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Introduction  

Les microorganismes sont présents dans tous les habitats de la biosphère, y compris 

dans les habitats souterrains. Ces habitats souterrains sont caractérisés par l’absence de 

lumière, une quantité limitée voire l’absence de nutriments organiques, une température 

relativement constante et une grande surface de minéraux (Alabouvette et Sáiz‐Jiménez, 

2011). Parmi ces microorganismes, les actinomycètes, qui représente un groupe hétérogène de 

bactéries Gram positif avec un taux élevé de guanine (G) +  cytosine (C). Ces bactéries 

développent un réseau ramifié d’hyphes. Ceux-ci poussent à la fois à la surface et à l’intérieur 

du substrat. Ce sont des bactéries omniprésentes dans presque tous les milieux même ceux où 

la vie est extrêmement hostile (Goodfellow et William, 1983 ; Okami et Hotta, 1988). Les 

actinomycètes, très ubiquitaires sont rencontrées sur tous les substrats naturels. Ils jouent un 

rôle dans la décomposition des matériaux biologiques et dans le processus d’humification. 

Leur nombre dans la microflore tellurique dépend de la nature, la profondeur, le pH, 

l’humidité et l’aération (Larpent et Sanglier, 1989). Les actinomycètes filamenteux sont à 

l’origine d’environ 70 % des antibiotiques naturels connus dans le monde. Cependant, le taux 

de nouvelles découvertes à partir des cultures d’Actinomycetales isolées des sols des régions 

méditerranéennes (sols arides et semi-arides) et des régions tempérées est en diminution 

remarquable. Si la plupart des actinobactéries sont chimioorganotrophes, mésophiles, 

neutrophiles et non halophiles, cependant, il existe une diversité physiologique importante au 

sein de cette communauté microbienne puisque l’on retrouve également des thermophiles, des 

psychrophiles, des alcalophiles, des acidophiles, des halophiles et des fixateurs d’azote 

(Goodfellow et al., 2012). Cette grande diversité métabolique fait que les actinobactéries 

soient retrouvées dans divers environnement y compris les plus extrêmes (Tiwari et Gupta, 

2013).  

L’importance des actinobactéries a été soulignée dans divers domaines : industriel, 

médical et vétérinaire, ainsi que dans le domaine de l’agriculture et l’agro-alimentaire 

(George et al., 2012; Solecka et al., 2012). Les actinobactéries, surtout celles qui ont une 

structure mycélienne sont réputées pour la production d’antibiotiques, en particulier le genre 

Streptomyces. Ce dernier est considéré parmi les meilleurs candidats pour la production de 

métabolites secondaires biologiquement actifs. Ce genre bactérien est à l’origine d’environ 80 

% de molécules actives produites à l’échelle industrielle pour les applications 

pharmaceutiques. Il sécrète près de la moitié des antibiotiques naturels d’origine microbienne 

(Solecka et al., 2012) mais, aussi d’autres genres que l’on retrouve peu fréquemment ou 

parfois même rarement (Tiwari et Gupta, 2011).  

D’autres molécules bioactives sont également sécrétées par les actinobactéries telles 

que, les enzymes, les vitamines, les immunosuppresseurs, les insecticides (le Spinosad), les 

herbicides (anisomycine) (Genilloud et al., 2011).  

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytosine
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La verticilliose est une maladie vasculaire causée par un champignon tellurique et 

hémibiotrophe appelé Verticillium dahliae Kleb. Le champignon est présent dans de 

nombreux sols, où il infecte aussi de nombreuses plantes hôtes appartenant à diverses familles 

botaniques, et forme des structures de survie appelées microsclérotes qui persistent pendant 

des années dans le sol. Par conséquent, la lutte contre cette maladie est difficile en raison de la 

biologie du champignon. 

Dans le but d’étudier l’intérêt des actinomycètes bénéfiques du sol, plus précisément 

les effets antagonistes de ces derniers sur le verticillium dahliae, agent de la verticilliose de 

l’olivier, nous avons réalisé les étapes suivantes : 

- Isolement et purification des espèces d’actinomycètes à partir du sol cultivé. 

- Etude microscopique et macroscopique de ces bactéries ensuite l’étude de leurs 

propriétés culturales et physiologiques. 

- Et enfin, effectuer des tests de confrontation in vitro entre ces espèces bactériennes 

et l’agent causal (Verticillium dahliae).  

 



 

 

 

 

 

 

Revue 
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I. Généralités sur la verticilliose de l’olivier 

1.  Historiques sur la verticilliose   

 En 1879 Reinke et Bertold isolent un champignon à partir de pomme de terre malade 

et le nomme Verticillium albo-atrum. Ce dernier est caractérisé par des conidiophores 

pigmentés à leur base, un mycélium aérien et abondant. En 1913, Klebahn isole un 

champignon à partir de dahliae malade et lui donne le nom de Verticillium dahliae. Selon 

l’auteur cette espèce serait différente de celle décrite par Reinke et Bertold. L’origine de la 

souche, l’âge, le milieu et la température peuvent modifier le phénotype des thalles de V. 

albo-atrum et V. dahliae (Boisson et Lahlou, 1982).  

 Les maladies vasculaires causent des dégâts importants sur de nombreuses cultures. 

Les champignons des genres Fusarium et Verticillium en sont les responsables. Les 

verticillioses sont des maladies très répandues dans le monde. Elles sont particulièrement 

importantes dans les régions à climat tempéré ou méditerranéen. Les vertticillioses affectent 

une large gamme de plantes,  notamment les arbres fruitiers et certaines  plantes ornementales 

mais, également des cultures maraîchères (Thanassoulopoulos et Kistos, 1971). 

2. Généralités sur la verticilliose  

 La verticilliose est une maladie fongique, causée Verticillium dahliae. Il pénètre dans 

l’arbre par les racines et bouche les vaisseaux conducteurs. On observe alors un 

dépérissement de l’arbre : Les feuilles deviennent ternes, puis s’enroulent vers leur face 

inférieure puis deviennent brunes, sa dissémination se fait grâce à sa conservation sous forme 

de microsclérotes (Daayf, 1993). La verticilliose menace de plus en plus l’oléiculture dans 

plusieurs pays du bassin méditerranéen. En Algérie, la maladie a été signalée dans la région 

du Kabylie (Benchabane, 1990). Ensuite, plusieurs oliveraies sont également infestées dans 

la région de Tlemcen et Mascara (Bellahcene, 2004 ; Boukenadel, 2002). 

3. Symptômes de la maladie 

 Le V. dahliae affecte en premier temps les racines de jeunes plantes, colonise les 

cellules du xylème et du phloème, puis les tiges ainsi que les feuilles par le flux de la sève. 

Cela provoque des lésions vasculaires avec des perturbations circulatoires qui se traduisent 

par deux types de symptômes (Jabnoun-Khiareddine et al., 2007): Le dépérissement rapide, 

aigu «apoplexie» et le dépérissement lent, chronique.  

4. Moyens de lutte contre la verticilliose 

 Il n’existe aucune méthode permettant de lutter efficacement contre cette maladie. 

Bien que l’utilisation de fongicides soit l’une des méthodes les plus employées car elle est la 

plus pratique pour lutter contre les maladies, d’autres solutions complémentaires sont souvent 

utilisées par les agriculteurs. Le potentiel infectieux est lié aux microsclérotes présents dans la 

terre exploitée par les racines (Julien, 2005). Parmi les moyens de lutte, on peut citer : 
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  4.1. Moyens de lutte chimique  

         La lutte chimique constitue le moyen le plus utilisé pour la gestion de la verticilliose 

(Yangui et al., 2010; Alfano et al., 2011). Elle se fait par stérilisation du sol à l’aide de 

fumigants chimiques (le bromure méthylique) (Fravel et Larkin, 2000 ; Martin- Lapierre, 

2011) ou l’utilisation de fongicides systémiques (méthyl-thiophanate, thiabendazole, bénomyl 

et carbendazime) (Henni, 1982 ; Boukenadel, 2001 ; Kumar et al., 2012). Ce recours aux 

produits chimiques, toujours valables dans certaines situations, engendrent des coûts élevés et 

des impacts sur l’environnement (Nannipieri et al., 1990). Actuellement aucun traitement 

curatif n’a prouvé son efficacité (Arslan et Dervis, 2010). 

 4.2. Moyens de lutte biologique  

  

      Des études ont indiqué que certaines bactéries et extraits des plantes peuvent servir 

d’excellents agents de lutte biologique contre certains pathogènes telluriques (Pegg et Brady, 

2002 ; Mercado-Blanco et al., 2004 ; Arfaoui et al., 2007). Les agents de bio-contrôle 

fonctionnent par la production de substances antibiotiques à l’encontre des parasites et des 

substances appelées sidérophores qui ont une grande capacité à chélater le fer ferrique (Meyer 

et Addallah, 1978 ; Thomashow et Weller, 1995 ; Presse et al., 2001) ou par compétition 

trophique aux dépens des parasites (Lugtenberg et al., 2003). Ils peuvent agir également par 

compétition de l’espace et induction de la résistance systémique acquise de plante (Ongena et 

al., 1999, 2000 ; Sturz et al., 2000 ; Tjamos et al., 2005). 

 

4.3. Moyens de lutte culturaux 

 

 Des chercheurs roumains ont observé que les plants d’olivier sont plus susceptibles à 

l'attaque du champignon dans les conditions suivantes : une température du sol inférieure ou 

égale à 25°C, une humidité relative de 40% plutôt que 80%, une courte photopériode et une 

fertilisation azotée excessive (Costache et al., 1979). Toutes mesures qui permettent d'éviter 

ces conditions aident à prévenir le développement de la maladie. 

 

4.4. La résistance génétique 

  

         Le meilleur contrôle de la maladie se fait par l’utilisation de variétés résistantes 

(Romane et Vigouroux, 1999, in Boukendal, 2002). Plusieurs chercheurs ont essayé de 

sélectionner des variétés résistantes, ou tolérantes telles que les variétés Frantoio, Fragivento 

et Coratina d’origine italienne (Cirulli et Montemurro, 1976) ainsi qu’Arbequina et 

Empeltre d’origine espagnole (Civantos, 1999). 
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 5. L’agent causal : Verticillium dahliae 

 

5.1. Morphologie et physiologie 

 

 Le champignon V. dahliae est un parasite facultatif, saprophyte du sol et biotrophe des 

plantes (Hiemstra et Harris, 1998). Son développement in vivo nécessite un sol humide 

(40% à 80%) neutre à alcalin, (Pegg et Brady, 2002), une courte photopériode et une 

fertilisation azotée excessive. Ces facteurs prédisposent l’olivier à la maladie (Costache et al., 

1979). Le champignon V. dahliae à un taux de croissance relativement lent, il se développe 

différemment sur les milieux communs aussi bien organiques que synthétiques (PDA, 

MEA…) (Malik, 2008). Sa croissance sur milieu synthétique est optimale aux températures 

de l’ordre 21 à 27 °C (Bejarano-Alcázar et al., 1996), avec un pH compris entre 6 et 9 (Pegg 

et Brady, 2002). La croissance est inhibée par des températures extrêmes telles que 5 ou 35 

°C (Malik, 2008) et des pH au-dessous de 5 (Pegg et Brady, 2002).  

 Les Verticillium spp. vivent dans le sol. Ils sont présents dans les sols du monde entier, 

et sont importants à la fois comme saprophytes et comme agents pathogènes sur des plantes 

cultivées. La plupart des espèces du genre Verticillium sont phytopathogènes et sont très 

polyphages et attaquent une grande diversité de cultures (Mesian et Lafon, 1970). L'infection 

de l'arbre par la verticilliose commence à priori au niveau du système racinaire et à la base du 

tronc. Le développement du champignon est favorisé par la présence de blessures. 

 

6. Classification de Verticillium dahliae  

Le genre Verticillium sp est un champignon supérieur. Selon Agrios (Agrios, 1988), il 

appartient au :  

 

- Division : Amastigomycota 

- Groupe : Deutéromycètes 

- Classe :   Hyphomycètes 

- Ordre : Hyphales ou moniliales 

- Famille : Moniliaceae 

- Genre : Verticillium 

- Espèce : V. dahlia 

 

7. Gamme d'hôtes 

       

     Verticillium dahliae est un champignon très polyphage, il attaque une large gamme d'hôtes 

de genres et de familles botaniques éloignées (Mesian et Lafon, 1970) dont la plupart ont un 

intérêt agricole et économique. Parmi ces espèces végétales, on rencontre : des arbres fruitiers 

à noyau, des arbres forestiers, des plantes maraîchères et d'autres cultures. 
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8. Cycle de développement de V. dahliae 

  

 V. dahliae peut survivre dans le sol durant plusieurs années, jusqu'à 20 ans, sous forme 

de microsclérotes (amas de cellules de 0.1 à 0.5 mm) libres ou dans des tissus infectés 

(Civantos, 1999 ; Julien, 2005).  

C’est un parasite facultatif, son cycle de développement se déroule en 2 phases, une phase 

saprophytique qui comprend une période d'activité et une phase parasitaire qui se déroule 

dans la plante-hôte (Hiemstra, 1998) (Figure 1). 

 Pendant la phase saprophytique, le champignon pérennise, sous forme de 

microsclérotes plus de 14 ans dans le sol aux dépens des débris végétaux et des matériaux 

organiques (Triki et al., 2006). Il se dissémine par le mouvement des sols infectés, les débris 

végétaux infectés, l’eau d’irrigation, l’équipement agricole, le vent, les insectes, les prédateurs 

et les polinisateurs. (Civantos, 1999 ; Klosterman et al., 2009; Chawla et al., 2012). Il 

résiste aussi bien au froid qu’à la chaleur et supporte des écarts thermiques allant de 30°C à 

55°C (Schnathorst et Mathre, 1966). Le saprophyte s’active et redevient agressif au 

rétablissement des bonnes conditions de température et d’humidité du sol. 

 La phase parasitaire du champignon débute par la germination des microsclérotes en 

réponse aux exsudats racinaires de l’olivier. Il en résulte une émission des hyphes qui 

colonisent le cortex des racines. Le mycélium s’introduit par l’extrémité ou par les cellules 

épidermiques (Garber, 1966) et gagne ensuite via la sève les vaisseaux du xylème, c’est 

l’infection primaire (Fradin et Thomma, 2006 ; Vallad et Subbarao, 2008). Le parasite se 

reproduit asexuellement dans les vaisseaux, à l’intérieur desquels il progresse grâce aux 

transports des conidies par le flux de la sève ascendante aux parties aériennes de l’arbre 

(Vallad et Subbarao, 2008) où elles constituent des foyers secondaires d’infection ; c’est 

l’infection secondaire (Garber, 1966). La poursuite de l’infection du système vasculaire 

conjugué aux toxines émises par le parasite, font que la plante produise des dépôts gommeux 

qui obstruent les vaisseaux conducteurs y entravant ainsi le transport d’eau (Klosterman et 

al., 2009) et donne des symptômes de flétrissement qui se déclenchent sur les parties 

aériennes atteintes (Tombesi et al., 2007 ; Laoune et al., 2011).  

 A la fin du cycle d’infection, le champignon forme des microsclérotes dans les parties 

mortes de l’arbre. Cela permet le retour du champignon au sol et la reprise éventuelle d’un 

nouveau cycle infectieux (Fradin et Thomma, 2006 ; Klosterman et al., 2009). 
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                 Figure 1 : Cycle infectieux de Verticillium dahliae (Hiemstra et Harris, 1998). 

 

9. Le pouvoir pathogène 

 

 Dans une population de V. dahliae présentant les mêmes caractéristiques de virulence, 

les individus peuvent différer par leur niveau d’agressivité (Bellahcene, 2004). L’agressivité 

de l’espèce V. dahliae vis-à-vis de l’olivier le partage en deux pathotypes ; défoliant (D) et 

non défoliant (ND) selon leur capacité à défolier la plante hôte (López-Escudero et al., 2004 

; Dervis et al., 2007). Les isolats du pathotype (D) sont plus virulents que ceux du pathotype 

(ND) (Bejarano-Alcázar et al., 1996 ; López-Escudero et Blanco-López, 2007). 

Cependant, il y a une difficulté pour déterminer la classification de V. dahliae en raison de 

l’absence de la forme spéciale, donc la distinction de groupes bien définis par différents 

critères est souvent délicate (Bellahcene, 2004). 
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II. Les actinobactéries: historique, taxonomie, importance et applications 

1. Historique  

 Le terme actinomycète a été utilisé pour la première fois par Bollinger, en 1877 pour 

désigner l’agent responsable d’une maladie du bétail. Waksman (1959) divise en quatre 

grandes périodes l’histoire des actinomycètes. La première (1874-1900), est celle de la 

découverte de leurs rôles dans la pathologie. Cohn en 1875 découvre le premier actinomycète 

qu’il appela Streptothrix foeresteri. Harz en 1877, isola l’agent responsable des 

actinomycoses du bétail et le nomma Actinomyces bovis (Messaoudi, 2013). La seconde 

période de 1900 à 1919, se rapporte à la mise en évidence et à l’étude des Actinomycètes du 

sol : avec les travaux d’Orla Yensen (1909) qui créa la famille des Actinomycétacées qui 

comprend un seul genre Actinomyces. La troisième période de 1919 à 1940, au cours de 

laquelle une meilleure connaissance des genres a été acquise grâce aux travaux de 

(Krassilnikov, 1938). Ce dernier ajouta le genre Micromonospora qui comprend les 

actinomycètes qui ne produisent pas de mycélium aérien. Jensen (1932) regroupe dans le 

genre Paraactinomyces (actuellement désigné Nocardia) les actinomycètes dont le mycélium 

de substrat se fragmente. (Baldacci, 1962).  

  La dernière époque allant de 1940 à ce jour est celle des antibiotiques produits par les 

actinobactéries, avec la création du genre Streptomyces (en combinant les noms des genres 

Streptothrix et Actinomyces) par Waksman et Henrici en (1943). En 1958, Pridham et al., 

proposa un système de classification des Streptomyces basé sur la morphologie des chaines de 

spores et la couleur du mycélium aérien. Ettling et al., (1958) introduit un critère important 

dans la différentiation des espèces, la production des pigments mélanoïdes.  

2. Généralités sur les actinomycètes 

  Les actinomycètes sont des bactéries dont la croissance donne lieu à des colonies 

constituées d'hyphes, c'est-à-dire de filaments qui irradient, par croissance centrifuge, tout 

autour du germe qui leur a donné naissance (Rastogi et Kishore, 1997). Cela explique leur 

dénomination.  

Le mot « Actinomycètes » provient de deux substantifs grecs et signifie « champignons à 

rayons » ou « champignons rayonnants », expression utilisée pour les désigner en anglais 

(Ray fungi). Et aussi en allemand et en russe (Messoudi, 2013).  

Les actinobactéries ont été considérés comme un groupe intermédiaire entre bactérie et 

champignons. Actuellement, ils sont reconnus comme des organismes procaryotes. Pourtant, 

ces micro-organismes présentent des similitudes à la fois avec les bactéries et avec les 

champignons (Andriambololona, 2010).  

Les actinomycètes ont souvent été confondus avec les champignons (eucaryote) (Otto, 

1998), du fait de l’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi de leurs 

morphologies fongoïdes (Lefebvre, 2008).  
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Actuellement ils sont classés définitivement parmi les bactéries (procaryote), du fait que 

leurs matériels génétiques et dépourvut de noyau, contrairement aux eucaryotes dont le 

matériel génétique est inclus dans un noyau entouré d'une enveloppe nucléaire. Les 

principales différences entre les champignons et les actinomycètes peuvent être résumées dans 

les points suivants : 

 Leurs parois qui ne renferment ni cellulose ni chitine, se retrouvent respectivement 

chez les plantes et les champignons (Shukla, 2010)  

 Le diamètre de leurs mycéliums est approximativement le un dixième de celui de la 

plupart des hyphes fongiques (généralement 0.7 à 0.8 μm), 

 Leurs sensibilités aux attaques des bactériophages et lysozymes (Hawker et Linton, 

1971).  

 Leurs sensibilités aux antibiotiques antibactériens (Rangaswami et al., 2004, Winn 

et Koneman, 2006).  

Les actinomycètes sont des bactéries à coloration Gram positif (Dgigal, 2003) à taux 

élevés de (G+C) compris entre 60-70 % (Pelmont, 2005), formant des filaments minces et 

ramifiés qui, lorsqu’ils évoluent sur un substrat solide, comme la gélose, ils se développent à 

la fois sur la surface et à l’intérieur de celui-ci (Prescott, 2010). Ils ont une croissance lente 

par rapport aux autres bactéries, le temps de génération moyenne est environ 2 à 3 heures 

(Beckers et al., 1982).  

3. Caractères généraux des actinobactéries 

D’après Noureddine, (2006) et Boudjella, (2007), les caractères culturaux 

contribuent parfois dans la différenciation des genres d’actinomycètes entre eux. Parmi les 

caractères culturaux :  

 Les caractères macromorphologiques : Ces caractères reposent sur une observation 

à l’œil nu. Il s’agit de noter : 

• La présence ou l’absence du mycélium aérien (MA), 

• La couleur de MA et du mycélium du substrat (MS) (Harir, 2018), 

• La présence ou l’absence des pigments diffusibles dans le milieu de culture (Saker, 

2015).  

 Les caractères micro morphologiques : La micromorphologie des actinobactéries est 

réalisée par observation au microscope optique et parfois électronique des colonies 

poussant sur milieux gélosés (Saker, 2015). Il s’agit de noter :  

 

 La fragmentation ou non du mycélium de substrat. 

 La formation des spores exogènes sur le MA et/ou le MS, leur forme, leur taille et leur 

agencement (isolées ou en chaînes). 
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 La présence ou non de sporanges sur le MA ou sur le MS, la forme et la taille des 

sporanges, le nombre de spores par sporange ainsi que la longueur des 

sporangiophores (Harir, 2018) (Figure 2 et Figure 3). 

            

      Figure2 : Morphologie des hyphes en croissance dans le milieu liquide (Almaris, 2007). 

 

     Figure 3 : Morphologie des spores des actinomycètes (Shirling et Gottlieb, 1966). 

4. Physiologie des actinomycètes 

En plus des caractères morphologiques, la détermination des espèces se base 

également sur les caractères physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de 

différents composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polymères complexes. D’autres 

tests interviennent parfois dans la détermination des espèces, comme la résistance à certains 

agents antimicrobiens et la tolérance à des conditions extrêmes (température, pH et salinité) 

(Djinni, 2009).   
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5. Conditions de croissance des actinomycètes  

5.1. L’oxygène 

On peut deviser les actinomycètes selon leurs types respiratoires en deux groupe : 

 Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui 

sont des commensales obligatoires des cavités naturelles de l’homme et des animaux 

supérieurs. Ils font partie de la flore de Veillons (Avril et al., 1992). 

 Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la 

nature en particulier sur le sol (Avril et al., 1992). 

 

5.2. Le pH  

Pour le pH, la plupart des actinomycètes se comportent comme des bactéries 

neutrophiles, ayant une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7 et 8. On 

peut aussi observer une croissance à des valeurs de pH inférieurs à 4 (McKinney, 2004), le 

cas des souches acidophiles comme le genre Streptacidiphilus (Wang et al., 2006). 

5.3. La température  

  Les actinomycètes sont généralement mésophiles, d’autres sont thermophiles et 

tolèrent des températures avoisinant 50°C et pouvant même croitre à une température de 60°C 

ou plus (Omura, 1992). 

5.4. L’activité de l’eau (A.w.)  

  La germination des spores de la plupart des actinomycètes peut-être observée à des 

valeurs d’activité d’eaux supérieures ou égales à 0.67. L’activité d’eau optimale pour la 

croissance et le développement des actinomycètes est égal à 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005). 

          5.5.  Tolérance en Na Cl  

Selon leurs exigences en Na Cl, les microorganismes sont divisés en deux groupes : 

 Les halophiles : Ce sont des actinobactéries ayant besoin de sel (Na Cl) pour leurs 

croissances. La concentration peut varier de 1 à 6 % (P/V) chez les actinobactéries 

faiblement halophiles, tandis qu’elle peut atteindre 15 à 30 % pour les bactéries 

halophiles extrêmes. 

 Les halotolérants acceptent des concentrations modérées de sels mais non obligatoires 

pour leur croissance. 

        On distingue alors trois catégories : 

- Des actinobactéries légèrement tolérantes (6 à 8 % de Na Cl (P/V). 

- Des actinobactéries modérément tolérantes (18 à 20 % de Na Cl (P/V). 

- Des actinobactéries extrêmement tolérantes (se développent de 0 % jusqu'à 

saturation en Na Cl) (Nanjani, 2011). 
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  6. Milieux de culture des actinomycètes 

 La composition d’un milieu de culture doit permettre la croissance bactérienne et doit 

donc tenir compte des besoins nutritifs des bactéries. Les meilleurs milieux de culture pour 

l’isolement des actinomycètes sont ceux contenant de l’amidon, du glycérol ou de la chitine 

comme source de carbone, la caséine, l’asparagine ou l’arginine comme source d’azote 

organique (Burman, 1973 ; Williams et al., 1993 ; Hilali et al., 2002). Pour l’isolement des 

actinomycètes, les antibiotiques sont ajoutés dans les milieux sélectifs pour inhiber la 

croissance de certains germes indésirables.  

Les molécules les plus utilisées sont : la nystatine, le cycloheximide (Actidione), la 

pimaricine, l’amphotericine B pour inhiber des champignons. La polymixine, la novobiocine, 

l’acide nalidixique, la colistine pour stopper les bactéries Gram négatives (Nonomura et 

Hayakawa, 1988 ; Larpent et Larpent, 1990, Takizawa et al., 1993 ; Kurtbaoke et 

Wildman, 1998). L’incubation se fait généralement, à une température de 28 à 30°C 

favorisant ainsi le développement des actinomycètes (Burman, 1973). 

7. Taxonomie des actinomycètes 

          Selon le système de classification de Murray qu'on retrouve dans le Bergey's Manual 

of Systematic Bacteriology (1986, 1989), les Actinomycètes appartiennent au règne des 

Procaryotes (organismes cellulaires sans noyau), à la division des Firmicutes (Bactéries à 

coloration Gram-positive) et à la classe des Thallobacteria (Bactéries Gram-positive 

ramifiées) contenant l’ordre des Actinomycetales (Alauzet, 2009). La classification des 

actinomycètes a évolué en fonction du développement des connaissances durant ces 30 

dernières années. Elle fut marquée par quatre périodes dont, chacune a apporté de nouveaux 

critères de classification. 

- Premier période  

C’est la période classique, où seuls les critères macro et micro morphologiques, 

permettaient de différencier les genres entre eux. Les caractères morphologiques décrits dans 

la clé d’identification par Nonomura (1974) sont très utiles dans l'identification des espèces 

de streptomycètes (Thenmozhi et Kannabiran 2010). 

- Seconde période 

C’est la période d’utilisation de la chimio-taxonomie. Selon Goodfellow et Minnikin, 

la chimio-taxonomie est l’utilisation des caractères chimiques dans la classification des 

organismes. Selon les travaux de Becker et al., (1964) ; Lechevalier et Lechevalier (1970), 

certains constituants cellulaires (les acides aminés pariétaux, les lipides des enveloppes 

cellulaires et les sucres cellulaires) ont une grande importance taxonomique dans la 

classification des actinomycètes. Ces constituants sont retrouvés généralement soit dans la 

paroi soit dans la cellule entière (Sabaou, 1988). 
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- Troisième période 

Durant la troisième période naissait la taxonomie numérique, qui a débuté dans les 

années 1970, et qui combine l’outil informatique à de nombreux tests physiologiques pour 

différencier les espèces de chaque genre entre elles. Smaoui, 2010 est défini la taxinomie 

numérique comme le groupement d'unité taxonomique, en taxons à l'aide de méthodes 

numériques sur la base des états de leurs caractères (Prescott et al., 2003). Le phylum des 

actinobactéries comprend maintenant cinq classes, 21 ordres et de nombreuses familles 

(Tableau 1).  

Les genres sont caractérisés par une importante diversité morphologique, allant de la 

simple cocci (ex : Micrococcus) à des formes mycéliennes qui peuvent être fragmentées ou 

non. Ainsi, la position taxonomique des actinobactéries. 

Tableau 1 : Classification des actinobactéries (Goodfellow et al., 2012).  

Classe Ordres Familles 

Actinobactéria Actinomycetales Actinomycetaceae 

Actinopolysporales Actinopolysporaceae 

Bifidobactériales Actinopolysporaceae 

Catenulisporales Catenulisporaceae,actinospicaceae 

Corynebactériales Corynebactériaceae ,dietziaceae,mycobacteraceae,nocardiacea, 

Segniliparaceae, Tsukamerullaceae 

Frankiales Frankiaceae, Acidothermaceae, Cryptosporangiaceae, 

Geodermatophilaceae, Nokamurellaceae 

Glyconycetales Glyconycetaceae 

Jiangellales Jiangellaceae 

Kineosporales Kineosporaceae 

Micrococcales Micrococcaceae, Beutenbergiaceae, Bogoriellaceae, 

Brevibacteriaceae, Cellulomonadaceae, Dermabactériaceae, 

Dermacoccaceae, Dermatophilaceae, Instrosporangiaceae, 

Jonesiaceae, Micobacteriaceae, Promicomonosporaceae, 

Rarobacteriaceae, Ruaniaceae. 

Micromonosporales Micromonosporaceae 

Propionibacteriales Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae 

Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae 

Streptomycetales Streptomycetaceae 

Streptosporangiales Streptosporangiaceae, Nocardiopcoceae, Thermomonosporaceae 
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8. Le genre Streptomyces 

C'est un des plus grands genres du monde bactérien, avec environ 574 espèces décrites 

(Euzéby, 2010). Il appartient à la famille des Streptomycetaceae et au sous-ordre des 

Streptomycineae. Morphologiquement, il possède un mycélium du substrat abondamment 

ramifié, généralement non sporulé, surmonté par un mycélium aérien produisant des 

sporophores qui donnent naissance à des chaînes de spores (jusqu’à 50 ou plus) de formes 

variées: droites (Rectus Flexibilis), incurvées ou en boucles (Retinaculum Apertum) ou 

spiralées (Spira). Les spores (ou conidies) ne sont pas mobiles et ont une surface lisse, 

rugueuse, épineuse ou chevelue. Les Streptomycètes jouent un rôle majeur dans la 

minéralisation. Ils sont très souples au niveau nutritionnel et ils peuvent dégrader en 

aérobiose, des substances complexes telles que la pectine, la lignine, la chitine, la kératine, le 

latex et des composés aromatiques. 

En biotechnologie, ce genre est responsable de la production de 70% des antibiotiques, 

produits par les actinomycètes (Perry et al., 2004). Ces derniers temps, ce groupe de bactéries 

a aussi fait l’objet de beaucoup de recherche sur les enzymes, produites par ces bactéries, telle 

que la tyrosinase. 

9. Ecologie des actinomycètes  

Les actinomycètes colonisent une large variété d’habitats naturels comme le montre le 

tableau N°01. Elles sont capables de se développer sur une large gamme de substrats. Elles 

sont présentes dans des sols polaires gelés en permanence tout comme dans les sols 

désertiques chauds et secs, dans le pétrole brut, les sols hautement contaminés avec les 

métaux lourds, les lacs extrêmement alcalins et les lacs salés. (Kitouni, 2007). 

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et dans 

divers autres substrats. Ils représentent 80 à 95% du total des actinomycètes après le 

Streptomyces, les genres les plus fréquents sont Nocardia et Micromonospora. Les autres 

genres ne constituent qu’une fraction minime et sont parfois peu fréquents ou même assez 

rares (Boucheffa, 2011). 

Tableau 2: Distribution des actinomycètes dans la nature (Larpent, 1989). 

Actinomadura 
Actinoplanes 
Frankia 
Microbispora 
Micromonospora 
Nocardia 
Rhodococcus 
Saccharomonospora 
Streptomyces 
Streptosporangium 
Thermomonospora 

Sol 

Sol, eau, litière 

Nodules des racines 

Sol 

Sol, eau 

Sol, eau 

Sol, eau, fumier, litière 

Matière en décomposition 

Sol, eau, litière 

Sol 

Matière en décomposition et fermentation 

 



Chapitre I                                                                  revue bibliographique 
 

 
15 

10. Cycle de développement d'actinobactérie 

 Les actinobactéries possèdent un cycle de vie complexe, qui est le résultat de trois 

processus physiologiques majeurs : la croissance végétative, la différenciation et la 

sénescence cellulaire puis la mort (Danilenko et al., 2005).  

Les Streptomyces ont un cycle de développement complexe qui se divise en plusieurs 

étapes. Sur milieu solide (figure 4), il débute par la germination d’une spore qui donne 

naissance à un mycélium primaire formé d’hyphes non septés et plurinucléés, ramifiés et 

ancrés dans le milieu solide. Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium primaire 

(Smaoui, 2010). En effet, ce dernier s’autolyse et les produits de la lyse sont cannibalisés par 

le mycélium aérien. Les extrémités des hyphes aériens se spiralisent puis se cloisonnent et se 

différencient pour former des chaînes de spores uni nucléés. Ces spores sont des agents de 

dissémination (Smaoui, 2010). 

 

        Figure 4: Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide (Jakimowicz, 2007). 

11. Formation des spores par les actinobactéries                                          

Les divers types de spores d’actinobactéries peuvent être classés en deux groupes 

principaux selon leur mode de formation : les exo-spores et les endospores (Theilleux, 1993). 

Ces spores permettent la propagation de l’espèce et la survie dans des conditions défavorables 

(Saffroy, 2006). Les exo-spores sont le type le plus fréquent et les moins résistantes aux 

conditions hostiles que les hyphes, alors que les endospores sont hautement résistantes à la 

chaleur et autres adversités (Kitouni, 2007).  
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12. Applications des actinobactéries     

Les actinobactéries représentent une grande proportion de la biomasse microbienne du 

sol. Ils ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactifs entre autre les 

antibiotiques et des enzymes extracellulaires (Loucif, 2011).  

Les actinomycètes sont également utilisés comme agents favorisant la croissance des plantes 

en produisant l'hormone de croissance végétale (indole-3-acétique), des outils de bio contrôle, 

des bio pesticides, des composés antifongiques, et des bio corrosions. 

               Figure 5 : Applications biotechnologiques des actinobactéries (Anandan, 2016). 

13. Sol aride et semi-aride 

 Le sol demeure l'habitat le plus important pour les actinobactéries dont les 

streptomycètes existant en tant que composante majeure de leur population. Selon de 

nombreuses études, les espèces du genre Streptomyces ont été signalées pour être les plus 

abondants et les plus isolées dans chaque étude. Les actinobactéries terrestres présentent 

divers potentiels antimicrobiens intéressants (Oskay et al., 2005). Le sol de désert est 

également considéré comme un environnement terrestre extrême où seules certaines espèces 

microbiennes, en particulier les actinobactéries, utilisent souvent une espèce de 

cyanobactéries, tel que le Microcoleus chthonopastes comme source de nutriment. D’ailleurs, 

il existe plusieurs rapports montrant la distribution des actinobactéries dans divers 

écosystèmes, tels que le sol sablonneux, le sol alcalin noir, le sol limoneux sablonneux, le sol 

de désert alcalin et le sol de désert subtropical. Dans ces différents sols, le genre Streptomyces 

sp. Était dominant suivi par d’autres genres, tels que Nocardia, Nocardiopsis et Actinomycetes 

(Cundell et Piechoski, 2016). Dans une étude réalisée par (Nithya et al., 2015), 134 isolats 

d’actinobactéries cultivables sur milieu synthétique et morphologiquement distinctes, 

provenant de 10 échantillons de sol de désert différents. Ces isolats avaient un degré variable 

d'activité antibactérienne vis-à-vis des agents bactériens pathogènes. 

 



 

 

 

 

 

 

 

Matériel et 
méthodes 
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 La lutte contre Verticillium dahliae passe par la parfaite connaissance de ce dernier 

notamment sa biologie, sa symptomatologie et son pouvoir pathogène. Notre travail se veut 

ainsi une contribution à l’étude de ce champignon. Il se base sur la caractérisation du parasite 

sur le plan morphologique, cultural et pathogénique, en vue d’apporter des connaissances sur 

la biologie et le comportement du parasite. 

I. Origine de la souche fongique de Verticillium dahliae 

 

           La souche de V. dahliae a été isolée et identifiée par Mlle Benouza S., doctorante au 

laboratoire de Microbiologie, Département de Biologie, Université de Ahmed Ben Bella - 

Oran. Cette souche nous a aimablement fournie pour tester son comportement vis-à-vis de 

quelques isolats d’actinomycètes connus par leur propriété antagoniste. L’état de pureté de la 

souche de V. dahliae a été vérifié ensuite régénérée sur milieu gélosé en boite de Petri. Elle 

est conservée sur milieu PDA  (Potato Dextrose Agar) en tube à essai (Annexe1).  

 

1. Etude des caractéristiques culturales et morphologiques de Verticilluim dahliae    

1.1. Etude macroscopique de la colonie fongique  

 Cette étude consiste à observer à l’œil nu ou à la loupe binoculaire, les caractères 

culturaux des colonies sur milieu (PDA) ; il s’agit de l’aspect des colonies ainsi que la 

pigmentation et la couleur de la colonie mycélienne. Le développement du mycélium (aérien, 

subaérien ou ras) a été également étudié. 

1.2. Etude microscopique (méthode de scotch) 

          L’étude microscopique est réalisée à l’aide de la méthode de scotch dont le principe est 

de préparer un morceau de ruban adhésif de 1,5 cm de longueur et le déposer à la surface 

d’une colonie fongique. Pour cela et afin de ne pas laisser ses empreintes sur la face adhésive, 

le morceau de scotch est déposé au-dessus de la colonie fongique à l’aide d’une pince stérile 

puis écraser légèrement. Le morceau de scotch est ensuite transféré sur une lame en verre 

propre contenant une goutte de bleu de méthylène. La préparation est observée à l’aide d’un 

microscope optique à différentes grossissements. L’étude microscopique permet d'apprécier :  

- l’aspect du mycélium (septé /non septé ; ramifié/non ramifié). 

- la forme de conidiophores. 

- la forme des conidies. 

- la présence de microsclérotes. 
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II. Etude des agents antagonistes (les actinomycètes) 

 

1. Caractéristiques des régions de prélèvements de sol 

 

1.1.Wilaya de BECHAR 

 

 Les prélèvements de sol ont été effectués dans trois régions. La wilaya de Béchar 

située à 1 150 km au sud-ouest de la capitale – Alger et à 852 km au nord-est de Tindouf. Elle 

se situe à environ 80 km à l'est de la frontière marocaine. La région se caractérise par un 

climat aride. Le sol de la région se caractérise par un faible taux d’humidité et un faible 

pourcentage en matière organique. La figure 6 illustre la position géographique de la wilaya. 

 

1.2.Région de Béni Abbés 

 

 La deuxième région de prélèvement est la région de Béni Abbés. C’est une des 

communes de la wilaya de Béchar. Elle est située à 250 km au sud-ouest de la wilaya et à 1 

200 km au sud-ouest d'Alger. Béni Abbés bénéficie d'un climat désertique chaud typique du 

Sahara avec des étés très longs et extrêmement chauds et des hivers courts et très doux. Le 

climat est hyper-aride et extrêmement sec presque toute l'année. Le sol de cette région se 

caractérise par un faible taux d’humidité et un très faible pourcentage en matière organique 

(figure 6) 

 

1.3. La wilaya de Naâma 

 

       La troisième région de prélèvement comprend la wilaya de Naâma, située à l'ouest 

d'Algérie. Elle est voisine au nord avec les wilayas de Tlemcen et Sidi-Bel-Abbès, à l'est celle 

d'El-Bayadh et au sud celle de Béchar. Le sol de cette région est un sol calcaire et sableux 

(figure 6) 

 

 
 Figure 6 : Localisation géographique des sites de prélèvement des échantillons de sol (Carte Algérie) 
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 2. Prélèvement des échantillons de sol  

 

 Les prélèvements ont été effectués pendant les mois de janvier et mars de l’année 2019 

à partir les régions précédemment citées. Dans des conditions stériles, une quantité suffisante 

de terre (environ 100 g) est prélevée à l’aide d’une spatule stérile dans une profondeur allant 

de 10 à 15 cm. Les échantillons de terre sont mis dans des sacs en papier puis transportés au 

laboratoire et conservés à 4°C jusqu’à leur analyse (Figure 7). 

 

 
Figure 7: Vue générale de la zone de prélèvement – ville de Béchar (Dziri Magazine) 

  

3. Isolement des actinobactéries 

 

 Les échantillons ont été séchés dans des boites de Pétri stérile à température ambiante 

pendant 3 à 5 jours puis broyés dans un mortier pour éliminer les grumeaux de terre et 

faciliter l’isolement des actinomycètes.  

 

3.1. L’enrichissement des échantillons par le bicarbonate de calcium (CaCO3) 

 

 Nous avons utilisé la méthode décrite par El-Nakeeb et Lechevalier (1963). Elle 

consiste à peser 10 g de chaque échantillon de sol et les mélangés avec 1 g de CaCO3. Le tout 

est incubé pendant 7 à 9 jours à la température ambiante et dans une atmosphère saturée 

d’humidité. Ce prétraitement a pour effet la réduction de la flore fongique ainsi que la 

stimulation et l’augmentation du nombre d’actinomycètes. 
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3.2. Les milieux de cultures utilisés  

 

       Parmi les milieux de culture sélectifs des actinobactéries ; Deux milieux sont utilisés pour 

l’isolement, il s’agit de : 

 

 Milieu GLM (gélose à l’extrait de levure et l’extrait de malt) (Kitouni et al. 2005). 

 Milieu ISP2 (International Streptomyces Project) (Ara et al. 2012). 

 

La composition de chaque milieu de culture est donnée dans (l’annexe1.) 

 

3.3. Méthode d’isolement des actinomycètes 

 

        La méthode d’isolement utilisée est celle des suspension-dilutions (Rapilly, 1968). Cette 

technique consiste à prélever 1g de sol et les introduire dans 9 ml d’eau physiologique stérile. 

A partir de cette suspension, une série de dilution décimale (jusqu’à 10
-5

) est réalisée, où 1 ml 

de chaque suspension mère est ajouté à 9 ml d’eau distillée stérile. Deux méthodes 

d’ensemencement ont été effectuées ; 

- La première consiste à déposer 0,1 ml de chaque échantillon correspondant aux deux 

dernières dilutions (10
-4

 et 10
-5

) à la surface dans des boites de Pétri contenant le 

milieu d’isolement puis l’étaler à l’aide d’un étaloir stérile.  

- La deuxième méthode consiste à déposer tout d’abord 0,1 ml de chaque échantillon 

correspondant aux deux dernières dilutions (10
-4

 et 10
-5

) dans des boites de 

Pétri stériles ; ensuite couler le milieu ISP2 gélosé, maintenu en surfusion à 45°C. 

Afin d’homogénéiser le milieu, les boites sont agitées par un mouvement circulaire 

lent. 

Deux boites de Pétri par dilutions et par milieu de culture sont ensemencées et incubées à 

28°C durant 21 jours. Après croissance sur ces milieux de culture, les boites dont les colonies 

bactériennes sont bien distinctes et dont les caractères culturaux comme l’aspect, la taille et la 

couleur, correspondent aux caractéristiques des actinobactéries sont isolées en vue d’une 

purification. 

 

4. Purification des actinobactéries 

 

Après incubation, les actinobactéries ont été isolées selon leurs critères 

morphologiques et macroscopiques qui sont en général, la morphologie et la couleur des 

spores, le mycélium des substrats, la présence de pigments, l’aspect microscopique des 

colonies par observation microscopique. La réalisation de la purification sur les 

actinobactéries sélectionnées est réalisée par des repiquages successifs des colonies 

soupçonnées. Elle consiste à prélever délicatement à l’aide d’une anse stérile un frottis 

bactérien et l’ensemencer en stries sur milieu GLM ou ISP2.  
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5. Examen macroscopique et microscopique des actinomycètes 

 

 Afin de mettre en évidence l’aspect filamenteux caractéristique des actinomycètes, 

toutes les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques sont observées au 

microscope optique. L’observation microscopique au bleu de méthylène et par coloration 

différentielle (coloration de Gram) nous permet de distinguer le type de Gram et la 

morphologie des bactéries.  

 

6. Principe de coloration de Gram 

  

 Les colorations constituent un complément indispensable aux examens à l’état frais ; 

en effet, celles-ci permettent de mieux observer les détails morphologiques des cellules 

bactériennes et d’orienter le diagnostic. La coloration de Gram est une coloration ancienne, 

mais qui demeure fondamentale en bactériologie d’analyse. Elle est toujours réalisée en 

routine lors des premiers examens des produits pathologiques, des produits alimentaires et 

certaines solutions, Elle contribue aussi à l’appréciation de la pureté des souches bactériennes. 

 

6.1. Technique de coloration de Gram   

 

 A partir de chaque colonie répondant aux caractéristiques macroscopiques et 

microscopiques des actinobactéries, un frottis bactérien est préparé entre lame-lamelle afin 

d’effectuer la coloration de Gram. Le principe de cette coloration consiste à préparer un frottis 

d’une culture bactérienne pure sur une lame et le recouvrir de violet de gentiane, le laisser agir 

pendant 1minute puis rincer la lame à l’eau distillée. Le frottis est ensuite recouvert de Lugol 

et laisser agir pendant 1 minute puis rincer à l’eau distillée. Le frottis est décoloré à l’alcool 

pendant 30 secondes puis rincer à l’eau distillée. Il est ensuite recoloré avec un colorant 

basique, de la safranine ou la fuchsine puis laisser agir pendant 30 secondes. Le frottis est 

enfin rincé à l’eau distillée puis séché au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen. La lame est 

observée au microscope optique à l’objectif à immersion (Gx100).    

 

7. Conservation des souches d’actinobactéries 

 

 Seules les colonies à coloration Gram positif présentant les aspects caractéristiques des 

actinobactéries sont retenus et sont ensuite ensemencées dans des tubes à essai contenant le 

même milieu de culture incliné. Les tubes sont incubés pendant sept jours à 28°C puis placés 

à 4°C durant plusieurs semaines. 

 

8. Etude des caractères physiologiques des actinobactéries 

  

8.1. Hydrolyse de l’amidon 

 

        Ce test représente un des critères d’identification des espèces d’actinobactéries et permet 

de mettre en évidence la dégradation de ce polyholoside par certaines espèces bactériennes. 

Pour cela, une souche bactérienne est ensemencée en points ou en stries sur un milieu nutritif 
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gélosé contenant 1 % (P/V) d’amidon de pomme de terre ou de riz soluble. Après 14 jours 

d’incubation à 30°C, la culture est recouverte d’une solution de Lugol. L’hydrolyse de 

l’amidon est mise en évidence par l’absence de coloration (zone claire) autour des colonies. 

En revanche, la présence de zones bleue, témoigne l’absence d’une hydrolyse d’amidon 

(Geraldine et al.1981). 

 

8.2. Hydrolyse de la caséine 

 

 Ce test permet de caractériser les bactéries capables d’hydrolyser la caséine. La 

caséine est une protéine du lait, peut être hydrolysé par certaines espèces bactériennes. 

L'hydrolyse de la caséine est étudiée sur un milieu gélosé contenant 5% de lait écrémé. Les 

boites ensemencées sont observées après 14 jours d'incubation à 28ºC. La clarification de la 

gélose autour des colonies témoigne de l'hydrolyse de la caséine (Geraldine et al., 1981 ; 

Chaphalkar et Dey, 1996). 

 

8.3. Hydrolyse de la gélatine (recherche de la gélatinase) 

 

 Cette propriété est détectée en utilisant un milieu contenant de la gélatine. Plusieurs 

méthodes existent pour la recherche de la gélatinase, dont la méthode lente sur milieu gélose 

nutritif contenant 0,4 % (P/V) de gélatine. Le principe de ce test consiste à ensemencé  chaque 

isolat bactérien sur le milieu précédemment cité. Les boites sont incubées à 28± 2°C pendant 

7 à 14 jours. Les zones ou la gélatine n’est pas dégradé s’opacifient lorsqu’une solution de 

chlorure de mercurique est ajoutée (Geraldine et al., 1981). 

 

8.4. Pouvoir hémolytique 

 

 L’étude de l’activité hémolytique des actinobactéries est réalisée sur milieu gélose 

nutritive contenant du sang. Pour effectuer ce test, 200 ml de gélose nutritive stérile sont 

préparés puis maintenu en surfusion (à 45°C), ensuite une quantité de sang avoisinant 5% est 

introduite au milieu. Le milieu est ensuite coulé dans des boites de Pétri. Les boites sont 

agitées délicatement afin de ne pas éclater les cellules sanguines. Après homogénéisation et 

refroidissement du milieu, les actinobactéries sont ensemencées sous forme d’un trait au 

centre de chaque boite de Pétri. La lecture des résultats consiste à observer les zones claires au 

tour de la colonie d’actinobactérie, représentant la zone d’hémolyse. 

 

9. Utilisation des composés glucidiques comme seules sources de carbone 

 

 Les actinobactéries possèdent la capacité de dégrader différentes sources de carbone 

constituant ainsi un critère indispensable pour leurs identifications. Le test consiste à 

apprécier la croissance de l’actinobactérie en présence de composés glucidiques à raison de 

10g /l, comme seuls source de carbone, additionnés au milieu de culture (Shirling et Gottlieb 

1966). Les isolats d’actinobatéries sont ensemencés en stries à l’aide d’une anse stérile à la 

surface du milieu gélosé en boite de Pétri. Après incubation à 28°C, pendant 8 à 10 jours, le 



Chapitre II                                                                Matériels et méthodes 
 

 
23 

test est considéré comme positif lorsque la croissance est meilleure et nettement supérieure à 

celle du témoin sans sucre. Les composés glucidiques et dérivés testés sont les suivants : le  

lévulose, maltose,  D.fructose, D.glucose, Sucrose, D.galactose, Xylose.  

 

10. Croissance en présence d’inhibiteurs  

 

10.1. Croissance à différentes concentrations de Na Cl 

 

 La majorité des bactéries, à l’exception de celles qui vivent dans des biotopes salés se 

développent en présence de faibles concentrations en sel. En effet, ce test permet de savoir si 

les espèces d’actinobactéries isolées sont capables de croitre dans un milieu hypersalé. Les 

cultures bactériennes sous forme des spores âgées de 14 jours sont ensemencées dans le 

milieu ISP2 solide  contenant des concentrations croissantes en Na Cl (3, 5, 7, 9 et 10%) 

(P/V) Après incubation à 28± 2°C pendant 14 jours, la capacité à croître dans ces milieux est 

appréciée selon une échelle de croissance : (croissance faible, moyenne, bonne et très bonne).  

 

10.2. Croissance à différentes températures 

 

 Chaque bactérie a une température pour laquelle sa croissance est optimale, ainsi que 

des températures extrêmes au-dessous et au-dessus des quelles elle ne se développe pas. Ce 

test consiste donc à évaluer la croissance des souches d’actinobactéries à différentes 

températures sur le milieu ISP2 en boites de Pétri. Après ensemencement des cultures 

d’actinobactéries isolées et purifiées dans ce milieu. Les boites sont incubées aux 

températures de (5, 15, 20, 30 et 37 °C) pendant 7 jours. La croissance des actinobactéries est 

appréciée par une croissance sur milieu ensemencé. (Meklat, 2012). 

 

11. Test de sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme). 

 

 Les antibiotiques antibactériens sont des substances dont l’action anti-bactérienne 

s’exprime : 

- Soit en inhibant la multiplication des bactéries : c’est l’effet bactériostatique ou 

bactériostase. 

- Soit en les détruisant : c’est l’effet bactéricide ou bactéricidie. 

 

Nous avons expérimenté la méthode par diffusion sur gélose. Cette dernière permet d’étudier 

la sensibilité d’une espèce bactérienne vis-à-vis d’un ou plusieurs antibiotiques. 
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11. 1. Méthode par diffusion sur gélose 

 

11.1.1. Antibiogramme par la méthode des disques 

 

 Lorsqu’on dépose un antibiotique sur un milieu de culture gélosé en boîte de Pétri, 

celui-ci diffuser suivant un gradient de concentration. La bactérie ensemencée ne se 

développera pas pour les concentrations supérieures ou égales à la CMI. On observera alors 

une zone d’inhibition concentrique autour de l’antibiotique, dont le diamètre est lié à la plus 

ou moins grande sensibilité de cette souche bactérienne. Le principe de cette méthode consiste 

à inoculer le milieu gélose de Mueller-Hinton.  

Ce milieu solide est utilisé le plus souvent pour tester la sensibilité des germes aux 

antibiotiques. L'inoculum bactérien est préparé à partir d’une culture de 18 heures sur le 

milieu BHIB (Brain Heart Infusion Broth) 

Les densités optiques sont ajustées à l’aide d’un densitomètre fixé à la longueur d’onde de 

620 nm de manière à obtenir une absorbance entre 0.08 à 0.1 correspondant à une charge 

cellulaire de 10
8
 cellules/ ml ou UFC/ml. L’espèce bactérienne est ensemencée par strie sur 

toute la surface du milieu.  

 Les disques d’antibiotiques à tester sont déposés aseptiquement à environ 10 mm de la 

périphérie de la boite, à l’aide d’une pince stérilisée par flambage, en appuyant légèrement 

pour assurer le contact avec le milieu. Les boites sont placées dans un réfrigérateur à 6 ± 1°C 

pendant 2 h puis mises à incuber à 28 ± 2°C. Le diamètre de la zone d’inhibition est mesuré 

après 72 h d'incubation (Chun et al., 1998; Monciardini et al., 2003). Le Tableau 3 présente 

la liste des antibiotiques testés.  

 

 Le test d’antibiogramme permet de classer les bactéries en trois catégories, selon le 

diamètre de la zone d’inhibition, une souche résistante, sensible et intermédiaire. 

 

          Tableau 3 : Différents antibiotiques utilisés dans le test d’antibiogramme 

 

Antibiotiques Charge (µg /disque) 

Ciprofloxacine 5 

Pénicilline 10 

Gentamicine 10 

Cefazoline 3O 

 Ampicilline  10 

Oxacilline 1 

Erythromycine  15  

Trimethnomycin 15 

colistine sulfate 10 

Tirmethoprin 25 
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12. Essai d’antagonisme  

 

 L’un des critères de sélection des actinobactéries destinés à leur utilisation comme 

agents de lutte biologique vis-à-vis des agents phytopathogènes est leur capacité à synthétisé 

des substances antimicrobiennes. Parmi les modes d’action étudiés chez ce groupe de 

bactérie, nous citons à titre d’exemple, l’antibiose, le parasitisme, la compétition pour des 

sources nutritives ou l’espace. Afin de mettre en évidence l’action antagoniste des 

actinobactéries isolées vis-à-vis de Verticillium dahliae, nous avons testé les deux méthodes 

présentées ci-dessous :     

 

12.1. Méthode de confrontation directe en boîte de Pétri 

     

 Le principe de la technique de confrontation directe consiste a prélevé un disque d’une 

culture de champignon (Verticillium dahliae) de 08 mm de diamètre puis le déposé à l'aide 

d'un emporte-pièce stérile sur une boîte de Petri contenant le milieu PDA à une distance 

d’environ 02 cm de la pastille du Verticillium dahliae, une souche d’actinomycète est 

ensemencée en trait.  

 Le témoin consiste en une boîte contenant uniquement une pastille du champignon de 

08 mm de diamètre (Dennis et Webster, 1971; Inam-ul-Haq et al., 2003). L'incubation des 

boîtes est faite à 28°C pendant 10 jours. La lecture des résultats consiste à mesurer la distance 

parcourue par le champignon en direction de l'antagoniste bactérien. Nous évaluons ensuite le 

pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de V. dahliae selon la formule suivante 

(Wang et al., 2002) :   

 

           (%) inhibition = (R témoin –R test)/ R témoin x100 

 R témoin : distance radiale maximale de croissance du champignon. 

  R test : distance radiale sur une ligne en direction de l'antagoniste. 

  Il est à noter qu’à partir de 20%, on peut parler d’inhibition. 

 

 

  

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Méthode de confrontation directe en boîte de Pétri entre la souche d’actinomycète et                                                                                            

l’agent l’agphytopathogène. 

 

Pastille de l’agent        
pathogène (V dahliae) 

Actinobactéries 

Ensemencée en trait 

Milieu de culture 
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12.2.Action du filtrat sur la croissance mycélienne de l’agent phytopathogène 

 

12.2.1. Préparation des filtrats de culture 

  

 Le but de ce test est de sélectionner les souches dont les métabolites sécrétés sont les 

moins favorables à la croissance mycélienne de Verticillium dahliae. Cette méthode consiste à 

ensemencer les souches d'actinomycètes pré - sélectionnées suite à la première méthode dans 

des tubes contenant le milieu ISP2 liquide. Les tubes sont incubés à 30°C. Après 8 jours 

d'incubation, les cultures bactériennes sont centrifugées pendant 10 min à 4000 t/min. Le 

surnagent est récupéré à l'aide d’une seringue stérile puis filtré par passage sur une membrane 

millipore stérile de 0,20 µm de diamètre. Le filtrat ainsi obtenu est testé vis-à-vis de 

Verticillium dahliae. 

 Pour cette étude, nous avons incorporé (v/v) le filtrat de culture au milieu PDA à 

double concentration de gélose dans des boites de Pétri. Les boites sont agitées délicatement 

afin d’homogénéiser le milieu. Après homogénéisation, des pastilles de 08 mm de diamètre 

sont prélevées à la périphérie d'une culture fongique de V. dahliae, âgée de 7 jours, puis 

déposées au centre des boîtes de Pétri. La croissance mycélienne de l’agent pathogène est 

évaluée par la mesure du diamètre moyen des colonies après 5 à 8 jours d'incubation à 28°C 

(Sedra et Maslouhy, 1995).  
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I. Caractéristiques morphologiques et culturales de l’isolat de Verticillium dahliae 

1. Etude macroscopique de Verticillium dahliae 

 

     L’étude morphologique de la souche de V. dahliae a porté sur les caractères 

morphologiques et culturaux. La colonie de V. dahliae en culture sur milieu PDA a un aspect 

cotonneux, de couleur plus ou moins blanchâtre passant après 5 à 6 jours de culture à une 

couleur noirâtre due à la production en abondance de micro-sclérotes (amas de cellules), 

appelés organes de résistance du champignon. A travers cette étude trois morphotypes se sont 

distingués : 

              

                      Figure 9 : Aspect macroscopique des thalles de Verticillium dahliae 

A : Morphotype présentant un thalle cotonneux blanchâtre. 

B : Morphotype intermédiaire. 

C : Morphotype de couleur noirâtre dû à la présence des microsclérotes. 

2. Etude microscopique de Verticillium dahliae 

 

    Les observations microscopiques montrent la présence d’hyphes mycéliens ramifiées et des 

conidiophores portant des phialides verticillées, à leur extrémité desquelles se distinguent des 

conidies plus ou moins arrondies (Figure 10). Des amas de micro-sclérotes sont observés. 

L’identification de l’espèce est réalisée selon les critères décrits par de nombreux auteurs 

(Jabnoun-Khiearddine et al., 2010 ; Lola et al., 2011 ; Kumar et al., 2012). 

                               

        Figure 10 : Aspect microscopique de V.dahliae, après coloration au bleu de méthylène (Gx100)  

 

 

A C B 
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3. Caractéristiques physico-chimiques des échantillons de sol 

 Selon la littérature, l’ensemble des échantillons analysés représente des écosystèmes 

pauvres en débris végétaux et en matières organiques. Ils se caractérisent par des pH neutres 

ou légèrement alcalin. 

4. Isolement des actinomycètes   

 Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses à coloration Gram-positif. Elles 

constituent l’un des groupes bactériens les plus versatiles et les plus importants de point de 

vue écologique et biotechnologique. Ces microorganismes ont une grande capacité à produire 

de nombreux métabolites secondaires ayant des structures chimiques et des activités 

biologiques très diverses tels que des antibiotiques, des antifongiques, des enzymes etc… 

(Loqman, 2009). Depuis la découverte de ces bactéries, des travaux de recherche se sont 

intensifiés à ce sujet. Au bout de 7 jours d’incubation à 28°C, les colonies d’actinomycètes 

ont été reconnues par leur aspect morphologique caractéristique. Ces actinomycètes se 

développent lentement sur les deux milieux d’isolements utilisés (GLM, ISP2). Elles 

apparaissent sous forme de colonies dures incrustés, sèches, rugueuses, colorées ou non, 

adhèrent à la gélose et présentent un mycélium végétatif et aérien, certaines montrent 

seulement un mycélium du substrat. Au total, 06 isolats d’actinobactéries ont été obtenus à 

partir des sols arides des trois régions d’étude. Les résultats de l’isolement des actinomycètes 

sont illustrés dans le tableau 4 et la figure 11. D’après les résultats, nous constatons que le 

milieu ISP2 s’est révélé le plus favorable à l’isolement des actinobactéries à partir des 

échantillons de sols. De même, les résultats indiquent que le nombre des colonies 

d’actinobactéries était très faiblement présent dans l’ensemble des échantillons alors qu’il 

était nul dans d’autres. Il ressort de cette étude que le sol de Naama représente un écosystème 

plus ou moins favorable au développement des actinomycètes. Ce résultat peut être expliqué 

par les caractères physico-chimiques de l’échantillon. Il est à signalé que de nombreux 

travaux s’intéressaient à l’isolement et à la caractérisation de nouvelles souches de 

Streptomyces produisant de nouveaux antibiotiques ou bien de nouvelles molécules bioactives 

(Bouras et al., 2013). 

                                   

Figure 11: Isolements des actinomycètes à partir du sol sur milieu ISP2 (dilution 10
-4

) 

 Colonies d’actinomycètes 
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Tableau 4: Résultats de l’isolement des actinobactéries à partir des différents échantillons de sol sur 

les deux milieux de culture. 

Milieux de culture sols de Bechar  sols de Béni Abbés  Sols de Naama  

 Ech1 Ech2 Ech1 Ech2 Ech1 Ech2 

GLM 0 0 0 0 1 0 

ISP2 1 0 0 1 2 1 

 

 D'après certains auteurs, la technique universelle d'isolement des actinobactéries n'existe 

pas. De ce fait, il est recommandé de varier les méthodes et les milieux d'isolement  

 Discussion 

        Dans un objectif de réussir à un isolement important de la flore d’actinomycétale 

(Boudemagh, 2007). Plusieurs techniques de prétraitement des échantillons du sol ont été 

appliquées. Ils ont tous comme objectifs à faciliter l’isolement sélectif des actinomycètes qui 

se caractérisent par une croissance assez lente par rapport aux bactéries et aux champignons. 

Le problème délicat lors de l’isolement des actinomycètes reste le développement des 

bactéries à coloration de Gram positive dont la croissance est envahissante, comme les 

bactéries du genre Bacillus qui forment des plages rendant toute observation et purification 

difficile, voire même impossible. La raison pour laquelle nous avons utilisé deux 

prétraitements, l’un est physique, le séchage et l’autre, chimique, il s’agit de l’enrichissement 

de l’échantillon par le bicarbonate de calcium (CaCO3). Le séchage des échantillons du sol à 

l’air libre pendant sept jours a pour but la réduction de la flore bactérienne contaminant. 

D’ailleurs, les travaux de Fan et al., (2010) indiquent qu’un séchage des échantillons du sol 

pendant 7 à 21 jours réduise considérablement le nombre de microorganismes indésirables 

(champignons et bactéries). L’autre technique est chimique, il s’agit de l’enrichissement de 

l’échantillon par le bicarbonate de calcium (CaCO3). Selon Sudhanshu (2011), l’utilisation 

de bicarbonate de calcium comme prétraitement des échantillons facilite l’isolement des 

actinomycètes à partir de leur habitat et augmente les chances d’obtention de différentes 

espèces. Ce prétraitement réduit surtout les bactéries à coloration Gram négative.  

 Parmi les facteurs écologiques les plus importants qui influent la diversité des 

actinobactéries dans le sol: le pH, la matière organique et le taux d’humidité. D’autres 

facteurs sont aussi important comme la température du sol, la nature du sol, la végétation et 

l’emplacement géographique (Adegboye et al., 2012). Les conditions abiotiques contribuent 

elles aussi à l’obtention de ce groupe de bactérie; la température adéquate pour les 

actinobactéries est de 28 à 30°C. Ce paramètre permet une meilleure croissance des 

actinobactéries. La durée d'incubation est également importante car la synthèse des 

métabolites secondaires par les actinobactéries suit la phase de croissance active qui dure 7 

jours. De ce fait, il est recommandé de prolonger le temps d'incubation jusqu’à 21 jours pour 

que les micro-organismes puissent synthétiser les métabolites secondaires. 
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5. Identification de souches d’actinomycètes 

 L’identification morphologique, physiologique et biochimique permet d’orienter notre 

caractérisation et de connaitre l’identité des isolats.  

5.1 Caractères culturaux  

 Après ensemencement sur milieu ISP2, les colonies d’actinomycètes apparaissent au 

bout de 3 à 5 jours d’incubation à 28°C, les premiers signes de croissance consistent en 

l’apparition de colonies pâteuses. Après, deux semaines d’incubation, les isolats donnent des 

colonies de tailles et de formes variables, poudreuses ou granuleuses de différentes couleurs 

de mycélium aérien (blanc, orange, beige, jaune, noir). L’observation de l’envers de la 

colonie, permet de déterminer la couleur du mycélium du substrat qui peut être beige, orangé, 

jaune, marron ou brun. Les colonies sont rondes à contours irréguliers, opaques, d’aspect 

corné et de surface poudreuse. Le mycélium aérien a pris progressivement une couleur beige 

foncé à marron claire. Ce changement correspond à la formation des spores sur les extrémités 

des hyphes aériens. Les colonies adhèrent fermement au milieu de culture où elles forment 

une légère dépression et sont difficiles à mettre en suspension. La figure 12 illustre les 

caractères culturaux des actinomycètes.                  

                    
                          Figure 12 : Caractères culturaux des actinomycètes. 

5.2. Caractères morphologique 

 Les observations microscopiques des mycéliums aériens des isolats mettent en 

évidence des hyphes fins, ramifiés, non septés. L’examen microscopique après coloration 

Gram montre que tous les isolats sont Gram positifs. Les spores portées à l’extrémité des 

hyphes sont droites et ne présentent aucune mobilité. Le mycélium végétatif est long, 

arborescent, non fragmenté et ne portant pas de spores. Le tableau 5 et la figure 13 illustrent 

les caractères morphologiques des actinomycètes.  
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Chapitre III                                                            Résultats et discussion 

 
31 

Tableau 5 : Caractères morphologiques des actinomycètes. 

isolats Macro morphologies Micro 

morphologies 

Diamètre des 

colonies (mm) 

A1 Colonies blanchâtre à contour irrégulier sous 

forme de chou-fleur 

Cocci en 

chaînette 

2 à 7 

  B2 Blanc cassé. Colonies de grande taille avec 

un contour arrondi. 

 

Bacilles en 

chaînette 

2 à 4 

 

C1 Blanc cassé, gris, jaune Orangé. colonies 

grises foncées, adhérent entre elles, poudreuses 

 

Bacilles en 

chaînette 

 

 1 à 3 

C2 Colonies grise, blanc cassé, gris. adhérent entre 

elles. 

 

Bacilles en 

chaînette 

2 à 4 

 

                

               

 

 

Figure 13: Caractères morphologiques et microscopiques des quatre isolats d’actinomycètes. 

5. Conservation des isolats  

 Les isolats obtenus sont conservés soit à 4 °C sur des géloses inclinées avec un 

repiquage tous les deux mois (Hilali et al., 2002) soit à -20°C en suspension en présence de 

glycérol à 20% (v/v) (Kitouni, 2007). La Figure 14 montre la conservation des isolats 

d’actinobactéries dans les tubes contenant le milieu ISP2 gélosé incliné après 14 jours 

d’incubation. 

B2 C1 C2 A1



Chapitre III                                                            Résultats et discussion 

 
32 

 

Figure 14 : Conservation des isolats d’actinobactéries dans des tubes contenant le milieu ISP2. 

7. Résultats de l’étude physiologique et biochimiques de isolas 

7.1. Hydrolyse de l’amidon 

 L’α-amylase comme toutes enzymes, est une macromolécule qui fait partie de la classe 

des protéines globulaires, dont le rôle biologique est de catalyser l’hydrolyse de l’amidon. 

L’α-amylase et les protéases sont les plus utilisés en bio-industrie (Scriban, 1993).  Après 

incubation à 30°C pendant 7 jours, les cultures sont recouvertes avec 5 à 10 ml de solution de 

lugol. Nous observons des zones de lyse de différente dimension. Les zones claires sont les 

témoins de la dégradation de l’amidon. Nos résultats montrent que les quatre isolats 

d’actinobactéries hydrolysent l’amidon en glucose (Figure 15).  

                           

                    Figure 15 : Résultats de la dégradation de l’amidon.         

7.2. Hydrolyse de la caséine 

 La caséine est une protéine du lait, peut-être hydrolysée par certaines espèces 

bactériennes. La présence d’halo d’éclaircissement autour de la culture signifie que les 

résultats sont positifs. Les résultats présentés par la Figure 16 montrent que tous les isolats 

testés hydrolysent la caséine et possèdent donc une caséinase.  

A1 

B2 

C1 

C2 
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Figure 16 : Résultats de l’hydrolyse de la caséine pour les quatre isolats bactériens 

7.3. Hydrolyse de la gélatine 

 Ce test constitue une technique simple utile dans l’identification des actinomycètes. Il 

peut être réalisé soit sur gélatine solidifiée en culot en tube à essai est ensemencée par piqûre 

centrale, soit en boite de Pétri. Les résultats illustrés par la Figure 17 montrent des zones 

claires autour des cultures bactériennes permettant de conclure que le germe est gélatinase +. 

Ce résultat positif a été enregistré chez l’ensemble des isolats testés. Notons aussi que les 

diamètres des zones varient selon l’espèce bactérienne, et que l’isolat A1 présente une 

importante activité. 

                                               

Figure 17 : Résultats de l’hydrolyse de la gélatine. 

7.4. Pouvoir hémolytique 

  Ce test sert aussi à l’identification des actinomycètes. Après incubation à 30°C 

pendant 24 à 48 h, nous avons constaté une absence de zone claire autour des colonies chez 

l’ensemble isolats testés, cela signifie que ces germes ne présentent aucun pouvoir 

hémolytique (Figure 18). 

A1 B2 C1 C2 

C1 C2 B2 A1 
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Figure 18 : Résultats du test de pouvoir hémolytique des isolats. 

7.5. Résultats du métabolisme glucidique (source de carbone) 

 L’étude de l’assimilation des hydrates de carbone par les actinobactéries est 

fondamentale dans l’identification des bactéries (Bouras et al., 2013 ; Suneetha et al., 2011; 

Dehnad et al., 2010). Or, la plupart des études taxonomiques ou de criblage d’actinomycètes 

performants utilisent ce test pour connaitre le métabolisme glucidique des isolats afin de les 

caractériser pour des études ultérieures. Les résultats de ce test illustrés par la Figure 19 ont 

permis de constater que les isolats d’actinomycètes cultivés se développent sur les différentes 

sources de carbones étudiés. Il est à noter que les résultats de l’assimilation des sucres par les 

deux isolats d’actinomycète sont représentés en annexe 2.  

                        

                    Figure 19: Résultats de l’assimilation des sucres par les actinobactéries 

7.6. Résultats de la tolérance au chlorure de sodium (Na Cl) 

 La majorité des bactéries, à l’exception de celles qui vivent dans des biotopes salés se 

développent en présence de faibles concentrations en sel. Les résultats de la croissance des 

isolats d’actinomycètes en présence de Na Cl montrent que les quatre isolats tolèrent les 

différentes concentrations testées jusqu’à 10 % de Na Cl. Cette croissance est exprimée par un 

développement au sein du  milieu ensemencé. Cependant, seulement l’isolat A1 qui semble 

croitre très faiblement aux deux concentrations extrêmes 3 et 10 %. En revanche, l’optimum 

de croissance des isolats est enregistré à la concentration de 7%. Le tableau 6 et la Figure 20 

illustrent les résultats de la tolérance des isolats aux différentes concentrations de Na Cl. Les 

résultats sont représentés en annexe 3. 

     

A1 B2 C1 C2 
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Tableau 6 : Résultats de la tolérance aux différentes concentrations de Na Cl %. 

 

(+) : bonne croissance   ; (-/+) : croissance moyenne   

 

 

                Bonne croissance                     Croissance moyenne             Croissance faible  

      Figure 20 : Croissance des isolats d’actinomycètes à différentes concentrations de Na Cl. 

7.7. Résultats de la croissance des isolats à différentes températures 

  En général, les actinomycètes sont des bactéries mésophiles, se développent dans une 

gamme de température allant de 15 à 37°C, avec un optimum de 28°C. Cependant, un grand 

nombre d’entre elles tolèrent des variations de températures. Le tableau 7 et la Figure 21 

présentent les résultats de la croissance des isolats d’actinobactéries à différentes températures 

expérimentées. A travers ces résultats, nous constatons que la température de croissance des 

quatre isolats se situe entre 15 et 30°C, avec un optimum d’environ 28 °C. Ces résultats sont 

en accord avec ceux obtenus par (Kroppenstedt et Evtushenko ,2006). Par ailleurs d’autres 

études ont signalé que certaines espèces d’actinobactéries ont la capacité de croître même à 

une température supérieure à 40 °C (Petrosyan et al., 2003). De même, ces isolats sont 

inhibés à 5°C. En revanche, une faible croissance des isolats a été observée à la température 

de 37°C.           

                              

Figure 21 : Résultats de la croissance des actinobactéries à différentes températures.  

 

 

Croissance à différentes concentrations de Na Cl (%) 

3 5 7 9 10 

A1 - /+ + + + -/+ 

B2 + + + + + 

C1 + + + + + 

C2 + + + + + 

5°C 15°C 20°C 30°C 37°C 
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Tableau 7 : Résultats de la tolérance des isolats à différentes températures 

 

(-) : absence de croissance ; (+) : bonne croissance ; (-/+) : faible (légère) croissance 

 

7.8. Résultat du test de sensibilité aux antibiotiques 

 Les antibiotiques antibactériens sont des substances dont l’action antibactérienne 

s’exprime : soit en inhibant la multiplication des bactéries, c’est l’effet bactériostatique ou 

bactériostase, soit en les détruisant, c’est l’effet bactéricide ou bactéricidie. La sensibilité et la 

résistance des isolats ont été évaluées selon les critères suivants :  

Diamètre de la zone d’inhibition ≥ à 15 mm = isolat sensible ; diamètre ≤ à 14 mm = isolat 

intermédiaire ; absence de zone d’inhibition= isolat résistant. 

 D’après les résultats, les zones d’inhibition autour des disques d’antibiotiques 

apparaissent claires avec des bordures distinctes. L’analyse des résultats obtenus du test de la 

sensibilité aux antibiotiques a montré que les quatre isolats d’actinomycètes se sont révélés 

résistants à la majorité des antibiotiques étudiés.  Ces mêmes isolats se sont montrés sensibles 

à Ciprofloxacine (CIP) et Cefazoline avec des diamètres de zones d’inhibition allant de 28 à 

50 mm. En présence de l’érythromycine, les isolats A1 et C1 se sont révélés sensibles avec 

des diamètres de zones d’inhibition de 23 et 25 mm respectivement. En revanche, les deux 

autres isolats B2 et C2 se sont montrés résistants au même antibiotique précité. Il est à noter 

que les quatre isolats d’actinomycètes présentaient une sensibilité élevée en présence de la 

ciprofloxacine dont le diamètre des zones d’inhibition se situe entre 35 et 40 mm, Les 

résultats du test de la sensibilité aux antibiotiques sont illustrés par la figure 22 et décrits par 

le tableau 8. 

 

 

 

 

 

Actinobactéries Croissance à différentes températures (°C) 

5 15 20 30 37 

A1 - + + + -/+ 

B2 - -/+ + + -/+ 

C1 - -/+ + + -/+ 

C2 - + + + -/+ 
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Tableau 8 : Sensibilité des isolats d'actinobactéries aux différents antibiotiques testés. 

 

 

Antibiotiques 

Diamètres des zones d'inhibition (mm) 

A1 
 

B2 

 

C1 

 

C2 

Tirmethoprin R R R R 

colistine sulfate R 13 R  R  

Erythromycine  23 (S)  R 25 (S) R 

Oxacilline R R R R 

Ampicilline R R R R 

Trimethnomycin R R R   R 

Pénicilline (P) R 25 R R 

Ciprofloxacine  50 (S) 35 (S) 40 (S) 45 (S) 

Gentamicine R R R R 

Cefazoline  35 (S) 28 (S) 35 (S) 45 (S) 

R: Isolat résistant; S: Isolat sensible 
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                             Figure 22 : Résultats de l’antibiogramme sur le milieu Muller Hinton 

 

 

        
 

            

               

             

A1 A1’ 

B2 B2’ 

C1 C1’ 

C2 C2’ 
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Les tests biochimiques et physiologiques effectués au cours de cette étude sont utiles 

et nous fournissent des éléments essentiels pour l’identification des actinomycètes. Les 

caractéristiques morphologiques et biochimiques précités des isolats étudiés, le profil de 

dégradation de certains carbohydrates et l’antibiogramme laissent supposer que les quatre 

isolats peuvent appartenir au genre Streptomyces. Le tableau 9 résume les résultats de ces 

tests.  

     Tableau 9 : Caractéristiques physiologiques et biochimiques des isolats bactériens. 

Caractéristiques A1 B2 C1 C2 

Source de carbone 

Glucose 

Fructose 

Xylose 

Lévulose 

Sucrose 

maltose 

galactose 

 

 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

 

  

Hydrolyse de la caséine + + + + 

Hydrolyse de l’amidon + + + + 

Hydrolyse de la gélatine + + + + 

Pouvoir hémolytique - - - - 

Croissance en présence du Na Cl 

0 % 

3 % 

5 % 

7 % 

9 % 

10 % 

 

 

- /+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

 

-/+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

Croissance à différentes températures  

5°C 

15°C 

20°C 

30°C 

37°C 

 

  - 

  + 

  + 

  + 

 - /+ 

 

    - 

   - /+ 

    + 

    + 

   - /+ 

 

     - 

    - /+ 

      + 

      + 

     - /+ 

 

  - 

  + 

  + 

  + 

- /+ 
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 Discussion  

 L’étude des caractères morphologiques, macroscopiques et microscopiques des isolats 

d’actinomycètes est largement utilisée pour caractériser les genres des actinomycètes. La 

plupart des isolats développent des colonies après 48 à 72 h d’incubation. D’après les tests 

morphologiques, physiologiques et biochimiques réalisés, les quatre isolats obtenus à partir 

des échantillons de sol se rapprochent au genre Streptomyces. 

8. Résultats de l’action antagoniste des isolats d’actinomycètes  

8.1. Résultats des essais de confrontation directe 

 Les tests de confrontation directe entre les deux protagonistes (actinomycètes / 

champignon) et aussi l’incorporation des filtrats de culture des souches d’actinomycètes 

représentent des critères de sélection des isolats bactériens performants.  

 La confrontation directe des 04 isolats d’actinomycètes avec le V. dahliae sur le milieu 

de culture PDA, nous a permis de mettre en évidence l’aptitude de ces isolats à inhiber la 

croissance mycélienne du pathogène (Figure 23). L’action antagoniste se traduit par une faible 

croissance mycélienne de l’agent pathogène durant les 03 premiers jours d’incubation, suivi 

d’un arrêt du thalle de V. dahliae du côté de la confrontation par rapport au témoin. Le 

pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de V. dahliae, varie d’une souche 

d’actinomycète à une autre. Les souches (B2 et C2), représentent respectivement les 

pourcentages les plus élevés, 68 % et 72 %. Les deux autres isolats présentent des 

pourcentages d’inhibition légèrement moyens (Figure 24).                                                                                                                                                     

 La colonie de V. dahliae correspondant au témoin a atteint environ 45 mm de diamètre 

après une semaine d’incubation, alors qu’en présence des quatre isolats d’actinomycètes 

précédemment citées, le diamètre de V. dahliae ne dépassait pas 16 mm. En tenant compte des 

résultats de ce test, les quatre bactéries ont été retenues pour le test des filtrats de culture. 
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Figure 23: Résultats des essais de confrontation directe 

 

Figure 24 : Diagramme représentant les pourcentages moyens d’inhibition de la croissance de 

  V. dahliae par la technique de confrontation directe. 
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8.2. Résultats des essais de filtrats de culture d’actinomycètes sur la croissance de V. 

dahliae 

 

 Les résultats de l’action des filtrats de culture des actinobactéries sur la croissance 

mycélienne de V. dahliae sont illustrés par la Figure 25, Ces résultats ont montré que les 

filtrats de culture se sont révélés très actifs vis-à-vis de V. dahliae par rapport au témoin. En 

présence des filtrats des isolats B2 et C2, nous avons constaté un arrêt de croissance 

mycélienne de V. dahliae après 3 à 4 jours de culture. 

 L’action des filtrats de culture pourrait être liée à la nature et à la quantité des 

substances actives et surtout au principe actif, secrétées par les isolats d’actinomycète. Selon 

certains auteurs, la composition en nutriments a un effet sur la production d’antibiotiques par 

les actinobactéries (Sivasithamparam et Parker, 1980 ; Whipps., 1987). 

 

       
                         

    

 Discussion  

    D’ailleurs, l’activité antifongique est assez répandue chez les actinobactéries, elle a été 

déjà montré vis-à-vis de Verticillium dahliae (Harir et al., 2018). La variation des 

résultats peut être expliquer en partie par le fait qu’une espèce d’actinomycétale peut 

produire plusieurs types de molécules antibactériennes dont la nature dépend de la 

composition et la concentration des composants du milieu de culture (Boughachiche et 

al., 2005). Il est à signaler également que certains champignons possèdent la capacité de 

synthétiser des enzymes, qui inactivent l’antibiotique de l’actinobactérie en modifiant sa 

structure chimique (Asselineau et Zalta, 1973). 

 

T T B2 C2 

Figure 25 : Résultats des essais d’incorporation des filtrats de cultures d’actinobactéries. 
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Conclusion 

 Les actinomycètes sont d’importants producteurs d’antibiotiques (70 % par le genre 

Streptomyces) et autres métabolites secondaires. Les deux tiers des quelques six mille 

antibiotiques isolés sont produits par les actinomycètes. L’objectif de cette contribution a été 

la sélection d’isolats d’actinomycètes ayant des propriétés antagonistes vis-à-vis de 

Verticillium dahliae, agent de la verticilliose de l’olivier. Nous avons procédé à l’isolement, 

l’identification et l’évaluation de l’activité biologique de quelques isolats vis-à-vis de V. 

dahliae. 

          L’étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques des 

isolats d’actinomycètes est largement utilisée pour caractériser les genres des actinomycètes. 

La plupart des isolats développent des colonies caractéristiques après 3 à 4 jours d’incubation. 

Selon Shirling et Gottlieb (1976), l’identification des actinomycètes repose en grande partie 

sur les caractéristiques morphologiques qui sont considérés comme des caractères stables. 

Après deux semaines d’incubation, le mycélium aérien présente une gamme de couleur assez 

variée. Ce caractère représente une des clefs de détermination du genre de Streptomyces. Ce 

dernier est considéré comme un des genres les plus dominants des actinomycétales (Williams 

et Wallington, 1983). En effet, Lechevalier et Lechevalier (1967) ont montré que la 

fréquence de Streptomyces dans le sol est significativement importante par rapport à d’autres 

genres. D’autres auteurs ont identifié des genres d’actinomycètes par observation des chaînes 

de spores au microscope optique.  

 Généralement, tous les isolats développent un aspect poudreux ou granuleux 

correspondant au mycélium aérien. L’ensemble des isolats obtenus sont capables de 

métaboliser l’amidon et la caséine, pour assurer la source de carbone et d’azote, dégradent 

aussi la gélatine. Les quatre isolats d’actinomycètes se développent à des températures 

comprises entre 20 et 30°C et tolèrent les différentes concentrations en sel testées. La majorité 

des isolats se sont révélées insensibles aux antibiotiques testés. Les résultats des caractères 

morphologiques, physiologiques et biochimiques des actinomycètes étudiés montrent que ces 

bactéries présentent des caractères communs ; ces résultats laissent penser que ces 

actinomycètes se rapprochent du genre Streptomyces.   

 Les résultats des essais de confrontation et d’incorporation des filtrats de culture ont 

montré que les isolats testés présentent une activité antagoniste non négligeable vis-à-vis de 

V. dahliae.  

 Au terne de ce travail, il est souhaitable de continuer sur cet axe de recherche, relatif 

aux microorganismes bénéfiques du sol, qui mérite d’être élargi et étalé sur un 

échantillonnage très varié. Il est donc important d’isoler et de sélectionner une gamme 

importante d’actinomycètes à partir des écosystèmes originaux, complexes et hostiles ayant 

des propriétés antagonistes intéressantes pour mieux les utiliser comme biopesticides dans le 

domaine agricole. 
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Annexe 01 

 

Le milieu GLM : Extrait de levure 3g, extrait de malt 3g, Peptone 5g, Glucose 10g, Agar 15g, 

Eau distillée 1000ml, pH=7,3. 

 

Le milieu ISP2 : ISP 2 Extrait de levure 4 g, Extrait de malt 10 g, Glucose 4 g, Agar 20 g, Eau 

distillée 1000 ml, ampicilline 2ml, Fungisone 1ml, pH = 7,3. 

 

Milieu gélose nutritive (GN) 

Peptone : 5g ; Extrait de levure : 2g ; Extrait de viande : 1g ; NaCl : 5g ; Agar : 15g ; Eau 

Distillée 1000ml ; .pH 7,5. 

 

Mueller Hinton 

Infusion de viande de bœuf 2 g ; Amidon 15 g ; Hydrolysat de caséine 17,5g ; Agar 17 g ; Eau 

distillée 1000 ml ; pH 7,3. 

 

Dégradation de l’amidon (Marchal et Bourdon, 1987) 10 g d’amidon dans 100 ml de gélose 

nutritive. Une solution de Lugol permet de mettre en évidence la dégradation de l’amidon. 

 

Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1987) 4 g de gélatine dans 100 ml de gélose 

nutritive. 

 

Dégradation de la caséine du lait (Gordon et al., 1974) 10 g de lait en poudre écrémé sont 

dissous dans 100 ml d’eau distillée (pH 7,5), puis stérilisés à l’autoclave. 100 ml d’eau distillée 

(pH 7,5) contenant 3,6 g d’agar sont parallèlement autoclavés. Ces deux solutions sont mélangées 

aseptiquement puis coulées en boîtes de Pétri stériles. L’apparition d’une auréole claire autour des 

colonies indique la dégradation de la caséine. 

 

 Milieu PDA 

Infusât de pomme de terre 200 ml, Dextrose 20 g Eau distillée1000 ml Agar20 g pH 5,4. 
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 Annexe 02 

     Echantillon 01 

                                

                          

       

      Echantillon 02 

                                     

             

1 : milieu de culture+ sucrose. 2: milieu de culture+ xylose.  3: milieu de culture+ lévulose. 4 : 

milieu de culture+ galactose. 5: milieu de culture + fructose. 6 : milieu de culture+ maltose, 7 : 

milieu de culture+ glucose. 

 

                                       Figure : Résultats de l’assimilation des sucres 
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Annexe 03 

 

     

                                            

                                               

                                                

                                                               

 

Figure: Croissance des isolats d’actinobactéries vis-à-vis de déférentes concentration de Na Cl. 
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Résumé 

 L’agent pathogène V. dahliae peut causer d’importantes pertes en culture de l’olivier. Le 

rendement peut être significativement diminué suite au phénomène de la verticilliose. Par ailleurs, 

l’utilisation systématique des fongicides a conduit à l’apparition de souches résistantes et à un 

déséquilibre biologique et environnemental. C’est pourquoi il devient important de rechercher des 

méthodes de lutte alternatives à l’usage des produits phytosanitaires. Ces dernières décennies, une 

alternative s’est imposée par le recours à l’exploitation des potentialités bénéfiques des 

microorganismes antagonistes. Dans cette optique, nous avons isolé quatre souches d’actinomycètes à 

partir de différents échantillons de sol de la région de Béchar. Après purification et identification, 

l’étude des caractères morphologiques, physiologiques et biochimiques des isolats a permis de 

confirmer la ressemblance de ces caractères pour l’ensemble des isolats étudiés.  Ces caractères 

laissent supposer que les isolats bactériens appartiennent au genre Streptomyces. Sur les quatre isolats 

d’actinomycètes, deux isolats ont montré une action inhibitrice non négligeable sur la croissance 

mycélienne de l’agent pathogène, notamment les isolats B2 et C2. 

Mots clés : Sol arides et semi arides ; Actinomycètes, Streptomyces , olivier,  verticilliose,  V. dahliae, 

antagonisme, lutte biologique. 

Abstract 

The pathogen V. dahliae can cause significant losses in olive cultivation. The yield can be 

significantly reduced following the phenomenon of verticillium wilt. In addition, the systematic use of 

fungicides has led to the appearance of resistant strains and a biological and environmental imbalance. 

This is why it becomes important to look for alternative control methods to the use of phytosanitary 

products. In recent decades, an alternative has emerged through the use of the exploitation of the 

beneficial potential of the antagonistic microorganisms. With this in mind, we isolated four strains of 

actinomycetes from different soil samples from the Bechar region. After purification and 

identification, the study of the morphological, physiological and biochemical characters of the isolates 

confirmed the similarity of these characters for all the isolates studied. These characters suggest that 

bacterial isolates belong to the genus Streptomyces. Of the four isolates of actinomycetes, two isolates 

showed significant inhibitory action on mycelial growth of the pathogen, including isolates B2 and C2. 

Key words: Arid and semi arid soils; Actinomycetes, Streptomyces, olive, verticilliose, V. dahliae, 

antagonism, biological control. 

 ملخص

 ظبْشة بعذ كبٛش بشكم انغهت حقهٛم يًب ٚؤد٘ انٗ. انضٚخٌٕ صساعت فٙ كبٛشة خسبئش فٙ V. dahliae انًًشض انعبيم ٚخسبب أٌ ًٚكٍ

 بٕٛنٕجٙ ٔاخخلال يقبٔيت سلالاث ظٕٓس إنٗ انفطشٚبث نًبٛذاث خكشسانً الاسخخذاو أدٖ ، رنك إنٗ ببلإضبفت  .verticillium ربٕل

 يٍ بذٚم ظٓش ، الأخٛشة انعقٕد فٙ. انُببحٛت انصحت يُخجبث لاسخخذاو بذٚهت ححكى طشق عٍ انبحث انًٓى يٍ صبحا انسبب نٓزا. ٔبٛئٙ

 عُٛبث يٍ الأكخُٕٛيٛسٛج يٍ سلالاث أسبع بعضل قًُب يٍ ْزا انًُظٕس .انعذائٛت انذقٛقت انحٛت نهكبئُبث انًفٛذة الإيكبَبث اسخغلال خلال

 انحٕٛٚت ٔانكًٛٛبئٛت ٔانفسٕٛنٕجٛت انًٕسفٕنٕجٛت انخصبئص دساست أكذث ، ٔانخعشف انخطٓٛش بعذ. بشبس يُطقت يٍ انًخخهفت انخشبت

 جُس إنٗ حُخًٙ انبكخٛشٚت انعضلاث أٌ إنٗ انشخصٛبث ْزِ حشٛش. دساسخٓب حًج انخٙ انعضلاث نجًٛع انشخصٛبث ْزِ حشببّ نهعضلاث

ب يثبطبً عًلًا  عضنخبٌ أظٓشث ، انحشكٛت انكشٚبث يٍ عضلاث أسبع بٍٛ يٍ. انعقذٚت ًً   بًب ، نًًشضا نهعبيم انفطشٚت انخهٛت ًَٕ عهٗ يٓ

   B2 ٔ C2   انعضلاث رنك فٙ

 ، ،العداء الداهلية ،الخلايا ،الفريتيليوم الزيتون ، الستربتوميسيس ؛الأكتينوميسيتيس ؛ القاحلة وشبه القاحلة التربة: المفتاحية الكلمات

 .البيولوجية المكافحة


