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INTRODUCTION

Les plantes présentent une relation intrinseque avec un large éventail de populations
microbiennes qui colonisent la Rhizosphere (rhizobactéries), la Phyllosphére (bactéries
épiphytes) et les tissus végétaux (endophytes) (Qin et al., 2011). Les endophytes sont des
microorganismes qui résident a I’intérieur des tissus des plantes sans avoir d’effets négatifs sur la
plante hote ou I’environnement (Gaiero et al., 2013). Ils sont ubiquitaires dans la nature et sont
présents dans toutes les especes végeétales de la planéte, et leur relation avec les plantes n’est pas

bien comprise et restent dans la phase initiale de 1’exploration (Thomas et Soly, 2009).

La composition des microorganismes endophytes dépend du génotype, des conditions
environnementales, du type du sol et du stade de croissance de la plante (Bonito et al., 2014;
Donn et al., 2015; Agler et al., 2016; Wagner et al., 2016).

Les Rhizobactéries sont des bactéries compétentes pour la rhizosphére qui habitent
agressivement les racines des plantes, elles sont capables de se multiplier et de coloniser toutes
les niches écologiques présentes sur les racines a tous les stades de la croissance de la plante
(Muleta, 2007). Selon les rapports publiés et les hypotheses, les Rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes (PGPR) affectent principalement la croissance des plantes a travers
plusieurs mécanismes : (i) Synthéese de phytohormones, qui peuvent étre absorbés par les plantes,
(i1) Fixation de I’azote atmosphérique, (iii) Mobilisation des composés du sol, (iv) Protection des

plantes dans des conditions de stress et (v) Défense contre les agents pathogénes des plantes.

Plusieurs bactéries promotrices de croissance des plantes (PGPB) (Rhizobactéries,
actinomycetes endophytes) ont été utilisées dans le monde entier comme Bioinoculants, et qui
sont Eco-Freindly, toxiques pour les agents pathogénes et non pour I’Homme afin d’améliorer le
rendement et la fertilité des sols et contribuer a une agriculture durable. Ainsi, I’inoculation des
plantes par ces microorganismes au lieu d’utiliser des produits chimiques toxiques pour
I’environnement module la synthése de composés bioactifs aux propriétés biologiques élevees,

tout en favorisant la croissance des plantes.




Les plantes meédicinales sont connues par leur richesse en composés bioactifs et sont
exploitées largement dans le domaine thérapeutique (Joy et al., 1998). Au Maroc, ce secteur
occupe une place importante dans la médecine traditionnelle et joue un grand rdle dans
I’économie nationale. En effet, plus de 4 200 espéces qui ont été identifiées dont 800 endémiques
et 400 classées comme produit & usage médicinale et/ou aromatique (Hamamouchi, 2001).
Néanmoins, les plantes médicinales constituent aussi une source importante d’isolement des
actinobactéries endophytes (Golinska et al., 2015). Elles sont reconnus comme une source
potentielle de production de divers métabolites secondaires capables de tolérer le stress et de
réduire les symptomes des maladies causés par les agents pathogénes des plantes (Rai et al.,
2014).

Dans cette ¢tude, on vise a I’isolement des actinomycetes endophytes et des PGPR
rhizosphériques a partir de deux plantes médicinales (Lavandula multifida et Thymus saturoides)
collectées dans la région de Béni Mellal-Khénifra (Parc M’Goun). Les isolats d’actinomycétes
seront  caractérisés  morphologiqguement  (macromorphologie et  micromorphologie),
physiologiquement (pH, NaCl, solubilisation du phosphate inorganique, production de 1’acide
indole-3-acétique, fixation libre d’azote, production d’amylases et cellulases, ensuite testés pour

leur activité antifongique). Tandis que, les PGPR seront caractérisés physiologiquement.




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I- Les bactéries bénéfiques dans I’interaction plante-sol

I-1-Les bactéries endophytes

Les bactéries endophytes, pendant tout ou une partie de leur cycle de vie, envahissent
localement (racine, tiges, feuilles, organes producteurs...) ou de facon généralisé les tissus des
végétaux sans causer de dommages apparents a 1’hote (Swamy et Sandhu, 2021). Elles forment

différentes relations en fournissant plusieurs avantages pour les plantes (Daulagala, 2021).

Les bactéries endophytes sont impliquées dans différents domaines a savoir la production
d’antibiotiques dans le secteur médical, la production des produits antimicrobiens pour le
biocontrdle et la promotion de la croissance des plantes (Segaran et al., 2017). Elles présentent

aussi un intérét dans la bioremédiation des sols pollués (Hayat et al., 2020).

I-2-Les bactéries rhizosphériques

La rhizosphere est la zone du sol entourant les racines des plantes ou les caractéristiques
physiques et chimiques du sol sont influencées par les racines (Prasad, 2019). C’est une zone tres
favorable aux développement des microorganismes et qui peuvent voir un effet positif, négatif ou
neutre sur la croissance des plantes (Kumar et al., 2015b). Les plantes absorbent 1’eau et les
nutriments par la rhizosphére via les microorganismes qui interagissent avec les exsudats
racinaires (glucides, sucres, acides organiques, vitamines, flavonoides,....ect). Ces derniers
agissent comme des messagers qui stimulent les interactions entre les racines et les

microorganismes du sol.

Les microorganismes de la rhizosphére sont composés des bactéries, des champignons,

des protozoaires et des algues (Prasad, 2019). Parmi eux, les bactéries promotrices de croissance




« PGPR » pour « Plant Growth Promoting Bacteria » qui sont les plus abondantes parmi toutes

les autres (Antoun et Kloepper, 2001).

I1-Généralités sur les bactéries promotrices de la croissance « PGPR »

Les PGPRs sont des bactéries capables de se multiplier et de rivaliser avec les autres
microorganismes pour occuper la zone rhizosphérique riche en éléments nutritifs et qui joue un
réle important dans la croissance des plantes (Beauchamp, 2005). La promotion de la croissance
des plantes par PGPR se manifeste par la prolifération, la déformation et la ramification des poils
absorbants, la nodulation précoce, I’amélioration de la surface foliaire, la biomasse,
I’augmentation des niveaux d’hormones végétales, 1’absorption des minéraux et d’eau, etc
(Podile et Kishore, 2006). La sélection d’une souche PGPR efficace est liée a la caractérisation
de ses propriétes favorisant la croissance végétale comme: la solubilisation du phosphate, la
production de sidérophores et de phytohormones, la capacité a fixer 1’azote et la lutte biologique

contre les maladies des plantes (Cattelan et al., 1999).

Les PGPRs peuvent étre classées en deux groupes; les PGPRs extracellulaires (ePGPR),
existant dans la rhizosphére ou dans I’espace intercellulaire du cortex racinaire et des PGPRs
intracellulaires (iPGPR) qui pénétrent dans les cellules racinaires, généralement sont spécialisés
dans la nodulation (Gray et Smith, 2004; Prasad, 2019).

Les genres connus comme ePGPR sont: Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter,
Azospirillium,  Bacillus,  Burkholderia, = Caulobacter, = Chromobacterium,  Erwinia,
Flavobacterium, Micrococcus, Psendomonas et Serratia (Gray et Smith, 2005). Les souches
bactériennes identifiées comme étant iIPGPR appartiennent aux genres Allorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium et Rhizobium ainsi que 1’espéce Frankia (Verma et al., 2010).
Aussi, les actinomycétes représentent une classe importante de PGPR rhizospheriques. Ces
bactéries filamenteuses sont connues par leur effet améliorateur et promoteur de la croissance

des plantes et leur activité protectrice contre les bio-agresseurs (Sousa et Olivares, 2016).




I11-Apercu général sur les actinomyceétes

I11-1-Définition et caractérisation biologique

Les actinomycétes sont connus sous le nom d’actinobactéries, étymologiquement, le mot
actinomycéte a été dérivé du mot grec «Aktis» qui veut dire rayon et «mykes» qui veut dire
champignons, «champignons a rayons » ou « champignons rayonnants », car leur croissance
donne lieu a des colonies circulaires (Figure 1) constituées d’hyphes (filaments) qui irradient par
croissance centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance. Les actinomycetes
possédent une structure procaryote, mais leur cycle biologique est semblable a celui de certains
champignons (Ouhdouch, 2003).

Les actinomycetes sont des bactéries Gram positif, ayant la capacité de former des spores
asexuées (Conidiospores ou Sporangiospores), chimio-organotrophes, possedent un coefficient
de chargaff (GC%) élevé compris entre 57-75% (Gayathri et al., 2017). Ils ont une croissance
lente par rapport aux autres bactéries, le temps de génération moyen est environ 2 a 3 heures, une
croissance relative aux espéces et aux conditions de culture (Beckers et Van Der Hoeven, 1982).
Ils présentent un cycle biologique semblable a celui de certains champignons, mais leur structure

procaryotique, sans noyau distinct, les a classés parmi les bactéries (Figure 2) (Logman, 2009).

Le phylum actinobacteria est connu par son importance économique car il produit divers
substances biologiques actives comme les vitamines, les antibiotiques et les enzymes. On estime
que pres de 23 000 substances bioactives sont produites par de nombreux microorganismes et
prés de 45% sont produites par les actinomycétes (Hayat et al., 2020).




Figure 1: Aspect circulaire des colonies d’actinomycetes
(wwwe.astrosurf.com, consulté le 07/06/2021).
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Figure 2 : Cycle de développement du genre Streptomyces sur milieu
solide (Ait Barka et al., 2016).
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I11-2-Taxonomie et critéres de classification

111-2-1-Classification morphologique

L’¢étude morphologique des actinomycetes se base essentiellement sur la présence ou
I’absence du mycélium du substrat et le mycélium aérien (Figure 3), la couleur du mycélium, la
production et la couleur de pigments diffusibles, la production de pigments mélanoides, la
structure et la forme des spores (Logman, 2009; Li et al., 2016). Certains actinomycetes peuvent
former des structures compliquées, des chaines de spores, des sporanges et sporangiospores. Les
modes de croissance, la position de la spore, le nombre de spore, les structures de surface de la
spore, la forme des sporanges et si les sporangiospores ont des flagelles ou non sont tous des
caracteres morphologiques importants caractéristiques de la classification des actinobactéries (Li
etal., 2016).

Figure 3 : Croissance d’une colonie d’actinomycéte sur milieu gélosé, montrant le mycélium
substrat et aérien avec des chaines de conidiospores (Li et al., 2016).




111-2-2-Classification chimiotaxonomique

Les criteres chimiques sont surtout limités a certains composés des parois cellulaires: les
acides aminés pariétaux, les lipides des enveloppes cellulaires et les sucres cellulaires
(O’Donnell, 1988).

111-3-3-Classification physiologique

Les caractéres physiologiques concernent des tests de dégradation de différents composés
glucidiques, lipidiques et protidiques. D’autres tests interviennent aussi comme la résistance a
des composés chimiques (ex, antibiotiques) ou physiques (pH, température, salinité...) (Athalye

etal., 1985).
I11-3-4-Classification moléculaire
La classification moléculaire se traduit par la détermination du pourcentage de GC et

séquencage des génes de I’ARNrl16S (Zhi et al., 2009). La classification phylogénétique des

actinobactéries est représentée dans la Figure 4 :




Class Orders Jiangellales
Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiales
Actinopolysporales  Micrococcales
Bifidobacteriales Micromonosporales
Catenulisporales Propionibacteriales
Corynebacteriales Pseudonocardiales
Frankiales Streptomycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
Class Order
Acidimicrobiia Acidimicrobiales
Phylum
Actinobacteria
Class Order
Coriobacteriia Coriobacteriales
Class OrcaEs
Nitriliruptoria Z’ggg:f,::’a’es
Class Order
Rubrobacteria Rubrobacterales
Orders
Th rmCl?SS hili Thermoleophilales
o ks Solirubrobacterales

Figure 4 : Classification phylogénétique des actinobactéries, basée sur les séquences des genes
codant I’ARNr16s (Ludwig et al., 2012).

I11-3-Distribution dans la nature

Les actinomyceétes sont adaptés a divers milieux écologiques et colonisent une large
variété d’habitats naturels (sol, eau, litiére, fumier et plante) (William et al., 1983). Néanmoins,
le sol reste le réservoir principal des actinomycetes. En effet, ils sont capable de dégrader
plusieurs molécules comme la pectine, la kératine ou encore certaines molécules aromatiques, ils
contribuent ainsi a la minéralisation et la fertilisation des sols (Tableau 1) (Leveau et Bouix
1993; Prescott et al., 2003).

Tableau 1 : Fréquence de quelques genres d’actinomycetes dans le sol (Leveau et Bouix, 1993).

Genre Pourcentage %
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermospora 0,22




Certains actinomycetes sont endophytes des plantes, colonisant les tissus végétaux
(Khamna et al., 2010). Généralement, les bactéries pénétrent les tissus végétaux via les stomates,
les blessures, les lenticelles, ect. 1l a été rapporté que Streptomyces scabies produit un réseau
d’hyphes a la surface des tubercules de pomme de terre. Les hyphes pénetrent dans les tubercules
par les lenticelles et des blessures mécaniques qui surviennent souvent lorsque les tubercules
s’¢élargissent rapidement (Loria et al., 1997). Sardi et al. (1992) ont observé par microscopie
électronique a balayage des hyphes de Streptomyces sp. dans les tissus corticaux racinaires de la
tomate. De méme, El-Tarabily et al. (2009) ont démontré la localisation des sporanges

d’Actinoplanes campanulatus dans les cellules du cortex racinaire du concombre.

IV- Importance des actinomyceétes dans I’agriculture

Plusieurs especes d’actinomycetes favorisent la croissance des plantes par divers
mécanismes tels que la fixation de 1’azote, la production des phytohormones, la solubilisation du
phosphore, la production de sidérophores et les composés organiques volatils (Figure 5)
(Shivlata et Satyanarayana, 2017; Hayat et al., 2020).

De plus, les actinobactéries synthétisent différentes enzymes hydrolytiques
extracellulaires incluant les chitinases, les xylanases, les amylases, les lipases, les pectinases, les
protéases, les cellulases, les glucanases, les ligninases et les keratinases. Ces enzymes
hydrolysent la paroi cellulaire des bactéries et des champignons pathogenes ce qui contribue a la

lutte contre les maladies des plantes (Figure 5) (Hayat et al., 2020).

En outre, il s’est avéré que les actinobactéries endophytes sont aussi capables de
déclencher la résistance systémique induite (ISR). La souche endophyte Streptomyces galbus R-5
a non seulement libéré de la cellulase et de la pectinase, elle produit de I'actinomycine X2 et de
la fungichromine pour induire une résistance chez les plantules de rhododendrons, mais aussi a

déclenché des réponses de défense associées au jasmonate (Qin et al., 2011).
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Figure 5 : Modes d’action des actinobactéries (Hayat et al., 2020).

V- Diversité des actinomycétes endophytes des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont connues par leur richesse en composés bioactifs et sont
exploitées dans le domaine thérapeutique, comme matiéres premieres pour la synthése de
médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs (Joy et al.,
1998). Néanmoins, les plantes médicinales constituent aussi une source importante d’isolement

des actinobactéries endophytes (Golinska et al., 2015; Tanvir et al., 2018).

Le tableau ci-dessous regroupe certaines actinobactéries endophytes des plantes
médicinales rapportees dans la littérature:
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Tableau 2 : Certaines actinobacteries endophytes des plantes médicinales rapportés dans la

littérature (Golinska et al., 2015 ; Tanvir et al., 2018).

Plante héte Partie de la Espéce d’actinomycéte Références
plante
Bruguiera gymnorrhiza Feuilles Streptomyces albidoflavus Lietal. (2012)
Tige Streptomyces Tan etal., (2013),
Portulaca oleracea L. kebangsaanensis sp. nov. Remali et al. (2017)
Aloe vera, Racines, tige  Micromonaospora sp. Gangwar et al.
Mentha arvensis et feuilles  Streptomyces viridis, (2014)
Ocimum sanctum Streptomyces albosporus,
Streptomyces cinereus,
Micromonospora sp.
Streptomyces cinereus,
Saccharopolyspora sp.
Streptomyces albosporus
Curcuma phaeocaulis Racines Streptomyces phytohabitans Bian et al. (2012)
Citrus reticulata L. Racines, tige  Streptomyces sp. Shutsrirung et al.
et feuilles Nocardia sp. (2013)
Micromonospora sp.
Microbispora sp.
Nocardiopsis sp.
Musa acuminata Racineset  Streptomyces albosporus, Gangwar et al.
feuilles Streptomyces (2013)
griseorubroviolaceous,
Streptomyces cinereus,
Streptomyces aureus,
Micromonospora sp.
Phyllanthus niruri Racines Actinomadura sp. Priya (2012)
Mentha longifolia Feuilles, tiges  Streptomyces sp. Golinska et al.,
2015
Ballota undulate Feuilles, tiges  Streptomyces sp. Golinska et al.,
2015
Artemissia annua L Racines Pseudonocardia artemisiae Golinska et al.,
Sp. nov. 2015

VI- Représentation des plantes médicinales étudiées

La filiere des plantes aromatiques et médicinales (PAM) au Maroc regorge de potentiel
grace a la diversite des espéces. Ces plantes sont utilisees a plusieurs fins: meédecine
traditionnelle, herbes, cosmétiques, conservations des aliments et exportations des plantes brutes
et d’huiles essentielles. Plus de 4 200 espéces qui ont été identifiées dont 800 endémiques et 400

classées comme produit a usage médicinale et/ou aromatique (Hamamouchi, 2001).
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Dans la région Béni Mellal-Khenifra, les écosystémes montagnards ont une diversité
biologique riche et variée. De plus, cette région est une source riche en plantes médicinales.
Cette richesse et diversité de la flore médicinale s’accompagne de I’acquisition de connaissances
importantes sur le traitement des maladies par les plantes (EI Alami et al., 2020). Les différentes
études ethnobotaniques et analyses floristiques menées dans la région ont révélé la dominance de
la famille des Lamiacées (Hachi et al., 2015; EI Alami et Chait, 2017; El-Hadri, 2019).

Les feuilles séchées de Thymus satureioides sont utilisées dans la
médecine traditionnelle marocaine pour traiter la coqueluche, la bronchite et le rhumatisme. Des
effets antimicrobiens et antispasmodiques ont été rapportés. Tandis que Lavandula multifida est

utilisé dans le traitement des affections broncho-pulmonaires (Bachiri et al., 2015).

VI-1-Description de I’espéce Thymus saturoides

Au Maroc, le genre Thymus est représenté par 21 espéces dont 12 sont endémiques y
compris Thymus saturoides (Zaater, ZZiitra, Azoukenni, Tazoukennit) (Benabida, 2000).
La taxonomie de T. saturoides est la suivante :
Tableau 3 : Classification de T.satuoides (Benabida, 2000).

Classe Ordre Famille Genre Espece

Magnoliopsida Lamiales Lamiacea Thymus Thymus saturoides

T. saturoides est un arbrisseau, pouvant atteindre 60cm de hauteur, avec des feuilles
spatulées et inflorescence en glomérules lache, la corolle rose ou rose pale (Figure 6). Thymus
satureioides est endémique du Maroc. Geéographiqguement on le retrouve dans la série
Inframéditerranéen et Mésoméditérranéen, au niveau des clairieres des foréts, des broussailles,
des matorrals et au niveau des basses et moyennes montagnes jusqu'a des altitudes de 2200m
(www.fellah-trade.com, consulté le 07/06/2021).
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Inflorescence

Feuilles

Flgure 6 : Photo du spécimen T. satur0|des (Benablda 2000).

VI-2-Description de I’espéce Lavandula multifida

Le mot Lavandula dérive du latin : Lavare, qui signifie : laver (Chu et Kemper, 2001). La

position systématique de Lavandula (khezama, Kohila) est la suivante :

Tableau 4 : Classification de L. multifida (Quezel et Santa, 1963).

Classe Ordre Famille Genre Espece

Dicotylédons Lamiales Lamiacea Lavandula Lavandula multifida

Lavandula multifida peuvent atteindre 1m de hauteur. Les feuilles sont linéaires, trés
multifides composés de plusieurs petites feuilles, et de couleur gris vert. Les pédoncules sont
longues, non ramifiées et terminées par des épis dont la couleur variée du mauve pale au violet
(Figure 7) (LisBalchin, 2002).
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Figure 7 : Photo du spécimen L. multifida (www.teline.fr, consulté le 07/06/21)
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MATERIEL E T METHODES

Objectif

Le présent travail a pour objectif I’isolement des actinomycetes endophytes et des PGPR
rhizosphériques a partir des deux plantes medicinales endémiques de la région de Béni Mellal-
Khénifra. Les isolats d’actinomycétes purifiés seront caractérisés morphologiquement et

physiologiquement ensuite testés pour leur activité antifongique, tandis que les isolats de PGPR

font I’objet uniquement a une caractérisation physiologique.

I- Isolement des souches bactériennes

I-1-Collection des échantillons

La région d’isolement c’est le GEO PARC M’GOUN (Figure 8), exactement a
Ouaouizeght (R32°12'03, 8°°’N6°44, 5°W).
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Figure 8 : Position géographique du site d’isolement

Les échantillons entiers de Thymus saturoides et Lavandula multifida ont été récupérés et
placés dans des sacs en papier (Figure 9), transportés immédiatement dans une glaciére au

laboratoire, puis placés a 4°C pendant 48h.
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Figure 9 : Plantes médicinales collectées, A: L. multifida, B: T. saturoides

I-2- Isolement des actinomycetes a partir des plantes

I-2-1-Préparation et stérilisation en surface des échantillons

Les échantillons sont lavés avec de I’eau du robinet pour éliminer le sol de surface, la

matiére organique et les épiphytes adhérents. Aprés séchage, les tissus (Tiges, Racines et

Feuilles) de chaque plante sont soumis a une procédure de stérilisation en surface comprenant les

étapes suivantes (Qin et al., 2009) :

>

YV V. V V V

Lavage de 3 minutes dans I’éthanol a 70% (désinfectant)

Lavage de 4 ou 5 minutes dans NaOCl a 3% (désinfectant)

Lavage de 10 minutes dans Na,S,03 a 2,5% (Agent neutralisant du Chlore)

Lavage de 1 minute dans 1’éthanol a 70%

Lavage de 5 fois dans de I’eau distillée stérile

Ringcage final avec 10% de NaHCO; (crée un environnement alcalin pour retarder la

croissance des champignons)
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I-2-2-Inoculation du milieu

Les milieux de cultures utilisés pour l’isolement des actinomycétes sont des milieux
sélectifs qui favorisent la croissance des microorganismes particuliers en excluant celle des

autres, par addition d’un agent sélectif (Delarras, 2014).

L’isolement des actinomycétes est réalisé sur milieu Amidon-Caséine (SCA) (Annexel),
le pH du milieu est ajusté a 7,2 et stérilisé a 120°C pendant 21 minutes. Apreés refroidissement, le
milieu a été additionné d’un antifongique, le cycloheximide a raison de 50 pug/ml afin d’inhiber

le développement des champignons (Kuster et Williams, 1964; Jean et Guy, 2014).

La méthode d’ensemencement employée c’est la technique des morceaux. Les
échantillons ont été émiettés de maniére aseptique en petits fragments de 0,5 cm (cing fragment
de chaque tissu pour chaque boite) (Figure 10) qui sont directement placés sur le milieu
d’isolement. Les boites de pétri portant les indications nécessaires (origine de souche, la date)

sont ensuite incubées a 28°C pendant 2 a 3 semaines (Qin et al., 2009).

Figure 10 : Répartition des explants sur le milieu SCA, A: Tiges, B: Racines, C: Feuilles.
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I-3- Isolement des PGPR rhizosphériques
I-3-1-Préparation des dilutions décimales et inoculation du milieu

Les isolats ont été obtenus a partir des échantillons de rhizosphére par la méthode des

suspensions dilutions (Figure 11).

Pour chaque échantillon (T. saturoides et L .multifida), 1 gramme de rhizosphere est
introduit dans un tube contenant 10ml d’eau distillée stérile. Aprés une bonne agitation a 1’aide
d’un vortex, cette solution mére est utilisée pour préparer des dilutions décimales (107, 107, 10°
%). 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur des boites de pétri contenant le milieu YEM (Annexel),
avec un nombre de répétions de trois. Les boites sont scellées par du parafilm et incubées 28°C
pendant 48h.

1mi

Enrichment culture
g:_q;':') or natural sample
(solid)

Dilution —s
1ml 1mil 1mil 1mil

N

(107

Figure 11 : Procédé de dilution de la solution du sol (Al-Dhabaan et Bakhali, 2017)

I-4- Repiquage et conservation des isolats

La purification des isolats est une étape essentielle dans notre travail, elle permet

d’obtenir des colonies bien isolées et pures.
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Pour les actinomyceétes, les colonies poudreuses et filamenteuses suspectées d’étre des
actinobactéries ont été repérées, ensuite repiquées d’une fagon successive sur milieu SCA

exempt d’antibiotique jusqu’a I’obtention d’une culture pure.

Il en est de méme pour les isolats de PGPR, pour lesquels au lieu d’utiliser le milieu
SCA, on utilise le milieu YEM.

Les isolats purifiés ont été conserveés a 4°C dans des boites de pétri en plastique contenant

le méme milieu en vue d’études ultérieures.
I1- Caractérisation et identification des actinomycetes
I1-1-Caractérisation morphologiques

L’¢étude macromorphologique permet de déterminer les différents caractéres de mycélium
de substrat (MS) et de mycélium aérien (MA). Aprés incubation, les colonies d’actinomycétes

qui apparaissent ont été examinés a I’ceil nu et a I’aide d’une loupe optique binoculaire.

La forme, la taille, le développement du mycélium aérien et du substrat, la pigmentation
des mycéliums et la présence de pigments diffusibles dans la gélose sont observés et notés apres

incubation de 7 a 21 jours, a 28°C.

L’aspect macroscopique des souches d’actinobactéries endophytes isolées sont
déterminés sur les milieux International Streptomyces Project : ISP, ISP3, ISP4 et ISPs
(Annexel) (Figure 12) (Shirling et Gottlieb, 1966).
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Figure 12 : Les milieux d’identification des actinomycétes (A : ISP4,
B :ISP2, C: ISP5)

11-2-Examen microscopique

Cet examen est fait sur des frottis minces préparés a partir de colonies de chaque isolat
obtenu sur le milieu caséine amidon. Ces frottis sont colorés, aprés observation a 1’aide d’un

microscope optique a grossissement x1000.

Les principales étapes de cette coloration sont :

» Coloration par le violet de gentianes (1 min).
Mordangage par le lugol (1 min).
Décoloration par 1’alcool (10 sec).
Recoloration par la fushine (1 min).

Séchage.

YV V. V V V

Observation microscopique.
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I11-Test de tolérance au stress pour les actinomycetes et les PGPR

Tous les isolats ont été soumis a une étude de tolérance au stress abiotique contre une

gamme différente de pH (4 et 8) et de salinité (8%) (Tableau 5).

Tableau 5 : Tests de tolérance au stress physique.

Isolat Test de Concentration | Milieu de culture Incubation
tolérance au ou différence
stress utilisé
0 Concentration 8% SCA (Saurav et 28°C, 7-15j
P de NaCl Kannabiran 2009)
(&)
>
& Différent pH 8,4 SCA (Saurav et 28°C, 7-15j
g Kannabiran 2009)
13
<
8% YEM 28°C, 48h
Concentration
o de NacCl
o
9_ Différent pH 8,4 YEM 28°C, 48h

IVV-Détermination des activités promotrices de la croissance des plantes

IV-1-Mise en évidence de la solubilisation du phosphate inorganique

Méthode de
détection

Croissance

Croissance

Croissance

Croissance

La solubilisation qualitative du phosphate a été analysée sur le milieu gélose PVK

(Pikovskaya) (Annexel). Le milieu PVK est ensemencé par spot, et la capacité des isolats a

solubiliser le phosphate dans le milieu est determiné par I’apparition d’un halo clair autour de la

colonie correspondante apres incubation a 28°C pendant 15 jours pour les actinomycétes

endophytes et 7 jours pour les PGPR rhizosphériques (Passari, 2015).
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La mesure de I’efficacité de solubilisation en % est effectuée selon la formule suivante :

Diamétre d’Halo
L’efficacité de solubilisation en % = x 100
Diameétre de la colonie

Avec, diamétre de I’Halo = Diamétre Total — Diamétre de la colonie

L’estimation quantitative du phosphate soluble a été déterminée sur le milieu PVK
liquide, 25ml de ce dernier a été inoculé par les souches isolées. La culture a été incubée a 30°C
sous agitation & 125rpm pendant 15 jours pour les actinomycétes endophytes et 10 jours pour les
PGPR rhizosphériques (Figure 15) (Nautiyal, 1999). Aprés incubation, 2ml de la culture a été
prélevé, puis centrifugé a 6000 rpm, pendant 10 min, a 4°C. La quantité de phosphate soluble
dans le surnageant a été estimé par 1’utilisation d’un réactif spécial:

» Solution A : Solution de Molybdate de sodium 2,5% (2,5g dans 100ml d’acide sulfurique
10N).

» Solution B : Solution de sulfate d’hydrazine 0,15% (0,15g dans 100ml d’eau distillée).

> Solution AB : 25 ml de solution A est mélange avec 10 ml de la solution B et le mélange

dilué a 100ml avec de I’eau distillée.

0,5 ml de surnageant est mélangé avec 2ml d’ecau distillée et 2,5ml de la solution AB,
puis les tubes sont placés dans un bain marrie a 95°C pendant 10min. L’absorbance a été
mesurée a 820 nm a 1’aide d’un spectrophotométre et comparée a la courbe standard de KH,PO,.

La quantité de KH,PO, a été exprimée en pg/ml.

IV-2-Production de I’acide indole acétique (AlA)

Les isolats sont mis en culture pendant 15 jours dans le milieu SCA liquide contenant
29/l du tryptophane pour les actinomycétes et le milieu YEM liquide contenant 1,5 g/l du
tryptophane pour les PGPR. La croissance est assurée a température ambiante sous agitation
(125rpm). Aprés incubation, les cultures sont centrifugées a 6000 rpm pendant 15 min et le

surnageant est récupéré (Gordon, 1951).
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Aprés récupération du surnageant, 1ml de celui-ci est melangé avec 2ml du réactif
Salkowski (Annexe2). Les préparations sont ensuite mises a température ambiante a 1’obscurité
pendant 30 min. L’absorbance de la couleur rose résultante qui indique la production de I’AIA a
été lue a 530 nm avec un spectrophotometre, puis comparée avec la courbe standard d’AIA et la

quantité d’auxine est exprimée en ug/ml (Gordon, 1951).
1 V-3-Fixation libre d’azote N,

La mise en évidence de la fixation de I’azote atmosphérique est effectuée apres
ensemencement de chacune des souches dans des milieux de cultures (AFM) (Annexel)
dépourvus de toute source de I’azote (Okazaki et al., 1995). Les boites sont incubées entre 7 et

14 jours pour les actinomycetes, et 5 jours pour les PGPR a 28°C.

V-Production des enzymes hydrolytiques
V-1- Les amylases

Ce test est réalisé sur le milieu amidon agar (Annexel) additionné d’une concentration
d’amidon de 1%. L’ensemencement est fait par spot de la souche & tester, puis le milieu est
incubé & 28°C pendant 5-7 jours (Gordon et Smith, 1953). Aprés incubation, 1’hydrolyse de
I’amidon est mise en évidence par 1’inondation des boites avec une solution de lugol. L’absence
de la coloration autour des colonies indique que I’amidon a été hydrolysé et confirme la
production d’a-amylase. Les zones contenant 1’amidon se colorent en brun (Dos Santos et al.,

2012).

L’index d’activité amylolytique des souches productrices des amylases a été calculé pour

la sélection de la souche amylolytique la plus performante (Gordon et Smith, 1953).

Diameétre de I’Halo-Diamétre de la colonie (mm)
Index d’activité amylolytique =

Diameétre de 1’Halo
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V-2- Les cellulases

Cette activité a été testée sur le milieu ISPy (Annexel) additionné de cellulose a 1%. Le
milieu est ensemencé par spot de la souche a tester et incubé a 28°C. Aprés 14 jours, 1’addition
d’une solution aqueuse de rouge Congo a 1% (Annexe2) pendant 15 a 20 min permet de mettre
en évidence la dégradation de la cellulose (Preeti et al., 2016). L’index de 1’activité cellulosique

a été calculé de la méme maniére.
VI- Evaluation in vitro de I’activité antifongique d’isolats d’actinomycétes

L’utilisation d’isolats d’actinomycétes comme moyen de lutte contre les agents
phytopathogénes permet d’apprécier 1’aptitude de ces isolats a inhiber ou réduire la croissance du

champignon phytopathogéne : Fusarium oxysporum.

La souche fongique utilisée est Fusarium oxysporum f. sp. albedinis isolat AMR fournie
par 1’équipe « Protection et Valorisation des Végétaux », Faculté des sciences Semlalia,

Université Cadi Ayyad, Marrakech.

L’activité antifongique des souches d’actinobactéries est mise en évidence par la méthode
de disque d’agar (Aghighi et al., 2004). Les souches d’actinobactéries ont été ensemencées sur
milieu SCA, les cultures sont incubées pendant 14 jours a 28°C. Apres incubation, des cylindres
d’agar de 6 mm de diametre sont découpés puis placés aux extrémités de la boite de pétri
contenant le milieu (Annexel). Les boites sont incubées a 28°C pendant 3 jours. Un fragment de
mycélium fongique (d=6mm) agé de 7 jours est prélevé, puis déposé au centre de la boite

contenant les disques des isolats a tester.

Le témoin est incubé avec de Fusarium oxysporum f. sp albedinis en absence des souches
d’actinomycetes. L’ensemble est placé dans un réfrigérateur a 4°C pendant 2 heures ensuite les
boites sont incubées a 28°C pendant 5 a 7 jours. Le test est positif lorsqu’il y a une inhibition de
la croissance de mycélium autour des cylindres d’actinomycétes.

Le taux d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

¥o- %

Taux d’inhibition (%) x 100

X0
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Sachant que :
¥o : diamétre du mycélium control.
¥ : diamétre du mycélium en présence de la bactérie (mesuré sur 1’axe champignon-bactérie, en

mm).
VII-Analyses statistiques

Les données ont été analysées statistiquement a 1’aide du logiciel SPSS Version 25 (IBM

Corporation). Il s’agissait d’une analyse de variance a deux variables (ANOVA 1I).
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RESULTATS ET D ISCUSSION

I-1solement et purification des actinomycétes endophytes

Un protocole spécifique pour I’isolement des actinomycétes d’une plante donnée est
important, car I’isolement représente 1’étape la plus cruciale du processus d’obtention de cultures
pures. La stratégie d’échantillonnage, le type des tissus, les conditions de culture, la stérilisation
de surface pour éviter toute contamination avec des microorganismes épiphytes indésirables et
les milieux sélectifs influencent toute détection des endophytes (Zhang et al., 2006; Shimizu,
2011).

La recherche des actinomycétes endophytes a été effectuée pour deux plantes
médicinales: T. saturoides et L. multifida, sur le milieu de culture Amidon-Caséine (SCA). C’est
le milieu le plus approprié pour 1’isolement des actinomycétes endophytes, ce milieu favorise la
croissance des actinomycetes, car il contient de ’amidon comme principale source de carbone.
En effet, I’utilisation de certaines sources de carbone et d’azote (amidon, caséine) rend le milieu

de culture moins favorable au développement d’autres bactéries (Cavalla et Eberlin, 1994).

Les résultats montrent que les deux plantes utilisées ont permis 1’isolement
d’actinobactéries endophytes. Apres purification, 11 isolats ont été obtenus: 6 isolats dérivés des
racines et 3 isolats dérivés des tiges de L. multifida désignés respectivement comme suit : LRP1°,
LRP1, LRP2, LRP1>’, LRP2’, LRP2”’, LTP2, LTP2’, LTP1’. 2 isolats (TSRP1 et TSRP2) ont
été repérés a partir des racines de T. saturoides (Tableau 5) (Figure 13 et 14). Ce qui révele que
les actinobactéries sont plus prévalent dans les tissus racinaires de la plante héte. Ceci corrobore
avec Pratiwi et al., (2017) qui n’arrivent pas a isoler des actinomycetes endophytes a partir des
feuilles de Neesia altissina. Priya (2012) a rapporté que la plupart des isolats ont été obtenus a
partir des tiges et des racines, et n’a obtenu aucun actinomycéte endophyte a partir d’échantillons
de feuilles. En effet, le maximum d’actinobactéries endophytes a €té récupéré dans les racines,

puis dans les tiges, et moins dans les feuilles (Qin et al., 2009).
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Tableau 6 : Répartition des actinomycétes endophytes dans les tissus végétaux.

Espece Tiges Racines Feuilles
L. multifida 3 6 0
T. saturoides 0 2 0

L’absence de colonies sur les échantillons de feuilles peut étre due a la pénétration de
I’éthanol et de I’hypochlorite de sodium dans le tissu mince de la feuille lors du processus de

stérilisation en surface (Sunaryanto et Herliyani Mahsunah, 2013).

Le résultat obtenu est probablement du au fait que les racines sont un bon habitat pour
divers microorganismes, y compris les actinomycétes endophytes (Taechowisan et al., 2003). En
effet, les actinomycetes résident en abondance dans la rhizosphére, pénetrent dans les tissus
végétaux par le systeme racinaire et se propagent dans les espaces intercellulaires et le systeme
vasculaire (Sardi et al., 1992; Shimizu, 2011).

Figure 13 : Aspect filamenteux des colonies d’actinobactéries.
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Figure 14 : Isolats d’actinomycétes (LRP1 et LRP2’) obtenus sur le milieu Amidon-Caséine

apres purification

I1- Isolement et purification des PGPR rhizosphériques

Concernant les PGPR rhizosphériques, le nombre le plus élevé d’isolats bactériens
collectés, étant de 7 isolats, suivi de 3 isolats, qui ont été détectés dans les échantillons de la

rhizosphére de L. multifida et T. saturoides respectivement (Tableau 7, Figure 15).

Tableau 7 : Nombre des isolats de PGPR isolés et leurs especes de plantes hotes.

Espéce Code Nombre d’isolat
L.multifida SLM12, SLM4, SLM3, 7
SLM9, SLM10, SLM?7,
SLM13
T. saturoides STS3,STS4, STS1 3

Tamilarasi et al. (2009), ont rapporté que le degré variable de populations observés dans

les racines des plantes est du a I’effet de la composition chimique de I’exsudat racinaire des

plantes sur les microorganismes.
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Figure 15 : Isolats de PGPR (SLM4 et SLM12) obtenus sur le milieu YEM apres la
purification.

I11-Caractérisation et identification des actinomyceétes
I11-1-Caractérisation morphologique

La description de I’ensemble des résultats de 1’étude macromorphologique des isolats
d’actinomycétes aprés culture sur les milieux d’identification ISP2, ISP3, ISP4 et ISP5 figure

dans le tableau 8 :
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Tableau 8 : Caractéristiques potentiels des isolats d’actinomycétes endophytes.

Milieu de . . . Couleur du recto | Couleur du revers de . e
Isolat Croissance | Aspect macroscopigue de la colonie . . Pigments diffusibles
culture de la colonie la colonie
Circulaire, bords irréguliers, rugueux,
ISP2 ++ dentelées, consistance séche, élévation Blanc perlé Beige Beige brun
convexe
LTP2 ISP3 ++ Aplatis, irréguliers, seches Blanc gris Ivoire clair Absence de production
Tres poudreux, aplati, bords irrégulier, , , , ,
ISP4 ++ P P ) g / Orangé nacré Orange nacré
rugueux, granulées
Poudreux, circulaires, irréguliers, . . .
ISP5 ++ g Gris clair Jaune sable Absence de production
rugueux
ISP2 ++ Rugueux, aplatis, dentelées, convexes Ivoire clair Ivoire Absence de production
ISP3 ++ Aplatis, lisse, irréguliers, seches Blanc gris Ivoire clair Absence de production
LRP2’ T . R . . . . .
ISP4 ++ Irréguliers, aplatis, lisses, séches Ivoire clair Ivoire clair Blanc perlé
Rugueux, . . . .
ISP5 ++ . g . Ivoire clair Ivoire Absence de production
Aplatis, dentelées
Bords réguliers, circulaire, poudreux, . . .
ISP2 ++ . g P A Blanc gris Jaune miel Absence de production
brillants, grand, convexe, seches
ISP3 ++ Rugueux, granulées, irréguliers Blanc gris Jaune soleil Absence de production
LRP2
Arrondi, réguliers, grand taille, aplatis, . "
ISP4 + g Iisges P Jaune trafic Jaune pastel Rose bébé
ISP5 ++ Circulaire, convexe, régulier, rugueux Brun vert Brun noir Brun vert/olive
ISP2 ++ Irréguliers, aplatis, lisse / Ivoire claire Absence de production
TSRP1 ISP3 ++ Irréguliers, aplatis, lisse Blanc perlé Blanc perlé Absence de production
ISP4 ++ Aplatis, irréguliers, ramifiées, lisse / Ivoire claire Absence de production
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ISP5 ++ Irréguliers, aplatis, lisse / Ivoire claire Absence de production
Circulaire, bords irréguliers, rugueux,
ISP2 ++ dentelées, consistance seche, élévation Blanc perlé Beige Beige brun
convexe
Seches, semi bombés, granuleux, , . .
ISP3 ++ g Blanc perlé Ivoire Absence de production
LTP2’ rugueux
Tres poudreux, aplatis, irréguliers, , , , ,
ISP4 ++ P P ) g / Orangé nacré Orange nacré
rugueux, granulées
Poudreux, circulaire, réguliers, . ) .
ISP5 ++ g Gris clair Jaune sable Absence de production
rugueux
Circulaires, convexes, séches, . .
ISP2 ++ ) Beige Jaune melon Absence de production
poudreux, dentelées, rugueux
Irréguliers, rugueux, granuleux, semi . . .
ISP3 ++ g g ,g Blanc gris Ivoire Absence de production
LRPI’ bombés
Semi bombés, rugueux, poudreux, L . .
ISP4 ++ . Gris soie Ivoire Absence de production
surface granulées
Circulaires, bords réguliers, convexes, . .
ISP5 ++ g Ivoire Jaune melon Absence de production
dentelées
Convexes, dentelées, irréguliers, . . . .
ISP2 ++ g Ivoire clair Ivoire Absence de production
rugueux,
ISP3 ++ Aplatis, lisse, irréguliers, seches Blanc gris Ivoire clair Absence de production
LRP2”
ISP4 ++ Irréguliers, aplatis, lisses, seches Ivoire clair Ivoire clair Blanc perlé
dentelées, circulaires, irréguliers, . . . .
ISP5 ++ g Ivoire clair Ivoire Absence de production
rugueux,
Convexes, dentelées, irréguliers, . . . .
ISP2 ++ g Ivoire clair Ivoire Absence de production
rugueux,
ISP3 ++ Semi bombés, circulaire, irréguliers, Ivoire clair Ivoire Absence de production
LRP1” ISP4 ++ Semi bombés, rondes, Blanc Jaune citron Absence de production
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Circulaire, réguliers, attachées a la

ISP5 ++ . Ivoire clair / Absence de production
surface de la gélose
Circulaires, convexes, séches, . .
ISP2 ++ . Beige Jaune melon Absence de production
poudreux, dentelées, rugueux
Poudreux, seches, avec un point noir
ISP3 ++ au centre, irréguliers, rugueux, semi Blanc gris Ivoire Absence de production
LRP1 bombés
Semi bombés, rugueux, poudreux, . - .
ISP4 ++ g . P Gris soie ivoire Absence de production
surface granulées
ISP5 ++ Bombé, circulaires, réguliers, Blanc gris Jaune melon Absence de production
Colonies attachés a la surface de la .
ISP2 + ) - , Jaune / Absence de production
gélose, irrégulier, bombés, rugueux
Aplatis, irréguliers, surface rugueux, . . .
ISP3 ++ P g . g Blanc gris Ivoire Absence de production
TSRP2 poudreux, séches
Aplatis, irréguliers, surface rugueux, .
ISP4 ++ Blanc Jaune safran Absence de production
poudreux
Circulaires, convexes, dentelées, . . .
ISP5 ++ . Ivoire claire Jaune melon Absence de production
réguliers
ISP2 ++ Irréguliers, aplatis, lisse / Ivoire claire Absence de production
ISP3 ++ Aplati, ramifiés, irréguliers Blanc perlé Ivoire claire Absence de production
LTPY’
ISP4 ++ Aplatis, irréguliers, tres ramifiés, lisse / Ivoire claire Absence de production
ISP5 ++ Irréguliers, aplatis, lisse / Ivoire claire Absence de production

+ : Croissance moderée ; ++ : Croissance importante ; / : Absence de croissance
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Selon les résultats obtenus dans le tableau 8, la plupart des isolats présentent une
croissance abondante sur les différents milieux d’identification (sauf I’isolat LRP2 sur le milieu
ISP4 et I’isolat TSRP2 sur le milieu ISP2 qui présentent une croissance modérée), et des formes,
des couleurs et des aspects différents (Figure 16). La majorité des isolats donnent des colonies
poudreuses de différentes couleurs de mycélium. L’observation de 1’envers de la colonie, permet
de déterminer la couleur du mycélium de substrat qui peut étre beige, jaune, brun, ivoire, blanc
ou gris. Les colonies sont opaques et adhérent fermement a la gélose sauf les isolats TSRP2 sur
le milieu ISP2 et LRP1’’ sur ISP5.

L’élaboration de pigments diffusibles a été remarquablement observée sur le milieu ISP2
et ISP4 pour I’isolat LTP2, et sur le milieu ISP4 et ISP5 pour les isolats LRP2, ISP4 pour I’isolat
LTP2’ et LRP2’’et LRP2’, et le milieu ISP2 et ISP4 pour I’isolat LTP2. Les autres isolats n’ont

élaboré aucun pigment.
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Figure 16 : Aspect macroscopique sur les milieux ISP de quelques isolats d’actinomycétes
isolés, A: LTP2’ sur ISP4; B: LRP2 sur ISP2; C: LRP2”’ sur ISP2; D: LRP2 sur ISP5; E :
LTP2 sur ISP4 ; F: LRP2 sur ISP4.

36




I11-2-Morphologie microscopique

Tous les isolats testés sont Gram positives (couleur violette) comme le montre les photos
ci-dessous. Les observations microscopiques des isolats mettent en évidence des hyphes fins,
ramifiés, non septes.

Figure 17 : Observation des isolats d’actinomycetes par le photo microscope aprés coloration
de Gram, A: LRP1 ; B : LRP2’.

VI-Test de tolérance au stress pour les actinomycétes endophytes et les PGPR
rhizosphériques

Concernant les actinomycétes endophytes, seuls les isolats LTP2, LTP2’ et LTPI’
tolerent 8% de NaCl. Cependant, tous les isolats des PGPR rhizosphériques ont été inhibés a
cette concentration de sel. La capacité des isolats d’actinomycétes a se développer sur SCA avec

une concentration de NaCl de 8% signifie que ces isolats ont une tolérance élevée au sel
(Shariffah-Muzaimah et al., 2018).

De plus, la majorité des isolats d’actinomycétes sont capables de se développer dans un
pH légerement acide (pH4) et Iégerement alcalin (pH8), sauf les isolats LRP1, TSRP2 sont
incapables de tolérer un pH acide. L’isolat LTP1’ ne se développe pas dans un pH alcalin, tandis
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que les isolats LRP2 et TSRP2 sont incapables de se développer ni a pH acide ni alcalin (Tableau
9).

Tableau 9 : Effet de pH acide et alcalin sur la croissance des actinomycetes endophytes.

Isolat pH8 pH4
LRP2’ ++ ++
LRP1’ ++ ++
LTP2’ A et

LRP1 - ++
TSRP2 - o
LRP1”’ ++ ++

LRP2 © + ++

LRP2 - -
LTP1’ + -
TSRP1 - -

LTP2 e e

- : pas de croissance ; + : croissance modérée ; ++ : croissance importante

La capacité des isolats a tolérer des gammes de pH et de salinité peut favoriser leur
compétitivité dans la rhizosphere et devrait leur permettre de jouer un réle dans la protection des
plantes dans divers conditions environnementales (Da Silva Sousa et al., 2008). Par conséquent,
la tolérance a la salinité et au pH élevés devrait étre le critere de sélection des microorganismes
(Drozdowic, 2016).

Pour les PGPR rhizosphériques isolées, la plupart des isolats sont capables de se
développer dans un pH légeérement alcalin (pHS8), a I’exception des isolats STS1 et STS3. Dans
un pH légerement acide (pH4), seuls les isolats SLM4 et SLM13 sont capables de croitre a cette
valeur de pH (Tableau 10).
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Tableau 10 : Effet de pH acide et alcalin sur la croissance des PGPR rhizosphériques.

Isolat pH8 pH4
SLM4 ++ ++
SLM7 + -
SLM3 L -
STS1 - -
STS3 - -
STS4 ++ -
SLM9 + e
SLM12 ++ -
SLM13 S et
SLM10 ++ -

- . pas de croissance ; + : croissance modérée ; ++ : croissance importante

V-Détermination des activités promotrices de la croissance des plantes
V-1-Mise en évidence de la solubilisation du phosphate inorganique

Le test statistique montre qu’il y a une différence significative entre les isolats. Sur les 11
isolats d’actinomycetes, 7 isolats (63,63%) (LRP1’, LRP1, LRP2’, LRP1*’, LRP2”’, LTP2’ et
LTP2) ont montré une capacité significative de solubilisation du phosphate dans des conditions
in vitro en produisant des zones de halo transparent autour des colonies cultivées sur des milieux
en gélose de Pikovskayas (PVK). L’isolat LRP1’ présentait une efficacité de solubilisation du
phosphate la plus élevée (458%) (Diamétre moyen de 1’halo : 9,6mm), suivi de 1’isolat LTP2
(efficacité de solubilisation : 118%, Diamétre moyen de I’halo : 4,3mm) et I’isolat LRP2’
(efficacité de solubilisation : 71%, Diametre moyen de I’halo : 2,2mm) (Figures 18 et 19). Ceci
est en accord avec les résultats de Passari et al. (2015) qui ont mentionné que la plupart des
isolats d’actinomycétes présentent une activité de solubilisation du phosphate, alors parmi les 22
isolats, 14 (63,6%) étaient capables de solubiliser le phosphate inorganique sur la base de la

présence d’une zone claire autour de la colonie.
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Efficacité de solubilisation
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Figure 18 : Solubilisation du phosphate par différents isolats d’actinomycétes.

Figure 19 : Apparition d’un halo clair sur le milieu PVK autour des colonies. TSRP2 ne
forme aucun halo.
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En ce qui concerne les PGPR rhizosphériques, la solubilisation du phosphate inorganique
chez les isolats SLM13, SLM9 et SLM7 a montré une efficacité de solubilisation de 55,45%,
30,51% et 20,29% respectivement (Figures 20 et 21). Eman et al. (2014) notent que parmi 112
isolats de PGPR, 39 (34,89%) ont montré une activité de solubilisation du phosphate. La

différence entre les isolats est statistiquement significative.
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Figure 20 : Solubilisation du phosphate par différents isolats de PGPR.

Figure 21 : Activité de solubilisation du phosphate des PGPR (SLM1,
STS3, SLM9 et SLM12) sur le milieu PVK sous la forme d’une zone claire
entourant les colonies.




La quantité de phosphate solubilisé par les isolats d’actinomycétes obtenue a partir de
plantes médicinales est comprise entre 730,81 pg/ml et 163,81 pg/ml. L’isolat TSRP2 présentait
la concentration du phosphate soluble la plus élevée (730,81 pg/ml), suivi de LTP2’ (656,82
pug/ml), LTP2 (617,47 pg/ml) et LTP1’ (486,92 pg/ml) (Figure 22). Passari et al. (2015) ont
mentionné que I’estimation quantitative du phosphate soluble par les isolats d’actinomycetes
endophytes des plantes médicinales (Eupatorium odoratum, Musa superba, Mirabilis jalapa,
Curcuma longa, Clerodendrum colebrookianum, Alstonia scholaris et Centella asiatica) varie de
32 a 326 pg/ml, avec la plus grande concentration est représentée par Streptomyces sp. (326
pg/ml) suivi par Leisfonia xyli (315 pg/ml). Le test montre qu’il y a une différence significative
entre TSRP2 et LTP1’.
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Figure 22 : Estimation quantitative du phosphate soluble chez les isolats d’actinomycétes.

L’estimation quantitative de la solubilisation du phosphate par les PGPR rhizosphériques
montre qu’elle varie de 12,68 pg/ml a 246,45 pg/ml, avec la valeur la plus élevée pour I’isolat
SLM7 (246,45 pg/ml), suivi par STS4 (143,45 pg/ml) et SLM9 (122,16 pg/ml) (Figure 23). Ceci

est en accord avec les resultats de Anjali et al. (2016) qui ont sélectionné un isolat désigne
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CKMV1 isolé du rhizosphére de la plante médicinale Valeriana jatamansi qui possede plusieurs
caractéristiques favorisant la croissance des plantes, dont, la solubilisation du phosphate, avec
une concentration du phosphate soluble de 260 pg/ml, valeur proche de celle de SLM7 (246,45
pg/ml). Le test montre qu’il y a une différence non significative entre SLM9 et SLM3, entre
SLM12, SLM13, STS3 et entre STS1 et STS3.
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Figure 23 : Estimation quantitative du phosphate soluble chez les PGPR.

Le phosphate est 1I’un des éléments nutritifs le plus importants nécessaires a la croissance
et au développement des plantes. Dans le sol, il est principalement disponible sous forme de
phosphore insoluble et devient un facteur limitant pour la croissance des plantes (Pradhan et
Sukla, 2006).

La solubilisation microbienne du phosphate minéral peut étre due soit a 1’acidification du
milieu extérieur par la production d’acides organiques de faibles poids moléculaire comme
I’acide gluconique (Oteino et al., 2015) soit a la production de substances chélatrices qui
augmentent la solubilisation du phosphate (Whitelaw, 1999; Welch et al., 2002).

43




Par conséquent, les actinomycetes endophytes ayant une efficacité de solubilisation du

phosphate jouent un role important dans I’amélioration de la croissance des plantes.
V-2-Production de I’acide indole acétique (AIA)

Les phytohormones jouent un réle important dans la promotion et la régulation de la
croissance des plantes. Ribeiro et al. (2012) suggérent que la production de I’auxine (AlA) aide

les plantes a développer les racines, ce qui augmente 1’absorption de nutriments par les plantes.

Dans notre étude, sur les 11 isolats d’actinomycetes, 8 isolats (72,72%) se sont révélés
positifs pour la production de I’AIA avec une concentration qui variait de 1,70 pg/ml a 14,13
pg/ml en présence de L-tryptophane. Le rendement maximal en AlA a été observé pour I’isolat
LTP2’ (14,13 pg/ml), suivi de TSRP2 (12,94 pg/ml) et LRP1 (10,83 pg/ml) (Figure 24). Ce
résultat est en accord avec les travaux de Passari et al. (2017) qui ont rapporté que les niveaux de
production de I’ AIA allaient de 7,4 a 52,3 pg/ml en présence de L-tryptophane. Les isolats LRP2

LTP2 et LTP1’ montrent une différence non significative.

16 -+

~ a

=

S 14 - b

=

< 12 c

<

~ 10 -

[«B]

=

S d

c 6 -

i)

= e

S 4- of

[

by g

e 2 - I

o

8 [
0‘ T T T T T T T T T T 1
V' R R QO LD LS SO
& LS éé‘&cﬁéz&@‘@ﬁoo&”

Isolats

Figure 24 : Détection qualitative de la production de I’ AIA montrant un changement de
coloration du jaune au rose.
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D’autre part, aucun isolat de PGPR n’a été capable de synthétiser I’ ATA, contrairement a
I’isolat CKMV1 isolé par Anjali et al. (2016) qui montre une production d’auxine avec une

concentration de 8,1 pg/ml.

Les exsudats racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane ce qui favorise la

biosynthése de I’auxine dans la rhizosphére (Ahmadloo et al., 2014).

V-3-Fixation libre d’azote N,

L’azote est un élément essentiel et vital pour la croissance et le développement normal

des plantes (Khan et al., 2020).

La capacité de croissance des 11 isolats d’actinomycétes endophytes et des 10 isolats de
PGPR rhizosphériques sur le milieu sans source d’azote est évidente. 8 isolats (72,72%)
d’actinomyceétes (LRP2, LRP2”’, LRP2’, TSRP2, LRP1’, LRP1”’, LTP2’ et LTP2) et 5 isolats
(50%) de PGPR (SLM7, STS3, SLM9, SLM13 et SLM3) ont été capables de se developper dans
ce milieu déficient en azote, ce qui suggere qu’il pourrait s’agir de bactéries fixatrices d’azote.
Ce résultat était semblable a ceux rapportés par Tsegaye (2019) qui a révélé que les isolats de
PGPR comme Sol13 et RW30 se bien développés sur le milieu gelosé sans azote, ce qui
confirme leur potenticl de fixation d’azote atmosphérique. Donc les isolats obtenus peuvent étre
des diazotrophes en raison de leur capacité a se développer dans le milieu AFM (Figure 25). La
capacité de fixation de I’azote est un critére pour la sélection des PGPR potentiels (Tsegaye,
2019).

igure 25 : Croissance des isolats d’actinomycetes endophytes sur le milieu AFM.
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VI-Production des enzymes hydrolytiques
VI-1- Les amylases

Concernant le criblage des amylases, 6 isolats d’actinomycetes (54,54%) étaient positifs
pour la production d’amylase avec un index d’activité amylolytique allant de 0,98 a 0,79. Les
résultats obtenus sont positifs et se manifestent par 1’apparition des zones d’hydrolyses claires
autour des cultures (Figure 26). Une valeur maximale de I’index de I’activité amylolytique de
0,98 est enregistrée pour 1’isolat LRP2, caractérisé par un potentiel de production des amylases
tres élevé par rapport aux autres isolats (Figure 27). Des résultats similaires ont été rapportés par
Passari et al. (2017) qui ont révélé que 39 isolats (48,1%) avaient la capacité de produire de
I’amylase. Les isolats montrent une différence non significative.

Les données bibliographiques ont mentionné que «1’a-amylase » est le type d’enzyme
amylolytique le plus produit par les actinomycetes, il est elaboré par différents genres tels que;
Streptomyces, Nocardiopsis et Streptosporangium (Daza et al., 1991; Stamford et al., 2001 et
2002).

Figure 26 : Mise en évidence de I’activité amylolytique des

actinomycetes endophytes (LRP1, LRP2’’, LRP1’’, LRP2’) sur
milieu solide par le test au lugol.
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Figure 27 : Index d’activité amylolytique des isolats d’actinomycétes.

Parmi les 10 isolats de PGPR rhizosphériques, 4 isolats : SLM12, SLM7, SLM9 et STS3
ont pu produire I’enzyme amylase (figure 28 et 29). Les résultats ont été corroborés par des
résultats similaires de Oo et al. (2020), qui ont rapporté que seuls trois isolats sur sept testés ont

produits cette enzyme. Les isolats SLM7, SLM9 et STS3 montrent une différence significative.

Figure 28 : Screening de la production d’amylase par les PGPR
rhizosphériques (SLM12, SLM7)
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Figure 29 : Index d’activité amylolytique des isolats de PGPR.

VI-2-Les cellulases

Sur les 11 isolats d’actinomycetes, 10 isolats (90,90%) ont montré une production de
cellulase par formation de zones de halos clairs entourant les colonies (Figure 30). Parmi tous les
isolats positifs, LRP2 a montré un index d’activité cellulosique maximum de 0,87 suivi de
TSRP2 (0,855) et LTP1’ (0,845) (Figure 31). Ces résultats étaient semblables a ceux rapportés
par Passari et al. (2017) qui ont déclaré que 29,6% des isolats d’actinomyceétes produisent de la

cellulase. LRP2’ montre une différence significative par rapport aux autres isolats.

Figure 30 : Screening de la cellulase avec coloration au
rouge Congo.
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Figure 31 : Index d’activité cellulosique d’actinomycetes.

Concernant les PGPR rhizosphériques, 3 isolats (30%) etaient positifs pour la production de
cellulases (Figure 32). Tsegaye (2019) a révélé que, 19 isolats (9,5%) désignés Soill3, RW11,

RW22 et RW37 étaient positifs pour la production de cellulase. Le test montre une différence

significative entre les isolats.
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Figure 32 : Index d’activité cellulosique des isolats de PGPR rhizosphériques
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Les microorganismes ayant une activité cellulase et amylase ne contribuent pas
seulement a la decomposition de la matiére organique et a la promotion de la croissance des
plantes, mais jouent également un rdle essentiel dans la suppression des maladies en inhibant les

agents pathogénes transmis par le sol (Kavamura et al., 2013).

VII-Evaluation de I’activité antifongique in vitro

Sur 11 isolats d’actinomycetes, 6 isolats (54,54%) ont montré une activité positive contre
le phytopathogéne fongique F. oxysporum. f.sp. albedinis. Il s’agit des isolats (LRP2, LRP1”’,
LRP2”’, LRP2’, LTP2 et LTP2”) avec un pourcentage d’inhibition allant de 69,12% a 86,60%.
L’action antagoniste se traduit par une faible croissance mycélienne de 1’agent pathogéne durant
les 5 premiers jours d’incubation, suivi de 1’arrét total de la croissance du coté de la

confrontation (Antagonistes-Pathogenes) (Figure 33).

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne d’agent pathogéne varie d’un
isolat a I’autre. On a enregistré presque la méme activité pour les deux isolats LRP2 et LRP1”’
avec au maximum de 86,6% et 86,12% respectivement (Tableau 11). Cependant, les isolats
LRP1, TSRP2, TSRPI1, LTP1’, LRP1’ ne présentent aucune activité inhibitrice sur la croissance

du champignon.

Selon Passari et al. (2017), sur 81 isolats endophytes des plantes médicinales, 72 isolats
ont montré une activité inhibitrice contre F. oxysporum avec un taux d’inhibition allant de 32% a
72%.

50




Figure 33 : Zones d’inhibition de la croissance du mycélium fongique sur le milieu PDA
apres 7j d’incubation, A : champignon avec les isolats d’actinomycétes, B : control.

Tableau 11 : Pourcentage d’inhibition du mycélium fongique (Foa) par les isolats

d’actinomycetes.

Isolat Pourcentage d’inhibition (%)
LRP2’ 71,05%
LRPY’ 0%
LTP2’ 69,12%
LRP1 0%
TSRP2 0%
LRP1”’ 86,12%

LRP2 © 78,94%

LRP2 86,6%
LTPT1’ 0%
TSRP1 0%

LTP2 70,02%

Les métabolites produits par les microorganismes jouent un réle actif dans le

développement de la résistance en fonctionnant comme des signaux de médiation entre les

endophytes et leur hote. Comme les actinomycetes endophytes isolés de plantes médicinales

produisent une grande variété de métabolites bioactifs antifongiques comme les antibiotiques, les

enzymes de dégradation de la paroi cellulaire, compétition pour les nutriments..., et régulateurs

ol




de la croissance des plantes, ils peuvent étre explorés comme de nouvelles sources de produits

naturels ainsi que comme de nouveaux agents de biocontrole.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A D’échelle mondiale, les effets de 1’utilisation de produits agrochimiques pour améliorer
la productivité et la production agricole peuvent causer des graves dommages a la santé humaine,

animale ainsi a I’environnement.

On peut conclure de la discussion a dessus que les actinomycétes endophytes et les PGPR

rhizosphériques sont plus en plus utilisés pour I’amélioration de la production agricole.

Cette étude consiste a ’isolement et la caractérisation des actinomycétes endophytes et
des PGPR rhizosphériques a partir de deux plantes médicinales, Lavandula multifida et Thymus
saturoides. Apres 1’isolement nous avons purifié¢ et conservé 11 isolats d’actinomycétes et 10

isolats de PGPR rhizosphériques.

L’¢tude des caractéres culturaux montre une trés grande variabilité entre les isolats

d’actinomycetes.

Les isolats d’actinomycétes endophytes et des PGPR rhizosphériques, montrent
excellentes caractéristiques PGP a savoir la solubilisation du phosphate, la production de I’acide
Indole-3-acétique, la fixation libre d’azote, la production d’enzymes lytiques et la tolérance au

stress abiotique.

Le test de I’activité antifongique s’est révélé positif avec 6 isolats (soit 54,54%). Le
pourcentage d’inhibition est compris entre 69,12% et 86,60%. L’isolat LRP2 s’est avéré le plus

actif.

En perspectives, on propose de :
i) Identifier génétiquement les isolats les plus performants d’actinomycétes endophytes et
des PGPR rhizosphériques.
ii) Tester ces isolats vis-a-vis des bactéries et d’autres champignons phytopathogene.

iii) Extraire et identifier les métabolites bioactifs responsable de 1’ effet antimicrobien.
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iv) Explorer d’autres caractéristiques PGPR a savoir la production de sidérophores,
exopolysaccharides, cyanure d’hydrogene (HCN), solubilisation du potassium.
V) Evaluer la production d’autres enzymes lytiques telles que, chitinase, protéase, pectinase,

lipase.
vi) Tester in vivo les isolats les plus performants comme promoteur de croissance et

protecteur contre les phytopathogenes.
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Annexe 1

Composition des milieux de cultures

v/ Caséine amidon agar (SCA) : pH=7,2

Composants Quantité (g/l)
Amidon 5
Caséine 0,3
KzHPO, 2

KNO3 2
NaCl 2
MgSO,4.7H,0 0,05
FesS04.7H20 0,01
CaCOs3 0,02
Agar 15
ED 1000ml
v Extrait de levure-Mannitol (YEM) : pH=6,8-7
Composants Quantité (g/l)
Mannitol 10
Extrait de levure 1
MgSO4 0,2
NaCl 0,1
KH2PO4 5
Agar 15
ED 1000ml
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v

v

v

Extrait de levure - Extrait de Malt (ISP2) : pH=7,3

Composants Quantité (g/l)
Extrait de levure 4
Extrait de Malt 10
Glucose 4
CaCOs 2
Agar 20
EDS 1000ml

Farine d’Avoine Agar (ISP3) : pH=7,2

Composants Quantité (g/l)
Farine d'avoine 20
Agar 20
solution d'oligo éléments iml
ED 1000ml

Amidon Sels minéraux Agar (ISP4) : pH=7-7,4

Composants Quantité (g/l)

Amidon soluble 10
K;HPO, 1
MgSO4;7H,0 1
NaCl 1
(NH4)2S0y4 2
CaCOs 2

Agar 20

ED 1000ml
solution d'oligo éléments Iml
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v' Glycérol Asparagine Agar : pH=7-7,4

Composants Quantité (g/l)
L-asparagine 1
Glycérol 10
KoHPO, 1
Agar 20
Solution d'oligo éléments iml
ED 1000ml
v" Milieu Pikovskaya : pH=6,8-7
Composants Quantité (g/l)
CazHPO4 5
Glucose 10
NaCl 0,2
KCI 0,2
FeSO4 0,002
MnSO4 0,002
NH4(SO4) 0,5
MgSO, 0,1
Extraits de levures 0,5
Agar 20
ED 1000ml
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v' Azote Free Medium (AFM): pH=7 4

Composants Quantité (g/l)
Glucose 20
CaCOs3 20
KH2PO4 1
MgSO. 0,5
ED 1000ml

v" Milieu Amidon Agar: pH=7

Composants Quantité (g/l)
Peptone 10
Extrait de viande 5
NaCl 5
Amidon 10
ED 1000ml

v Milieu inorganique 1SP9 avec 1% de Cellulose : pH=6,8-7

Composants Quantité (g/l)

(NH4)2SO04 2,64

KH2PO4 2,38

KzHPO, 5,65
MgSO4 1

Solu{tllon d'oligo 1ml

éléments
Agar 20
ED 1000ml
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Annexe 2

Composition de solutions utilisées

v" Solution d’oligo éléments

v" Solution Salkowski

v Solution Rouge Congo 1%

Composants Quantité
FeS04.7H,0 0,1g
MnCl,.4H,0 0,19
ZnS04.7H,0 0,1g
ED 100ml
Composants Volume (ml)
H2SO, 150
FeCl 7,5
ED 250
Composants Quantité
Rouge Congo 19
ED 100ml
v" Solution d’oligoéléments pour le milieu ISP9
Composants Quantité
FeS0O,4.7H,0 0,119
MnCl,.4H,0 0,799
ZnS04.7H,0 0,159
CuSOq 0,64ml
ED 1000ml
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RESUME

Dans la présente étude, deux plantes médicinales Thymus saturoides et Lavandula multifida on
fait I’objet d’isolement d’actinomycétes endophytes et des PGPR rhizosphériques. Ainsi, 11 isolats
d’actinomycétes endophytes sont isolées en utilisant le milieu SCA par la méthode des morceaux, et 10
isolats de PGPR sont isolés par la méthode de suspension dilution en utilisant le milieu YEM. L’¢étude des
caractéres morphologiques des actinomycetes endophytes est réalisée sur les milieux « Internationals

Streptomyces Project » (ISP2-5).

Pour le test de tolérance au stress abiotique, 72,72% d’actinomycetes endophytes toleérent 8% de
NaCl, tandis que tous les isolats de PGPR rhizosphériques ont été inhibés a cette concentration. La
majorité des isolats d’actinomycétes endophytes sont capables de se développer dans un pH légérement
acide (pH4) et légerement alcalin (pH8), cependant la plupart des isolats de PGPR rhizosphériques se

développent dans un pH légérement alcalin.

L’efficacité de la solubilisation du phosphate inorganique sur le milieu solide (PVK) est comprise
entre 25% et 458% pour les actinomycétes endophytes et entre 8,1% et 5545% pour les PGPR
rhizosphériques. Sur milieu liquide, la quantité du phosphate soluble est comprise entre 163,81 pg/ml et
730 pg/ml pour les actinomycetes endophytes et entre 12,68 pg/ml et 246,45 pg/ml pour les PGPR
rhizosphériques. La quantité d’acide Indole-3-Acétique (AIA) est comprise entre 1,70 pg/ml et 14,13
Mg/ml pour les actinomycétes endophytes. 72,72% d’actinomycétes endophytes et 50% des PGPR

rhizosphériques qui ont été capable de se développer sur un milieu sans source d’azote.

Les isolats d’actinomyceétes endophytes et de PGPR rhizosphériques ont montré une capacité
remarquable a dégrader certains composés (cellulose, amidon), avec un index d’activité amylolytique
varie entre 0,78 et 0,98 pour les actinomycetes endophytes (54,54%) et entre 0,46 et 0,86 pour les PGPR
rhizosphériques (40%). L’index de I’activité cellulosique varie entre 0,74 et 0,87 pour les actinomycétes
endophytes et entre 0,71 et 0,89 pour les PGPR rhizosphériques (30%). 54,54% des isolats
d’actinomycétes endophytes, ont montré une forte activité inhibitrice vis-a-vis du champignon Fusarium

oxysporum. f.sp. albedinis avec un pourcentage d’inhibition qui varie entre 69,13% et 86,6%.

Mots clés : actinomycetes endophytes, PGPR rhizosphériques, Thymus saturoides, Lavandula multifida.
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ABSTRACT

In the present study, two medicinal plants Thymus saturoides and Lavandula multifida were used
to isolate endophytic actinomycetes and rhizospheric PGPR. Thus, 11 isolates of endophytic
actinomycetes were isolated using the SCA medium by the piecewise method, and 10 isolates of PGPR
were isolated by the suspension dilution method using the YEM medium. The study of morphological
characters of endophytic actinomycetes is carried out on "Internationals Streptomyces Project” media
(ISP2-5).

For the abiotic stress tolerance test, 72.72% of endophytic actinomycetes tolerated 8% NaCl,
while all rhizospheric PGPR isolates were inhibited at this concentration. The majority of endophytic
actinomycetes isolates are able to grow in slightly acidic (pH4) and slightly alkaline (pH8) pH, however

most rhizospheric PGPR isolates grow in slightly alkaline pH.

The solubilization efficiency of inorganic phosphate on solid medium (PVK) ranged from 25% to
458% for endophytic actinomycetes and from 8.1% to 55.45% for rhizospheric PGPR. On liquid medium,
the amount of soluble phosphate is between 163.81 pg/ml and 730 pg/ml for endophytic actinomycetes
and between 12.68 pg/ml and 246.45 pg/ml for rhizospheric PGPR. The amount of Indole-3-Acetic acid
(IAA) is between 1.70 pg/ml and 14.13 pg/ml for endophytic actinomycetes. 72.72% of endophytic

actinomycetes and 50% of rhizospheric PGPRs were able to grow on a medium without nitrogen source.

Endophytic actinomycetes and rhizospheric PGPR isolates showed a remarkable capacity to
degrade some compounds (cellulose, starch), with an amylolytic activity index varying between 0.78 and
0.98 for endophytic actinomycetes (54.54%) and between 0.46 and 0.86 for rhizospheric PGPR (40%).
The cellulose activity index varied between 0.74 and 0.87 for endophytic actinomycetes and between 0.71
and 0.89 for rhizospheric PGPR (30%). 54.54% of the endophytic actinomycetes isolates showed a strong
inhibitory activity towards the fungus Fusarium oxysporum. f.sp. albedinis with a percentage of inhibition
that varied between 69.13% and 86.6%.

Keywords: endophytic actinomycetes, rhizospheric PGPR, Thymus saturoides, Lavandula multifida.
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