Na. Elle est mise en évidence selon le protocole de (Singleton, 1999) [111].

10 ml de bouillon nutritif contenant 0,1% de nitrate de potassium (Annexe 1) sont
ensemencés et incubés a 28°C. Au 5°™, 10°™et 14°™ jour d'incubation, trois gouttes des réactifs
de Griess | et Il sont ajoutées a 1ml de culture. La réduction de nitrates en nitrites est mise
en évidence par l'apparition d'une coloration rouge. En I'absence de cette coloration,
quelques milligrammes de poudre de zinc sont alors ajoutés. L'apparition de la coloration
rouge indique un test négatif (les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la souche). En
absence de la coloration, le test est consideré comme positif (les nitrates sont réduits au-

dela du stade des nitrites).
7.2.8. La production de chitinase

La mise en évidence de I’activité chitinolytique consiste a ensemencer les souches
actinomycétales par simple strie sur milieu CCA (Colloidal Chitin Agar) (Annexe 1). Apres 8
jours d’incubation, la production de chitinase extracellulaire est traduite par I’apparition de zones

claires autour des colonies [112].
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7.2.9. La croissance en présence d’inhibiteurs chimiques

Pour I’étude de I’effet trois inhibiteurs chimiques sur la croissance bactérienne, les 4
souches sont ensemencées sur milieu Bennett modifié (MBA) (Annexe 1) additionné de
composés inhibiteurs aux concentrations suivantes : chlorure de sodium 4, 7, 10, 13 % (P/V),
phénol (0,1 P/V), crystal violet (0,0001 P/V). La présence ou 1’absence de la croissance est

enregistrée aprés 7 et 14 jours d’incubation par comparaison avec le témoin [106] [114].
7.2.10. La résistance aux antibiotiques

La mise en évidence de la sensibilité des quatre souches aux différents antibiotiques est
basée sur la méthode de I’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé (YMEA)
(Annexel), recommandée par Williams et al. (1983) [107]. Les différents antibiotiques utilisés
sont I’ampicilline (AMP), I’Erythromycine (E), la spiromycine (SP), la gentamicine (CN),
I’amikacine (AK), I’imipenéme (IPM), Nalidixic Acid (NA30), le Cefuroxine (CXM30), la
Streptomycine(S10) et 1° Amoxicilline (AMC30) A partir des culture pure des 4 souches
d’actinomycete, une colonies est ensemencee par stries sur la surface de la gélose puis les
disques d’antibiotiques y sont déposés. Aprés une pré-diffusion de 30 minutes, les boites sont

incubées a 30°C pendant 24 heures, ensuite les diamétres d’inhibition sont mesurés.

8. Milieu optimal et effets de deux facteurs sur la production des

antifongiques par les souches ARF4 et ARF10

8.1. Milieu de culture optimal de production d’antifongique

Pour sélectionner le milieu nutritif optimal pour la production d'antibiotiques, cing milieux
de culture différents (SCA, SM, SMK, Bennett, Czapeck et YMEA) (Annexe 1) ont été utilisés.
Les milieux ont été ensemencés par stries serrées a partir d’une colonie et/ou spores des souches
ARF4 et ARF10 puis incubés pendant 14 jours a 30 °C. L'activité antifongique a été déterminée

par la méthode des cylindres d’Agar contre deux champignons A. niger et F. oxysporum.

Le milieu dans lequel la souche présente la production d'antifongique maximale exprimée
en termes de diamétre de zone d'inhibition est utilis¢ comme milieu optimal de production

d’antifongique.
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8.2. Effet de la concentration en NaCl du milieu optimal sur la production

d’antifongique

Les différentes concentrations en NaCl étudiées sont : 0%, 2%, 4%, 6%, 8% et 10%.
L’activité antifongique a été estimée par la technique des cylindres d’Agar contre les deux
souches phytopathogéne (A. niger et F. oxysporum). La concentration en NaCl qui donne une

bonne production d’antifongique est notée (diametre des zones d’inhibition).

8.3. Effet de la valeur de pH initial du milieu optimal sur la production

d’antifongique

Les différentes valeurs de pH initial étudiées sont: 4, 5, 6, 7, 7.5, 8, 9. pour étudier
l'impact du pH. La production d’antifongique a été estimée par la technique des cylindres d’Agar
contre les deux souches phytopathogénes (A. niger et F. oxysporum). Le pH initial qui donne une

bonne production d’antifongique est notée (diameétre des zones d’inhibition).
9. Cinétique de la production des substances antifongiques

La cinétique de production de substances antifongiques par les deux souches ARF4
et ARF10 été suivie sur le milieu optimal en utilisant la technique des cylindres d’Agar. Un
cylindre est prélevé quotidiennement du premier au Septiéme jour d’incubation puis testé contre

les champignons A. niger et F. oxysporum.

10. Estimation de la croissance (biomasse) des souches ARF4 et ARF10 a

différents ph et concentrations en NaCl

La mesure de la biomasse a été réalisee selon la méthode de Pfefferle et al. (2000)[115].
Les souches d’actinomycetes ARF4 et ARFI10 sont cultivées en erlenmeyers de 250 ml
contenant 50 ml de milieu optimal a différents pH et d’autres a différentes concentration en Nacl
puis ils sont cultivées a 28°C sous agitation 250 rpm pendant sept jours . Les inocula
utilisés correspondent a des colonies et/ou des spores prélevees a partir des cultures

précedemment réalisées.

Un volume de culture est prélevé puis centrifugé a 45000 g pendant 30 mn dans une
centrifugeuse. Le culot (biomasse) est lavé par centrifugation a trois reprises avec de I’eau
distillée stérile. Les tubes (culot sans eau) sont ensuite incubés a 60°C durant 24 h puis pesés

pour déterminer le poids de la matiére seche aprés soustraction du poids de la tare.
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Résultats et discussion

1. Solubilisation de phosphate

La capacité a solubiliser le phosphate inorganique varie d'une souche a 1’autre. Sur les 276
isolats analysés, seulement 45 souches de Pseudomonas sp et 18 souches d’actinomycetes
(Figure 8) ont un pouvoir solubilisateur. Les souches PRT120 PRT41, PRT117 et ART36,
ART63 présentent un halo de solubilisation de 15, 8, 7 mm et 8, 7 mm respectivement
(Tableau 2). lls semblent étre les plus efficaces. D’autres souches particulierement PRTI,
PRT93, PRT40, ART22 et ART13 solubilisent modérément le phosphate avec un diametre du

halo qui varie de 2 a4 mm. Le halo de solubilisation est absent chez tout le reste des isolats. Les

" B

N e

\

Figure 8: photographies de la solubilisation du phosphate (halo) par quelques souches de

codes de ces derniers ne figurent pas dans le tableau 2.

Pseudomonas sp et d’actinomycetes.

Tableau 2: diametre du halo de solubilisation du phosphate

Souches Diametre en (mm)

Pseudomonasspp

PRT41

PRT49

PRT120 15

RT117, PRT128, PRT129 7

PRT49, PRT78, PRT38, PRT124, PRT28, PRT59, PRT110 5

PRT69, PRT76, PRT77, PRT79, PRT86, PRT93, PRT99, PRT125, PRT186, 3

PRT1, PRT5, PRT7, PRT27, PRT32, PRT44, PRT81, PRT85, PRT91, 2

PRT102, PRT106, PRT112

PRT4, PRT29, PRT37, PRT40, PRT45, PRT47 PRT90, PRT75, PRT83, 4
PRT84, PRT89, PRT94, PRT111, PRT119

Actinomycetes

ART36

ART63

ART33, ART37, ART64, ART13, ART34

ART21, ART22, ART43, ART31,ART77, ART32

AHlwjo|Njoo

ART11, ART26, ART34, ART17, ART20, ART44, ART77
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Ainsi, dans notre étude, 24,35 % des souches de Pseudomonas spp et 24,09% des souches
d’actinomycetes sont capables de solubiliser le phosphate inorganique. Ces résultats sont proches
de ceux obtenus par d’autres auteurs. Hamdali et al. (2008) [116] ont montré que parmi les 300
actinomycetes étudiés 55 souches (soit 18%) solubilisent le phosphate. De méme, Babana
(2003) [117] a rapporté que les bactéries solubilisatrices du phosphate isolées a partir de quatre
échantillons de sol au Mali représentent de 7,52 a 30,26% des bactéries totales. Ces bactéries

appartiennent principalement au genre Pseudomonas.

La solubilisation du phosphate par les micro-organismes rhizosphérique est d’un intérét
certain pour I’agriculture. Les essais en champs en Inde ont prouvé que l'utilisation des micro-
organismes solubilisant du phosphate (MSP) peut augmenter les rendements de cultures jusqu'a
70 % [118] [129] [120]. Ces cultures comprenaient, la tomate, le mais, la pomme de terre et le

riz.

Les rapports dans la littérature suggerent que la solubilisation microbienne du phosphate
minéral peut étre soit par I'excrétion d'acides organiques entrainant une acidification du milieu
externe (Whitelaw, 2000)[121] soit par des phosphatases qui convertissent les formes insolubles

de phosphates en ions de phosphates solubles monobasique (H,PO.) et dibasique (HPO,*).
2. Production des sidérophores

La production des sidérophores est attestée par 1’apparition d’un halo rouge/orangé autour
de chaque colonie bactérienne (Figure 9). La production de sidérophores, par 65 souches de
Pseudomonas sp et 14 souches d’actinomycétes, a envahi les boites donc de rapport CAS n’a pu
étre déterminé. En revanche, 9 isolats de Pseudomonas sp présente un halo de sidérophores dont
le diametre se confond au diametre de la colonie donc ces souches ne produisent pas de
sidérophores.

14 souches de Pseudomonas sp et 12 souches d’actinomycétes présentent un halo de
production des sidérophores donc pour ces souches, les diametres des halos formes, par la
production de sidérophores, ont été mesurés, ainsi que les diametres des colonies afin d’établir
les rapports CAS (Tableau 3).
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Figure 9: photographies de la production des sidérophores (halo rouge/orangé) par quelques

souches de Pseudomonas sp et d’actinomycétes.

Tableau 3: rapport CAS* de la production des sidérophores sur milieu gélosé CAS.

Isolats Rapport CAS
Pseudomonas sp

PRT102 3,0
PRT69, PRT79, PRT151 1,5
PRT35, PRT44, PRT189, PRT192 1,7
PRT1, PRT10, PRT77, PRT164, PRT168, PRT175 2,0
Actinomycetes

ART42 2,4
ART72 3,6
ART52, ART69 6,0
ART56, ARTS1 2,1
ART60, ARTS57 3,0
ART77, ART78 2,5
ART22, ART26, ART62 2,0

* . le rapport CAS correspond au rapport des diametres du halo sidérophore et de la colonie
bactérienne.

Les rapports CAS (Tableau 3) des souches appartenant au genre Pseudomonas sp varient
de 2,0 a 3,0 contrairement aux souches d’actinomyceétes dont les rapports varient de 2,0 a 6,0
mm ce qui laisse supposer que les actinomycetes présentent une forte capacité d’élaboration de
ces chélateurs. En effet, la meilleure production a été détectée pour les souches ART52 et
ART69 avec un rapport CAS égal a 6. Dans cette étude, 276 souches de Pseudomonas sp et
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d’actinomycetes, isolés a partir de la rhizosphére de tomate, ont été¢ examinés pour la production
de sidérophores. Les résultats indiquent que 40.93% des souches PRT et 31.32% des souches
ART produisent des sidérophores. Alors que d’autres études comme celle de Pérez-Miranda et
al (2007) [94] qui ont démontré que parmi 48 microorganismes isolés a partir de différents sites

(sols alcalins..), 36 souches produisent des sidérophores ce qui correspond a 75%.
3. Etude de P’activité antifongique

Dans les Figures (11, 12, 13, 14) sont présentés les résultats de I'antagonisme des 143
souches d’actinomycéte et 193 souches de Pseudomonas sp contre les deux mycétes

phytopathogéne : Aspergillus niger et Fusarium oxysporum.

Parmi les 193 souches de Pseudomonas sp, 83 souches ne montrent aucune activité
antifongique. Par contre, 33 souches inhibent, respectivement, la croissance mycélienne des
deux phytopathogénes et 117 souches inhibent un seul des deux champignons phytopathogénes.
Les plus importants pourcentages d’inhibition ont été obtenus avec la souche PRT40 et
atteignent les valeurs de 67,57% pour F. oxysporum et 84.44% pour A. niger. Les plus faibles
pourcentages ont été obtenus avec 5 souches, parmi eux la PRT42 avec 24,32% d’inhibition

contre F. oxysporum et PRT91 avec 0% d’inhibition vis-a-vis d’A. niger.

Boite témoin

Boite témoin
Figure 10: photographies de I’inhibition des deux champignons phytopathogénes
(A. niger, F. oxyporum).
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Figure 11: pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporium et d' A. niger

en présence des souches de Pseudomonas sp (PRT).

Parmi les 144 souches d’actinomycétes, 54 souches d’ART, 36 souches d’ ARF et 7
souches d’ARM n'ont montré aucune activité antagoniste, 29 souches (22 ART, 7ARF ) ont
inhibé la croissance d'un seul des deux champignons phytopathogenes et 18 souches (7 ART ,

7ARF, 4 ARM) ont inhibé les deux especes de champignons .

Les souches d’actinomycetes provenant du sol rhizosphérique de plantes de tomate sont
fortement antagonistes vis-a-vis F. oxysporum avec un pouvoirs inhibiteur qui varie de 27,03
a 54,05% , la souche ART9 présente le taux d’inhibition le plus élevé soit 54,05%
(Figure 12). Par contre, les souches rhizosphérique de forét en plaine présentent une forte
activité inhibitrice contre I’A. niger estimée de 42,22% a 62,22%, notamment la souche ARF49
qui donne la meilleure activité avec un pourcentage de 62,22% (Figure 13). Cependant, les
actinomycetes isolés a partir de la rhizosphére de forét en montagne montrent, également, une
activité intéressante vis-a-vis des 2 champignons a la fois avec des pourcentages variant de
29,73 2 42,22% (Figure 14).
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Figure 12: pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporium et d' A. niger

en présence des souches d'actinomycetes (ART).
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Figurel3: pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporum et A. niger par

des souches d’actinomycétes de sol forestier en plaine (ARF).
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Figure 14: pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporium et d'A. niger

en présence des souches d'actinomycétes de sol forestier en montagne (ARM).
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Dans notre étude, 150 (soit 77,72 %) parmi les 192 souches de Pseudomonas sp et 47
(soit 32,64%) parmi les 144 souches d’actinomyceétes ont montré une activité antifongique
contre au moins un des champignons phytopathogene. Ainsi, le nombre de souches de
Pseudomonas sp inhibitrices est plus de deux fois plus élevé que celui des actinomyceétes et ceci

quel que soit la rhizosphere (plante de tomate ou de forét).

Cependant le pourcentage des souches d’actinomycétes actives est plus élevé que d’autres
pourcentages de souches actives décrites dans des études de criblage dans le sol. Par exemple
Hilali et al. (2002)[122] ont trouvé que sur 85 souches d’actinomycéte isolées a partir du milieu
naturel (sol, eau et sédiments marins), seulement 25 souches (29,41 %) ont une activité
vis-a-vis au moins un des germes cibles ( bactéries et/ou des champignons pathogenes). De
méme Nirina et al.,(2014)[123] montrent que parmi les 87 souches d’actinomycétes provenant
des sols rhizosphérique de plantes d’haricot, de tomate et de concombre, 24 sont antagonistes

de Fusarium spp et les pouvoirs inhibiteurs de ces isolats varient de 14% a 60%.

Nos résultats indiquent, également, que les isolats d’origine terrestre, sont une source
potentielle intéressante de substances antifongiques et ont mis en évidence la présence d’une
souche du genre Pseudomonas (PRT40) dont P’activité inhibitrice vis-a-vis des deux

champignons est trés intense.

Cette inhibition des phytopathogéne est due soit a la production des antibiotiques par les
antagonistes, soit a la compétition vis-a-vis des éléments nutritifs, soit a des inhibiteurs. En
effet, Vernekar et al. (1999)[126] a découvert un inhibiteur de protéase alcaline (API) en tant
que nouvelle classe de protéines antifongiques contre les champignons phytopathogene tels que

Fusarium.
4. L’identification de quatre souches d’actinomycétes
4.1. Etude morphologique

4.1.1. Aspect macroscopique

Les différentes observations concernant la croissance, le développement du mycélium
aérien et la pigmentation des souches ARF4, ARF10, ARF47 et ARM10 sont rassemblées dans
les Tableaux (4,5, 6, 7)
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e Lasouche ARF4
Du 14°™ jour au 21°™ jours d’incubation, ARF4 a une bonne croissance sur les milieux
ISP4, ISP2 et Gausse en développant un mycélium aérien abondant. Sur tous les autres
milieux, ARF4 présente un mycélium aérien moins important et parfois il est absent
totalement. Sa pigmentation sur les milieux de I’ISP tend vers une couleur beige, gris ou
violet (Tableau 4). La coloration du mycélium de substrat varie suivant les milieux, elle est
jaune sur ISP7 et vert sur les milieux Czapek et Gausse. ARF4 élabore un pigment, de couleur

jaune, qui diffuse dans tous les milieux ISP7 (Figure 15).

¢ 3 - X {3 3
A )\ BRI  O

&

ISP4

Gausse

Figure 15: culture de la souche ARF4 sur différent milieux.

Tableau 4: caractéristiques culturales d’ARF4.

Temps de | Milieu de Caractéristique Mycélium Mycélium Pigment
culture culture de la croissance végétatif aérien diffusible
ISP1 Faible Jaune clair Beige Rose
ISP2 Moyenne Jaune Beige -
ISP4 Moyenne Beige Beige -
3™ jour ISP5 Moyenne Jaune Beige -
ISP6 Faible Jaune Beige -
SM Faible Jaune claire Beige -
Czapek Tres faible Beige Beige -
YMEA Faible Blanche Verte -
ISP3, ISP7,
ISP9, SMK, - - - -
Gausse,
SCA
ISP1 Faible Beige Beige Rose
ISP2 Bonne Vert claire Gris -
ISP4 Bonne Beige marron claire -
ISP5 Moyenne Beige claire Jaune-beige Jaune
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ISP6 Faible Beige claire Jaune-beige -
ISP7 Faible Jaune Beige Jaune
SM Faible Jaune Beige claire -
SCA Faible Vert Blanche -
Czapek Moyenne Vert-jaune Gris claire Vert

7™ jour "Gausse Bonne Marron Gris Vert
YMEA Bonne Vert foncé Mauve foncé -
ISP3, ISPY, - - - -
SMK
ISP1 Faible Jaune Beige -
ISP2 Bonne Vert-Marron Violet claire -

Du 14" I5pg Bonne Gris Violet -

au 21 _

Jours ISP5 Moyenne Jaune Beige Jaune

ISP6 Tres Faible Jaune Jaune claire -
ISP7 Moyenne Jaune Beige Jaune
SMK Trés faible Beige Marron -
SM Faible Beige foncé beige claire -
SCA Faible Vert Blanche -
Czapek Moyenne Vert Gris clair -
Gausse Bonne Marron foncé Violet claire -
YMEA Bonne Vert-noir Mauve foncé -
ISP3, ISP9 - - - -

(-) pas de croissance, absence des pigments
e Lasouche ARF10

Du 14°™ jour au 21°™ jour, ARF10 présente un trés bonne croissance sur les milieux
ISP4 et Gausse avec un sporulation abondante (Figure 16), par contre elle ne sporule pas sur
les milieu ISP6, ISP7, SM et SCA. Elle forme des colonies de couleur jaune et grise. Sur les
autres milieux, elle ne se développe. La coloration du mycélium de substrat varie du beige,
jaune au marron. ARF10 élabore des pigments diffusible vire au jaune sur le milieu ISP6.

Gausse

Figure 16: culture de souches ARF10 sur deux milieux.
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Tableau 5: caractéristiques culturales de la souche ARF10.

Résultats et discussion

Temps de | Milieude | Caractéristique | Mycélium Mycélium Pigment
culture culture de la croissance végétatif aérien diffusible
ISP1 Tres faible Beige claire Blanc -
ISP2 Moyenne Beige Beige -
ISP4 Moyenne Beige Blanc -
3™ jour ISP6 Faible Jaune Jaune -
SMK Faible Beige Jaune claire -
SM Moyenne Beige Jaune -
SCA Faible Marron Beige -
Czapek Faible Beige Blanc -
Gausse Moyenne Blanc Blanc -
YMEA Faible Blanc Blanc -
ISP3, ISP5, - - - -
ISP7, ISP9
ISP1 Faible Beige claire Blanc -
ISP2 Moyenne Beige Beige -
7™ jour ISP3 Trés faible Beige Gris -
ISP4 Bonne Vert claire Gris claire -
ISP6 Faible Jaune Jaune -
ISP7 Faible Jaune Jaune -
SMK Moyenne Marron claire | Gris claire -
SM Moyenne Beige Jaune -
SCA Moyenne Marron Gris -
Czapek Moyenne Beige Gris -
Gausse Bonne Gris claire Gris claire -
YMEA Bonne Beige foncé | Gris versle -
bleu
ISP5, ISP9 - - - -
ISP1 Faible Beige Blanc -
) ISP2 Moyenne Marron claire | Gris claire -
Du 14°™ — - -
au 21°™ ISP3 Tres faible Beige Gris -
Jours ISP4 Bonne Gris Claire Verte -
ISP6 Moyenne Jaune Jaune Jaune
ISP7 Moyenne Beige Jaune -
SMK Moyenne Marron claire Gris -
SM Moyenne Beige Jaune -
SCA Moyenne Beige Gris -
Gzapek Moyenne Beige fonce Faible, gris -
Gausse Bonne Beige Claire Gris claire -
YMEA Bonne Beige claire Bleu claire -
ISP5,1SP9 - - - -

(-) pas de croissance, absence des pigments.
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e Lasouche ARF47
Elle a une bonne croissance sur les milieux ISP5, ISP2 et YMEA en développant un
mycelium aérien moyennement important. Sur tous les autres milieux, ARF47 présente une
couleur beige ou blanche. Sa pigmentation sur les milieux ISP2 et ISP5 tend vers le jaune-
marron (Figure 17). La coloration du mycélium de substrat varie suivant les milieux, elle est

grise sur les milieux ISP4 et beige a jaune-marron sur les milieux Czapek et ISP5.

e ki Aﬁ
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Figure 17: culture de souche ARF47 sur deux milieux.

Tableau 6: caractéristiques culturales de la souche ARF47.

Temps de | Milieude | Caractéristique Mycélium Mycélium Pigment
culture culture de lacroissance végétatif aérien Diffusible
ISP1 Faible Beige Beige -
ISP2 Moyenne Rose trés claire Blanc -
ISP4 Trés faible Gris Gris -
3" jours ISP5 Moyenne Beige claire Beige -
ISP6 Moyenne Gris-vert Gris -
ISP7 Faible Blanc Jaune trés claire -
SM Moyenne Jaune Jaune claire -
SCA Tres faible Beige Beige -
Czapek Tres faible Beige Blanche -
Gausse Tres faible Beige Beige -
YMEA Faible Beige Beige -
ISP3, ISP9, - - - -
SMK
ISP1 Moyenne Jaune Jaune claire -
ISP2 Moyenne Marron Beige -
7°™ jours | ISP4 Moyenne Beige claire Rose clair -
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ISP5 Moyenne Jaune Jaune-Beige Jaune
ISP6 Faible Vert Vert foncé -
ISP7 Moyenne Jaune claire Beige claire -
SMK Faible Jaune Blanc Jaune foncé
SM Moyenne Vert-jaune Marron Marron claire
SCA Faible Beige Beige -
Czapek Faible Beige Blanc -
Gausse Faible Blanc Beige Claire -
YMEA Bonne Beige foncé Beige -
ISP3, ISP9 - - - -
ISP1 Moyenne Jaune Jaune claire -
ISP2 Bonne Marron foncé Gris Jaune
ISP4 Moyenne Gris Rose claire -

Du 14%me ISP5 Bonne Jaune Blanc Marron

au 21em | ISP6 Faible Vert foncé Noire -

Jours ISP7 Moyenne Jaune claire Beige -

SMK Moyenne Marron claire Blanc Jaune foncé
SM Moyenne Vert foncé Vert Marron
SCA Moyenne Beige foncé Blanc -
Czapek Faible Beige Blanc -
Gausse Moyenne Beige Beige -
YMEA Bonne Beige foncé Beige -
ISP3, ISP9 - - - -

(-) pas de croissance, absence des pigments.
e Lasouche ARM10

Elle a une bonne croissance sur les milieux ISP5 et ISP7 en développant un mycélium
aérien abondant. Sur tous les autres milieux. ARM10 présente un mycélium aérien faible
ou absent. Sa pigmentation sur les milieux de I’ISP6 tend vers une couleur jaune claire.
La coloration du mycélium de substrat varie suivant les milieux, elle est Beige sur les milieux
ISP5, SMK. La présence d’un pigment diffusible dont la teinte d’une couleur jaune claire a été

mise en évidence.

ISP7
Figure 18: photographie de la souche ARM10 sur milieux ISP5 et ISP7.
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Tableau 7: caractéristiques culturales de la souche ARM10

Temps de Milieu de Caractéristique Mycélium Mycélium Pigment
culture culture de la croissance végétatif aérien diffusible
ISP1 Faible Jaune clair Beige -
ISP2 Moyenne Jaune claire Beige -
3°™ jour ISP5 Moyenne Beige claire Blanche -
ISP6 Moyenne Beige Beige -
ISP7 Faible Beige Blanche -
SM Moyenne Beige Beige -
SCA Trés faible Beige claire Blanche -
YMEA Faible Blanc Blanche -
ISP3, ISP4,
ISP9, SMK, - - - -
Czapek,
Gausse
ISP1 Moyenne Jaune claire Beige -
ISP2 Moyenne Jaune foncé Beige -
7™ jour I'jSps5 Moyenne Beige claire Blanc -
ISP6 Moyenne Jaune Blanc -
ISP7 Moyenne Beige foncé Blanc -
SM Moyenne Jaune claire Beige -
SCA Trés faible Beige claire Blanc -
Gausse Trés faible Blanc Blanc -
YMEA Bonne Jaune Blanc -
ISP3, ISP4, - - - -
ISP9, SMK,
Czapek
ISP1 Moyenne Beige Beige -
ISP2 Moyenne Marron claire Beige -
ame LISPS Bonne Beige Blanc -
Du 14eme ISP6 Moyenne Jaune Beige Jaune claire
au 21 -
Jours ISP7 Moyenne Marron claire Blanc -
SMK Tres faible Beige foncé Blanc -
SM Moyenne Jaune claire Beige -
SCA Tres faible Beige foncé Blanc -
Gausse Tres faible Beige Blanc -
YMEA Bonne Jaune Jaune-vert -
ISP3, ISP4, - - - -
ISP9, Czapek

(-) pas de croissance, absence des pigments.
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4.1.2. Aspect microscopique
e Technique des lames et lamelles

Tous les souches développent un mycélium aérien épais, moins ramifie que le
mycélium de substrat (Tableau 8). Il est peu abondant pour la souche ARFA47 et trés abondant
pour les autres souches. Les observations microscopiques du mycélium aérien des souches
mettent en évidence des hyphes épais, trés ramifiées pour ARF4 et moyennement pour les
autres. Les hyphes portent de longues chaines de spores droites de type rectiflexible (RF)
(jusqu’a 40 spores par chaine). Les spores sont cylindriques. Le mycélium de substrat est

long, non fragmenté et ne portant pas de spores (Figure 19).

© @
Figure 19: photographies de la morphologie microscopique des souches d’actinomycétes

(a): ARF4 ; (b): ARF10; (c): ARF47 ; (d): ARM10.

Tableau 8: aspect microscopique des souches d’actinomycétes purifiés.

Mycélium Mycélium aérien (21°™ jour)
de substrat
Y n 1% La forme des chaines | La longueur des La forme de la spore
S 2 S de Spores chafnes de spores
g 2| §
? = § RF S RA <20 >20 | Cylindrique | Arrondie
§.
ARF4 - - + - - - + + -
ARF10 - - + - - + - + -
ARF47 - - + - - + - + -
ARM10 - - + - _ _ n " -

(*) RF: rectiflexible; S: spirale; RA: boucle ouverte (retinaculum-apertum)
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L'étude des caractéristiques morphologiques macroscopiques par 1’utilisation de plusieurs
milieux de culture est trés importante pour caractériser les genres des actinomycétes. La
sporulation de nos 4 souches différe d’un milieu a un autre selon leur composition chimique.
Pour les souches ARF4 et ARF10 elle est tres importante sur les milieux ISP4 et Gausse par

contre, pour les autres souches le milieu ISP5 a permis une bonne sporulation.

Plusieurs auteurs ont pu déterminer le genre des actinomycétes a partir de la caractérisation
morphologique. En effet, d’aprés Locci R (1989) [127], Les souches présentant une croissance
sur une large gamme de milieu de culture, montrent généralement une morphologie typique du
genre Streptomyces. La totalité de nos isolats développent des colonies aprés 72 heures

d’incubation. C’est une caractéristique des actinomyceétes a croissance rapide.

D’apreés 1’étude microscopique sur lame et lamelle. Elles forment des chaines de spores
de plusieurs formes ; rectiflexibles, spirales (2 a 4 spires). Les spores ont une forme

cylindrique, donc les 4 souches peuvent étre classées dans le genre Streptomyces.

4.2. Caracteéres physiologiques et biochimiques

» Pigments mélanoides

ARF10 et ARF47 élaborent des pigments mélanoides bun/noir et brun claire respectivement
sur le milieu 1SP6 mais pas sur le milieu ISP7. Cependant, ARF4 et ARM10 ne produisent

aucun pigment mélanoide, que ce soit sur milieu ISP6 ou ISP7 (Figure 20).

T ARF4 ARF10 ARF47 ARMIO T  ARF4 ARF10 ARF47 ARMI0
ISP6 ISP7

Figure 20: production des pigments mélanoides (T: témoin).
» Action sur le lait écrémé

Les souches ARF4. ARF10, ARM10 montrent une coagulation de lait ce qui traduit par la

production de la coagulase. Par contre, la souche ARF47 peptonise le lait (Figure 21).
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Témoin ARF4 ARF10 ARF47 ARMIO

Figure 21: action des souches étudiés sur le lait écrémé (T: témoin).

> Utilisation des sources de carbone

Les 4 souches difféerent par leurs capacités a utiliser les différentes sources de carbone.
Toutes les souches sont capables d’utiliser le glucose, le galactose, le maltose et le fructose
comme seule source de carbone. Alors qu’ils sont tous incapables d’assimiler le Propionate

de sodium et le Succinate de sodium.

Pour I’ensemble de 15 sources de carbone. ARF10 utilise 11 sources et donne une croissance
tres abondante pour le saccharose suivie de la souche ARM10 avec 10 sources. Cependant, les
souches ARF4 et ARF47 assimilent 7 et 5 sources de carbone respectivement avec une
croissance abondante pour le D-fructose et le D-maltose et une croissance faible pour le D-

galactose (Tableau 9).

ISP9+Glucose : i§P§+Galactose
ARF10

Figure 22: photographies de 1’utilisation des sucres comme source de carbone par les souches
ARF4, ARF10.
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Tableau 9: utilisation des sources de carbone.

Souches

ARF4

ARF10

ARF47

ARM10

Témoin négatif

D-glucose (témoin positive)

++

++

++

Lactose

+
+

Cellulose - - - -
Arabinose - + -
D-xylose - + -
Saccharose - ++ - -
D-fructose + +
D-maltose + +
D-galactose + +
D-ribose - + -
+
+

+| +

|+ +] +

Sorbitol -
Inositol -
Mannitol - - -
Propionat de sodium - - - -
Succinate de sodium - - - -
(-) : pas de croissance, (£) croissance faible, (+) croissance modérée, (++) croissance abondante,

I+
1

+ |+

» Utilisation des sources azotées organiques (acides aminés)

La souche ARF47 assimile la totalité des sources testées, alors que la souche ARF10 est
capable d’assimiler tous les acide aminées a 1’exception de la tyrosine, tandis que les souches
ARF4 et ARMIO0 utilisent 5 sources d’azotes avec une croissance de modéré a abondante

(Tableau 10).

A

ISP9+Proline

ISP9+Tyrosine ISP9+Glycine

Figure 23: photographies de I’utilisation des différentes sources d’azote.

41




Résultats et discussion

Tableau 10: utilisation des sources d’azote.

souche
ARF4 ARF10 ARF47 ARMI10

Asparagine + + + +
Methionine + + + -
Acide aspartique - + + ++
Cysteine - ++ + -
Tyrosine + - ++ ++
Arginine + ++ ++ -
Proline + + ++ +
Glysine + + ++

Tryptophane - + + -

(-) pas de croissance, (+) croissance faible, (+) croissance modérée, (++) croissance abondante,

» Les activités de dégradation

Tous les souches hydrolysent la Gélatine et ne dégradent ni la caséine ni ’adénine. Seul la
souche ARF10 ne dégrade pas I’amidon et la cellulose mais hydrolyse la pectine. Le tween 80
a été dégrade seulement par la souche ARF4. La souche ARM10 dégrade seulement la gélatine
et la souche ARF47 présente une faible activité de dégradation envers la tyrosine
(Tableau 11).

Cellulose Amidon Pectine

Figure 24: photographies des activiteés de dégradation.
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Souche
ARF4 ARF10 ARF47 ARM10
Amidon ++ ++ ++ -
Caseine - - - -
Gélatine + ++ + ++
Adénine - - - -
Tween 80 + - - -
Tyrosine ++ + N
Pectine - + -
Cellulose + + + -

(-) pas de dégradation, () dégradation faible, (+) dégradation moderée,

(++) dégradation forte.
» Production de sulfure d'hydrogéne (H,S)

Les souches ARF10 et ARF47 produisent 1’H,S dans le milieu TSI. Cette production se
traduit par I’apparition des colonies noires. Par contre, les souches ARF4 et ARM10 ne

présentent aucune production d’H,S (Figure25).

Témom ARF47 ARF10 ARF4 ARMIO

Figure 25: photographies de la production d’H,S par les souches étudiées.
» Les activités enzymatiques

Les souches ARF4, ARF10, ARF47, ARM10 ne dégradent pas la chitine.
ARM10 et ARF47 a montré des réactions négatives pour leur activité nitrate réductase apres 5,
10 et 14 jours d’incubation par contre les souches ARF4, ARF10 indique la production de cette
enzyme (Figure 26).

Témoin ARF4 ARF10 ARF47 ARMIO

Figure 26: photographies de la production de nitrate réductase aprés 14 jours d’incubation.
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» La croissance en présence d’inhibiteurs chimiques

Dans le Tableau (12) sont portés les résultats de la croissance des quatre souches
en presence de différents inhibiteurs. Pour les souches ARF4, ARF47 et ARM10 leur croissance
a été inhibée en présence de 10 et 13 % de Nacl. Seuls la souche ARF10 résiste a 1’action
inhibitrice aux différentes concentrations de Nacl, du cristal violet et du phénol. Cependant, la
croissance des souches ARF4 et ARFA47 a été affectée en présence de 4% de NaCl et du Crystal
violet. La souche ARM10 ne tolére pas des concentrations de Nacl égales a 10% et plus.

Boite témoin ARF47
BMA+Crystal violet

Figure 27: photographie de la croissance de la souche ARF47 en présence d’inhibiteur.

Tableau 12: Croissance en présence d’inhibiteurs.

souche
ARF4 ARF10 ARF47 ARM10
Nacl 4% + ++ +++ 4+
Nacl 7% - ++ + n
Nacl 10% - ++ - -
Nacl 13% - ++ - -
Phénol + +++ + -
Crystal violet +++ + +++ -

» La résistance aux antibiotiques

Les résultats de la résistance ou la sensibilité aux antibiotiques indique que tous les
souches sont résistantes a 1I’Ampicilline, la Cefuroxine et Amoxicilline. Cependant, elles sont
toutes sensibles a I’Amikacine. La souche ARM10 présente le profil le plus résistant, sur les
10 antibiotiques testés seulement 2 ont pu inhiber sa croissance. La souche ARF47 montre une
sensibilitt & 6 antibiotiques qui sont : I’Amikacin (30), Spiromycine, Imipenéme,
Gentamycine, Acide Nalidixique et la Streptomycine. Les plus grandes zones d’inhibition ont

été enregistrées avec I’ Amikacine et la spiromycine pour la souche ARF4 (Tableau 13).
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ARMI10

ARF47

Figure 28 : photographies de la sensibilité et de la résistance des souches ARF4, ARF10,
ARF47, ARM10 aux antibiotiques.

Tableau 13: résistance aux antibiotiques.

Antibiotiques Zones d’inhibition (mm)
Testés ARF4 ARF10 ARF47 | ARM10
Amikacine (30) 28 25 27 22
Spiramycine (100) 33 16 21 0
Erytromycine (15) 20 0 0 0
Imipenéme (10) 0 0 26 24
Gentamycine (10) 0 15 13 0
Ampicilline (10) 0 0 0 0
Acide Nalidixique (30) 17 0 25 0
Cefuroxine (30) 0 0 0 0
Streptomycine (10) 22 26 26 0
Amoxicilline (30) 0 0 0 0
Fosfomycine (50) 0 0 0 0

Physiologiquement, tous les souches se sont révélés métaboliquement actifs. Cette activité
métabolique s’est traduite d’une part par la production des pigments et d’autre part par un certain

nombre d’activité comme 1’activité amylolytique etc.

La majorité de nos souches sont capables de métaboliser les polyméres comme 1’amidon
et la gélatine, d’utiliser plusieurs substances comme sources de carbone et d’azote. Par contre,

uniquement les souches ARF10 et ARF47 produisent des pigments mélanoides sur milieu ISP7,

45




Résultats et discussion

selon Shirling et gottlieb (1972) [126] cette derniere caractéristique est considérée comme une
clé pour la classification des actinomycetes.

D’aprés les données de deuxieme édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
et du The international Streptomyces project, I’ensemble des caractéres morphologiques,
physiologiques et biochimiques nous permet de rapprocher les quatre souches au genre

Streptomyces.

5. Effet de quelques facteurs sur ’activité antifongique des souches ARF4 et
ARM10

5.1. Milieux de culture

Les milieux Bennett et YMEA favorisent 1’activité antifongique de la souche ARF4 contre
F. oxysporum. Contre A. niger, le milieu Bennett est le plus propice pour la production
d’antifongiques. Cependant, absence d’activité sur les autres milieux (Figure 29). L’efficacité du
milieu Bennett dans la production d’antifongiques par rapport au milieu YMEA peut étre

attribuée a leur composition.

Alors que I’activité antifongique de la souche ARM10 apparait sur tous les milieux de culture
contre F. oxysporum, avec des valeurs importantes et sur Bennett contre les deux champignons
(Figure 30). Le milieu Bennett donne les meilleures activités inhibitrices, Ces résultats
confirment ceux obtenus dans de nombreux autres travaux de recherche notamment les travaux
de Khamna et al. (2009). Ainsi, tous les chercheurs considérent le genre Streptomyces comme

une source importante d’antifongiques comme ceux de Khamna et al. (2009).

Boite témoin Bennett | SCA

Figure 29: photographies de I’inhibition de F. oxysporum sur différents milieux.
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Figure 30: effet du milieu de culture sur I'inhibition de la croissance mycélienne de
F. oxysporum et d'A. niger.

5.2. Effet du pH et du NaCl

L’effet de différentes valeurs de pH et différentes concentrations de Nacl sur 1’activité
antifongique a été étudié sur le milieu Bennett modifié (BMA). Les résultats indiquent que
I’activité inhibitrice des souches contre les phytopathogenes est variable d’une valeur et d’une
concentration a une autre. ARF4 ne montre aucune activité contre A.niger pour toutes les
valeurs de pH et les concentrations de Nacl mais elle a une forte production d’antifongique
contre F.oxysporum avec un pourcentage de 54.05% pour le pH 7.5 et a 0 % de NaCl dans le
milieu de culture (Figure 32, 33). Cependant, la souche ARM10 montre activité antifongique
différente contre les 2 champignons pour toutes les valeurs de pH a I’exception du pH = 4 ou

I’inhibition est nulle et pour toutes les concentrations de NaCl contre F.oxysporum.

ARNMIO

Figure 31: effet du pH et de différentes concentrations de NaCl sur I’inhibition de

croissance myceélienne de F. oxysporum et d’A. niger.
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Figure 32: effet de différents pH sur I'activité antifongique des souches ARF4 et ARM10.
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Figure 33 : effet de différents concentration de NaCl sur ’activité antifongique des

souches ARF4 et ARM10.
6. La cinétique de la production d’antifongiques

L’activité antifongique de la souche ARF4 apparait deés le deuxieéme jour d’incubation
contre F. oxysporum et le troisiéme jour contre A. niger, elle atteint son maximum au troisieme

jour contre F. oxysporum et au quatrieme jour contre A. niger.

Par contre la souche ARM10 a montré une importante activité antifongique dés le premier
jour d’incubation qui augmente pour atteindre une valeur maximale au quatrieme jour contre les

deux champignons (Figure 34).
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Figure 34 : effet des périodes d'incubation sur I'inhibition de la croissance mycélienne de

F. oxysporium et d'A. niger.

7. Estimation de la biomasse

La concentration cellulaire a été exprimée en poids sec apres séchage a I'étuve. L'effet du

pH sur la production de la biomasse est illustré dans la Figure (35).

Il est trés clair que la production de la biomasse est différente selon les valeurs de pH et
les concentrations de NaCl, la production de la biomasse pour la souche ARM10 est bien
favorisé avec les pH alcalins. La plus importante production (2900 et 2800 mg/l) est remarquée
avec les pH 7,5 et 8 respectivement. Par ailleurs, cette biomasse est plus importante avec des
concentrations faibles en NaCl, pour une concentration de 2% et 4% les biomasses mesurées

sont égales, respectivement, a 3000 et a 3600 mg/I.

Pour la souche ARF4, les valeurs de pH de 7 et de 7.5 donnent une meilleure croissance

avec 1900 et 1600 mg/I respectivement.

Pour les deux souches aucune croissance n'a été détectée avec le pH de 4 (acide) et des
concentrations de 8% et de 10% de NaCl

3500 4000

3000 3500 ,1
:I H |
2 500 33000 1 \
£ 2000 \ —— £ 2500 \
3 ARF4 |8 2000 +— ARF4
S1000 77 = g 1000
@ 500 @ 500 \/\_r

0 —I‘+‘ 0
4 5 6 7 75 8 9 0 2 4 6 8 10

Figure 35: la biomasse produite pour différentes valeurs de pH et de concentrations en NaCl.
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Conclusion et perspectives

Ce présent travail entre dans le cadre de 1’axe de recherche des métabolites
biologiquement actifs dans les sols rhizosphériques. Les différents tests appliqués aux
différentes souches bactériennes du genre pseudomonas sp et d’actinomycétes isolées de la
rhizosphére forestiere et de la plante de tomate, nous ont permis de sélectionner des souches
qui, a la fois, sont capables de solubiliser le phosphate minéral (inorganique) représenté par le
phosphate tricalcique, de produire des sidérophores et des molécules bioactives contre les

phytopathogeénes fongiques, a savoir A.niger et F.oxysporum.

En effet, les 354 souches analysés se répartissent, en fonction, de leur niche écologique
comme suit: 194 souches de Pseudomonas (PRT1 jusqu’a PRTI194) et 83 souches
d’actinomyceétes (ART1 jusqu’a ARTS83) de la rhizosphére de plante de tomates, 49 souches
d’actinomycetes (notés ARF1 jusqu’a ARF49) de la rhizosphére forestiere et 10 souches

d’actinomycetes (notée ARM1 jusqu’a ARM10) de la rhizosphére de forét en montagne.

Environ pour les deux groupes bactériens, 25% des souches étudiés solubilisent le
phosphate minéral, ce résultat est proche, du point de vue quantitatif, de celui obtenu par
d’autres auteurs, néanmoins ces mémes auteurs ont signalé une prédominance des souches du
genre Pseudomonas contrairement a nos résultats. Parmi nos souches solubilisatrices, trois
souches du genre Pseudomonas et deux souches d’actinomycétes provenant de la rhizospheére se

sont avérées trés actives.

En revanche pour la production de sidérophores, 41% des souches de Pseudomonas contre
31% pour les actinomycétes sont productrices de ces substances, ces résultats sont inférieurs a
ceux signalés par d’autres auteurs notamment 1’étude de Pérez-Miranda et al (2007) ou le taux
obtenu est de 75%. Toutefois nos souches peuvent étre classées comme d’excellents
phytostimulateurs. Il est a noter que sur les souches productrices, 82% et 56% des souches,
respectivement, de Pseudomonas et d’actinomyceétes sont intensément actives du point de vue de
production de sidérophores. En effet, les milieux de culture ont été envahis par ces substances.
Les trois souches de Pseudomonas et deux souches d’actinomycetes fortement solubilisatrices de

phosphate minéral figurent parmi les souches a production intense de sidérophores.

Parmi les 193 souches de Pseudomonas sp, 110 inhibent au moins une espéce et 33
inhibent les deux mycetes phytopathogenes utilisés comme microorganismes-tests. Pour les
actinomycetes, 29 souches (22 ART, 7ARF) ont inhibé la croissance d'un seul des deux
champignons phytopathogenes et 18 souches (7 ART, 7ARF, 4 ARM) ont inhibé les deux
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espéces de mycetes sur un total de 144 souches d’actinomyceétes de rhizosphére foresticre et de
plante tomate. Par rapport a la production d’antifongiques, les souches de Pseudomonas se sont
montrées plus nombreuses (environ 75%) que les souches d’actinomycétes (environ 32%)

Par ces résultats nous pouvons conclure que la microflore rhizosphérique de forét et
des plantes de tomate, de part leurs composantes en souches de Pseudomonas et
d’actinomyceétes, a une capacité importante dans la promotion de la croissance des plantes

par divers mécanismes et dans la lutte contre les phytopathogenes.

Les souches d’actinomycétes ARF4, ARF10, ARF47 et ARM10 au vu de leur capacité de
la promotion de croissance des plantes ont été retenus pour identification. L’ensemble des
caractéristiques macromorphologiques, micromorphologiques, physiologiques et biochimiques
permet de rapprocher les quatre souches au genre Streptomyces. Ceci semble évident dans la
mesure ou ce genre est dominant dans le sol. L’activité antifongique de ces quatre souches
diminue progressivement avec 1’augmentation de la concentration en sel dans le milieu et la
diminution du pH. Elle est nulle en milieu fortement acide. Ces souches peuvent étre utilisées

comme biofertilisants et biocontréle dans des sols ou la salinité et I’acidité ne sont pas extrémes.
En perspectives pour cette étude, il est recommandé :

v"de compléter I’identification des souches jusqu’au niveau de I’espéce par les caractéristiques
chimiotaxonomiques et moléculaires plus approfondies ;

v" de procéder a I’analyse structurale des sidérophores et des molécules antifongiques ;

v d’élucider les mécanismes par lesquelles les PGPR stimule la croissance et protége les

plantes.
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Annexes

Annexe 1 :

Milieux de culture (g/l)

ISP1

TIYPLONE .o 5¢
Extrait de levure ..........ccooeoeiiiincncnen, 39
AGAr ..o 209

pH: 7,0-7,1

ISP2

Extrait de levure ........cccocveveiveiecieceenn, 49
Extraitde malt..........ccoooooiiiiiniiiis 10g
GIUCOSE ... 49
AGAT i 209

pH: 7,3

ISP3

Solution d’avoine .........c.cceeevverveenne 1000ml
Solution salinel ... Imi
AGAr e 20g

pH: 7,2

ISP4

Amidon soluble ... 10g
NACl .o, 19
CaCO3 i 29
G 110 VR 19
MQSO4.7H20.....coiiiiiiieeeee e 19
(NH4)2SO04 oo 19
Solution salinel .........ccccooevveieiennenn. Imi
AGAr o 20g

ISP5

GIYCEIOl.....coeeeveee e, 10g
L-asparaging.........ccceovevverrereenenieneneneenns 19
Q|10 VT 1g
Solution salinel.......cccccovvvvienininnnnnn Iml
AGAC i 209

pH: 7,0-7,4

ISP6

PepPtoNne.......coovieiiieeee 159
Protéose peptone ........ccccevvvevvrierveennnn, 5¢
Citrate de fer ammoniacal..................... 0.5¢
Thiosulfate de sodium........cccceeevunee. 0,089
Extrait de levure ... 19
KoHPO v 19
AGAC i 20g

pH: 7,2-7,4

ISP7

GlYCErol......ooviiiiii e, 15¢
L-asparaging........ccceeverververenenieneseneeens 19
KoHPO 4 oo 0,59
FeSO47TH20 i 0,019
AGAr...oii 209

pH: 7,2-7,4



Annexes

ISP9

(NH)2SO4. v, 2,649
KH2PO4 o, 2,389
KoHPO4 oo, 5,659
MQgSO4.7H20 ...ooiiiiie 19
Solution saline2........ccccevvveveiiiieiinnnns Iml
AGAr ..o 209

PDA (Potato Dextrose Agar)

GIUCOSE....cvvevece e 20g
Pommes de terre......ccccvevevvevecineenennn, 2009
AGAr ... 209
pH: 7
Czapek
NANOS vt 39
MQSO4.TH20 .., 0,59
KCl e 0,59
KoHPO4 oo, 19
SACCNANOSE......eeviieriieieeieeiee e 30g
AGAN ..o 20g
pH: 7

KoHPOA......oioeeeeeeee e 69
KHoP O ... 3g
MGSO4.7H0. ..o, 0,29
(NH4)2S04 covovoeveeeeeeeeeeereseenenen, 19
Acide SUCCINIQUE ....ccvveveecieeciieciee e, 49
AGAN i 209

YMEA (Yeast Malt Extract Agar)

Extrait de levure ... 49

Extraitde malt..........cccoooeveiieiviieie, 10g

GIUCOSE.....ccveecvree e 49

AGAr...ooiiiiie 209
pH: 7,3

AMIAON.....oiiiiicieeee e 10g
KNOS ..o 29
Q1 |10 VR 29
NACH oo 29
CaSBINE ..c.vecvee e, 0,39
MQSO4.7TH20. ..o 0,059
(O [0 Y 0,029
FESO4THLO .. 0,019
AGAr...oiiie 209

pH: 7,2-7,5

Gausse modifier

AMIAON....ciiiii 209

KoHPO, .o, 0,59

MOSO4.7TH20. ..o, 0,59

KINOG..ocvoeeeve s 19

AGAr...oii 209
pH: 7,5
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SMK (krasilnikov’s synthetic agar)

KoHPO coovvoveeveeeeee s, 39
MOSO4 i 0,39
NACH ..eeeivee e 0,29
KNO3 oo 19
FESO4 oo 0,001g
CaCO3. it 0,59
GIUCOSE....cvveeeeieceece e 20g
AGAr ..o 209
pH: 7

PVK (Pikovskaya)

GIUCOSE....cvveeecieceece e 10g
(OF KT (2O 7 TS 5¢
KCl o 0,29
MQSO4.7H20 ... 0,19
N F= o] 0,29
(NH4)2SO4.c.ccviiiieeceeee e 0,59
FeS04.7TH20 c.ooviiiieeeeeceee 0,029
MNSO4.2H20....coceeie e 0,002g
AGAN ..o 209

pH: 7

AMIAON.....coiiiiciree e 10g
Extrait de levure ........coccooeveiiiincicnee, 49
PEPLONE ....ooeeiieee e 29
AGAN i 209

CCA (Colloidal Chitin Agar)

Chitine....coeie 20g
KH2PO4 v 0,3g
KoHPO4 oo 0,79
MQSO4.5H20....coiiiiiie 0,59
MNCl oo 0,001g
FeSO4TH0 oo 0,01g
ZNSO it 0,001g
AGAr...ooiiii 209
pH: 7,3
Sierra
TrYPLtONE ....oveiiieicee e 39
Extraitde levure.......c.cccoovevveveiecsnenenn, 5¢
GIUCOSE.....ocveecireiecece e 5¢
TWEEN oo 1%
CaCly v 0,01%
AGAC i 20g
pH: 7
CAS agar modifié
CAS ..o 60,59
HDTMA ..o 59
PIPES ..ot 59
1mM FeCl3.6H,0 in 10mM HCI ..... 10 mL
AGAr0SE ..o 99
pH: 7,5
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CMC (CarboxyMéthylCellulose)-agar

Extrait de levure ........ccccoeeeeveveiiiiieeens 0,29
GIYCAIOl ... 2ml
CMC(Carboxy Methyl Cellulose)......... 10g
AGAr i 209

(Ajouter le CMC  progressivement sous

agitation et & une température d’environ 60°C)

pH:7,3
Milieu Bennett
Extrait de levure ... 29
Extrait de viande...........cccccoevevieieiieieennn. 19
PEPIONE .eeviiii i 29
GIUCOSE ..o 10g
AGAN .o 20g
pH: 7,3

Bouillon nutritif 2 0.1% d’KNO3

PEPIONE ... 10g
Extrait de [evure ... 5¢
NACH oo 5¢

BMA (Bennett modifié)

GIYCErol ..., 10g

Extrait de levure.......c.cccoovevveveiiennenenn, 19

NZ amine (caseine digest)..........ccceveuene. 29

Extrait de viande ..o 19

AGAr...ooiiii 209
pH: 7,3

Pectine Agar

PECLINE ... 5¢

Extrait de levure.........cccoocovveveiieieiennn, 5¢

AGAN i 209
pH: 7
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Annexe 2 :
Solutions
Solution salinel Solution saline2
FeSO4TH0 oo 1g/1 FeSO4TH0 o, 1,19/l
ZNSO4.TH20 oo 1g/1 CuSO45H0...cciiiie e, 6,49/l
MNCI2.4H20......ccoiiii 19/l ZNSO4.TH20 oo 1,59/l
Solution d’avoine MNCI2.4Ho0 oo, 7,99/
Grains d’avoine pilés .........ccccovvviriennnnn 20g
L Solution iodine (Gram)
Eau distillée ... 1000ml
. - KL 29
Faire bouillir pendant 20mn
L e 1
Filtrer sur gaze et réajuster le volume a ? J
Eau distillée..........cocovevviieirene 300ml

1000ml
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Résumé

Parmi les PGPR symbiotiques des plantes, les Pseudomonas sp et les actinomycétes font
I’objet d’une attention particuliére pour la solubilisation du phosphate minéral, la production de
sidérophores et d’antibiotiques. Dans notre étude, sur 276 souches rhizosphériques des plantes
de tomate et de sol forestier analysés, seulement 45 souches de Pseudomonas sp (soit 25,35%) et
18 souches d’actinomycétes (soit 24,09%) solubilisent le phosphate minéral. Trois souches du
genre Pseudomonas et deux souches actinomycétales solubilisent intensement le phosphate. En
revanche pour la production de sidérophores, 79 souches de Pseudomonas sp et 26 souches
d’actinomycetes sont avérés positifs avec pour la majorité de ces souches une production trés
importante.

Parmi les 193 souches de Pseudomonas sp, 83 ne montrent aucune activité antifongique.
Par contre, 33 inhibent, respectivement, la croissance myceélienne des deux phytopathogenes et
117 inhibent un seul des deux champignons phytopathogénes. Les plus importants pourcentages
d’inhibition ont été obtenus avec la souche PRT40 et atteignent les valeurs de 67,57% pour F.
oxysporum et 84.44% pour A. niger. Les plus faibles pourcentages ont été obtenus avec 5
souches, parmi eux PRT91 avec 0% d’inhibition vis-a-vis d’A. niger.

Les souches d’actinomycétes provenant du sol rhizosphérique de plantes de tomate sont
fortement antagonistes vis-a-vis F. oxysporum avec un pouvoirs inhibiteur qui varie de 14%
a 60%, la souches ART9 présente le taux d’inhibition le plus élevé soit 54,05% . Par contre,
les souches rhizospherique de forét en plaine présentent une forte activité inhibitrice contre I’A.
niger estimée de 42% a 62,22%, notamment la souche ARF49 qui donne la meilleure activité
avec un pourcentage de 62,22%. Cependant, les actinomyceétes isolés a partir de la rhizosphere
de forét en montagne montrent, également, une activité intéressante vis-a-vis des 2 champignons
a la fois avec des pourcentages variant de 29,73 a 42,22%.

Les souches représentatifs d’actinomycetes (ARF4, ARF10, ARF47, ARMI10) ont été
identifiés. Ainsi, les caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques nous permettent
de les rapprocher au genre Streptomyces.

Le milieu Bennett est le plus propice pour la production d’antifongiques pour les souches
ARF4 et ARM10. L’activité antifongique, sur milieu Bennett, contre les deux phytopathogénes
varie d’un pH a I’autre et elle est nulle a pH 4. Cette activité est nulle pour des concentrations en

NaCl de 10% a I’exception de la souche ARM10 contre F. oxysporum.

Mots clefs : rhizosphére, solubilisation du phosphate, activité antifongique, sidérophores,

Pseudomonas, actinomycetes.



Abstract

Among the PGPR symbiotic plants, Pseudomonas sp and actinomycetes is the subject of
special attention for the inorganic phosphate solubilization, siderophores and antibiotics
production. In our study of 276 isolates from rhizosphérique soil of tomato plants and forest soil
analyzed, only 45 isolates of Pseudomonas sp (or 25.35%) and 18 isolates of actinomyceétes (ie
24.09) solubilize mineral phosphate. Three strains of the genus Pseudomonas and two
Actinomycetales strains intensely solubilize phosphate. In contrast to the production of
siderophores, 79 isolates of Pseudomonas sp and 26 actinomycete isolates were positive with the

majority of these strains a very high production.

Of the 193 isolates of Pseudomonas sp, 83 isolates showed no antifungal activity.
However 33 isolates inhibit, respectively, the mycelial growth of two plant pathogens and 117
isolates inhibit only one of phytopathogene fungi. The largest percentages of inhibition were
obtained with the PRT40 isolate and reach values of 67.57% for F. oxysporum and 84.44% for A.
Niger. The smaller percentages were obtained with 5 isolates, among them PRT91 with 0%
inhibition against A. Niger.

Actinomycete isolates from rhizosphérique soil of tomato plants are strongly antagonistic
against F. oxysporum with an inhibitor powers vary from 14% to 60%, the present ART9 isolate
the highest rate of inhibition or 54.05%. For against, the plain forest rhizosphere isolates exhibit
strong inhibitory activity against A. Niger estimated 42% to 62.22%, including the ARF49
isolate that gives the best activity with a percentage of 62.22%. However, isolated actinomycétes
from the mountain forest rhizosphere show, also an interesting activity vis-a-vis the two fungi

both with percentages ranging from 29.73 to 42.22.

Representative actinomycéte isolates (ARF4, ARF10, ARF47, ARM10) were identified.
Thus, morphological, physiological and biochemical characteristics allow us to bring closer the

genus Streptomyces.

Bennett media is most favorable for production of antifungal for ARF4 isolates and
ARM10. The antifungal activity, on medium Bennett, both against phytopathogenic varies from
pH to another and it is zero at pH 4. This activity is zero for NaCl concentrations of 10% with

the exception of isolate ARM10 against F. oxysporum.

Keywords : rhizosphere, phosphate solubilization, antifungalactivity, siderophores,

Pseudomonas, actinomycetes
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Résumé :

Parmi les PGPR symbiotiques des plantes, les Pseudomonas sp et les actinomycétes font 1’objet d’une attention
particuliére pour la solubilisation du phosphate minéral, la production de sidérophores et d’antibiotiques. Dans notre
étude, sur 276 souches rhizosphériques des plantes de tomate et de sol forestier analysés, seulement 45 souches de
Pseudomonas sp (soit 25,35%) et 18 souches d’actinomycétes (soit 24,09%) solubilisent le phosphate minéral. Trois
souches du genre Pseudomonas et deux souches actinomycétales solubilisent intensément le phosphate. En revanche
pour la production de sidérophores, 79 souches de Pseudomonas sp et 26 souches d’actinomycétes sont avérés positifs
avec pour la majorité de ces souches une production trés importante.

Parmi les 193 souches de Pseudomonas sp, 83 ne montrent aucune activité antifongique. Par contre, 33 inhibent,
respectivement, la croissance mycélienne des deux phytopathogénes et 117 inhibent un seul des deux champignons
phytopathogenes. Les plus importants pourcentages d’inhibition ont été obtenus avec la souche PRT40 et atteignent les
valeurs de 67,57% pour F. oxysporum et 84.44% pour A. niger. Les plus faibles pourcentages ont été obtenus avec 5
souches, parmi eux PRT91 avec 0% d’inhibition vis-a-vis d’A. niger.

Les souches d’actinomyceétes provenant du sol rhizosphérique de plantes de tomate sont fortement antagonistes
vis-a-vis F. oxysporum avec un pouvoirs inhibiteur qui varie de 14% a 60%, la souches ART9 présente le taux
d’inhibition le plus élevé soit 54,05% . Par contre, les souches rhizospherique de forét en plaine présentent une forte
activité inhibitrice contre I’A. niger estimée de 42% a 62,22%, notamment la souche ARF49 qui donne la meilleure
activité avec un pourcentage de 62,22%. Cependant, les actinomycetes isolés a partir de la rhizosphére de forét en
montagne montrent, également, une activité intéressante vis-a-vis des 2 champignons a la fois avec des pourcentages
variant de 29,73 & 42,22%.

Les souches représentatifs d’actinomycétes (ARF4, ARF10, ARF47, ARM10) ont été identifiés. Ainsi, les
caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques nous permettent de les rapprocher au genre Streptomyces.

Le milieu Bennett est le plus propice pour la production d’antifongiques pour les souches ARF4 et ARM10.
L’activité antifongique, sur milieu Bennett, contre les deux phytopathogénes varie d’un pH a [’autre et elle est nulle a
pH 4. Cette activité est nulle pour des concentrations en NaCl de 10% a ’exception de la souche ARM10 contre F.

oxysporum.
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