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Les effects de 481 actinomycetes, isoles de sols agricoles supportant des cultures luxuriantes 
de luzerne ou de trefle ont kt6 etudiks surdeux souches efficaces A2 et S14deRhizobirrtn tneliluti. 
La souche A2 a ete inhibee par 28% des isolats et la souche S14 par 31%. Aucune difference 
significative n'a ete trouvee entre la resistance des deux souches d'actinomycetes. Les effets des 
288 isolats n'ayant pas affect6 le R .  tneliloti ont ete etudies sursix champignons. Le champignon 
le plus sensible aux actinomycetes a kt6 le Stetnphylirrtt~ sarcitzaefortne qui a It6 inhibe par 20% 
des isolats, et le plus resistant a ete le Frrsarirrt,~ crrltnorrrtn qui n'a kt6 inhibe que par 6% des 
isolnts. Treize isolats d'actinomycetes ont inhibe quntre B six champignons. Dans un sol de serre 
nutocl:~ve. I'isolat 181, qui a inhibe les six champignons testes, a determine un abaissement 
significotif de la population du champignon phytopathogene F .  oxysporrtm f. sp. tnetlicaginis, et a 
elimine I'effet inhibiteur de ce champignon sur la souche A2 de R .  rtreliloti. 

ANTOUN, H.,  L .  M. BORDELEAU, C. GAGNON, and R .  A. LACHANCE. 1978. Actinomycetes 
antagonistes de champignons et n'affectant pas le Rhizobirrtn tneliloti. Can. J .  Microbiol. 24: 
558-562. 

The effects of 481 actinomycetes isolated from agricultural soils supporting good growth of 
alfalfa or clover on two efficient strains of Rl~izobirrm tneliloti A2 and S14 were studied. Strain A2 
was inhibited by 28% of the isolates and strain S14 was inhibited by 31% of them. No significant 
difference was found between the resistance of both actinomycete strains. The effectsof the 288 
isolates not affecting R .  tneliloti on six fungi were also studied. The most sensitive fungus was 
Stettrphylirrttr srrrcitltrqfortne inhibited by 20% of the isolates, while Frrsnrirrtn crrltnorrrtn was the 
most resistant fungus and was inhibited by only 6% of the isolates. Thirteen isolates inhibited four- 
to six fungi. In an autoclaved greenhouse soil, isolate 181 which inhibited the six fungi tested 
significantly I-educed the population of the phytopathogenic fungus F .  oxysporrrtn f. sp. n~edicrr- 
gifri .~ and eliminated the inhibitory effect showed by this fungus on strain A2 ofR. meliloti. 

Introduction 
La presence dans le sol d'une microflore antago- 

niste envers le Rlzizobi~rrn peut ktre un des facteurs 
impo~tants qui empkchent le bon etablissement de 
certaines Iegumineuses (Foo et Varma 1976; Hat- 
tingh et Louw 1966; Hely et al. 1957; Visona et 
Tardieux 1964). Ainsi, Patel (1974) a montl-e que 
dans les sols ou I'inoculation avec des souches 
efficaces de Rhizobi~rrn ne donnait pas une nodula- 
tion satisfaisante, le pourcentage des actinomyce- 
tes presents, inhibant cette bacterie, Ctait plus 
eleve que dans les sols sans problemes d'inocula- 
tion. Par contre, Baker el Cook (1974) ont observe 
que sous certaines conditions Ccologiques, les acti- 
nomycetes peuvent 6tre utilises pour le contr6le 
biologique de certaines maladies fongiques. 
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Dans ce travail, des actinomycetes ont ete isoles 
de sols agricoles supportant une bonne croissance 
de luzerne ou de trefle, et une bonne nodulation. 
Cette derniere est due en partie au faible pourcen- 
tage de microorganismes antagonistes au Rhizo- 
bi~rtn et (ou) a la presence d'un troisieme groupe de 
microorganismes reduisant considerablement la 
multiplication de ces antagonistes. L'effet des acti- 
nomycetes sur deux souches efficaces de Rhizo- 
bilrm meliloti Dangeard akte itudie. L'activite anti- 
fongique des actinomycetes n'affectant pas le R .  
tneliloti a aussi ete etudike, afin de trouver des 
actinomycetes pouvant ktre utilises dans un pro- 
gramme de contr6le biologique de  certaines mala- 
dies fongiques chez la luzerne. Finalement, le 
comportement dans un sol de serre sterile, d'un 
actinomycete choisi, a ete etudie en presence de R .  
meliloti et du champignon phytopathogene Flrsa- 
rium oxysporum Schlecht . f .  sp. rnedicnginis 
(Weimer) Snyder & Hansen. 
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TABLEAU 1. Quelques caractiristiques des Cchantillons de sols utilists pour I'isolation des 
actinornycttes 

Echantillons Endroit % de la rnatitre 
de sols d'echantillonnage Cultures P H organique 

SS 
SF1 
SF2 
S A l t  
SA2 
SAL 
SAT 
SHI 
SH2 
SHLl 
SHL2 

Sol de serres* - 
Ste-Foy Luzerne 

St.-Adelphe 

St.-Augustin 
Trefle 

St.-Hyacinthe Luzerne et mil 
1' ' I  " 

Luzerne 

- - -  - 

*Ce sol ne prisente aucun probleme de nodulation des Itgumineuses. 
tLes chifres suivant les lettres indiquent que les echantillons proviennent d'un meme champ mais de sites 

differents. 

Materiel et methodes 
Isolrtnetrt clrs ncti~rotnyciltrs 

Les actinomycktes utilisks ont Ote isoles B partir de sols agri- 
coles portant des cultures luxuriantes de luzerne ou de tlifle, au 
cours des mois de I'Ote 1976. dans differentes regions du Quebec 
(tableau I). Les echantillons de sols ont ete prelevds L une 
profondeurde 15h20cmet ont C t C  conserves~4"C. L'isolement 
desactinomycetes a etC fait en dedans de I semaine par suspen- 
sions-dilutions du sol dans un tampon phosphate, 0.01 M ,  pH 
7.0, et etalement surgelose B based'amidon etdecaskine (milieu 
SCA) ou de chitine additionnCe de 50pglml de cycloheximide 
(Sigma) tel que decrit par Parkinson el a / .  ( 1971). Les repiquages 
desactinomyceteschoisisont kt6 effectues en tubes surle milieu 
destrzelczvk (1961). 

Rhizobirrtn el chntt~pigtrot~s 
L'efficacite des deux souches A2 et S 14 de R .  tneliloti utilisees 

a CtC dkcrite prCcCdemment (Bordeleau et 0 1 .  1977). Les cham- 
pignons utilisCs, qui sont des saprophyteset (ou) des pathogknes 
associks aux legurnineuses cultivkes au QuCbec. ont ete F. crrl- 
rnorlrtn (W. G .  Smith) Sacc. (144). F. grc~ttlinenrlrtt~ Schwabe 
(40). F .  oxysporrr??~ Schlecht ( 109). F. o x y s p o r ~ r t ~ ~  Schlecht f. sp. 
tneclicc~yinis (Weimer) Snyder & Hansen ( 1  15), F. solarli (Mart) 
Sacc. (139). Glioclc~cli~rm roserrtn (link) Bainier (141) et Stetn- 
phyli~rtn snrcitlnL.for~~ze (Cav.) Wiltsh (142). Ces organismes 
proviennent de la collection de  la Station de Recherche d'Agri- 
culture Canada it Sainte-Foy. 

Tests cl'c~trtcrgotlisrr~es 
L'antagonisme des actinomycktes vis-h-vis du R .  ,nrliloti et 

des champignons a CtC test6 par la methode des disques d'agar 
de Patel et Brown (1969). Des disques d'agzu- de 8 mm de diame- 
tre ont CtC dkcoupes dans des boites de Petri contenant les 
actinomycetes iges de 1 semaine et croissant sur le milieu de 
Strzelczyk (1961) i26"C. LesdisquesontCte poses surlasurface 
de pl;~ques de gelose B base de mannitol et d'extrait de levure 
(Vincent 1970) massivement inoculkes avec la souche de  Rhizo- 
bilon B tester. Pour Ies champignons. les disques d'actinomyce- 
tes ont et6 poses B 2cm d'une colonie active du champignon a 
tester poussant sur de la gelose base d'extrait de pommes de 
terre et enrichie de dextrose (PDA, Difco), additionnee de 1 gl! 
d'extrait.de levure et 100pglml de  sulfate de streptomycine 
(Sigma). Quatre disques d'actinomycetes ont ete utilises par 
boite et tous ies essais ont l t C  faits en duplicata. Les boites ont 
etC gardCes une nuit a 4°C pour permettre la diffusion des meta- 

bolites et ensuite incubees a26"C et observkes quotidiennement 
pour la formation de zones d'inhibition. 

Itlteractiut~s rtl sol ar~toclnvP 
Les interactions entre I'actinomyckte 181, la souche A2 de  R .  

tneliloti et le F .  oxysporrrttz f. sp. tnerlicngirzis dans le sol auto- 
clave ont Cte CtudiCes par la methode decrite par Patel et Brown 
(1969) rnodifike comme suit. Le pH d'un sol de  terre (pH 6.26, 
matiere organique 5.04%), stchk I'air et tarnisi 2 mrn, a e t i  
ajustC B 6.70 avec de la chaux dolomitique. Des quantitesde sol 
equivalentes B lOOg de sol sec, ont Cte placees dans des fioles 
Erlenmeyer de250 ml et I'humidite du sol a ete ajustee a25% en 
poids avec de I'eau distillee. Les fioles recouvertesd'un becher 
de 50ml ont e t t  autoclavees durant 1 h B 121°C. trois fois B 
intervalles de 24 h. L'humidite du sol a 6te ensuite reajustee a 
25% avec du tampon phosphate, 0.01 M ,  pH 7.0, sterile et 
contenant les cellules lavees de I'inoculum homogenkise. Les 
niveaux d'inoculation ont CtC respectivement 6.5 x lo3, 20.8 x 
lo5 et 5.3 x lo5 propagules par gramme de  sol sec pour R .  
tneliloti, pour I'actinomycete 181 et pour F. oxysporlrtn f. sp. 
,nedicnginis. Aprks I'inoculation le sol a Cte bien mllang.4 e t  les 
fioles ont CtC incubees a 26°C. Tous les traitements ont CtC 
repCtCs troisfois. Toutes les semaines, I'humidit0 aete rCajustee 
h 25% avec de I'eau distillee sterile. Aux jours 10, 17 et 40apres 
I'inoculation, des Cchantillons de  1.0g de sol composes de trois 
ou quatre prelevements dans chaque fiole ont C t l  suspendus 
dans IOOml de tampon phosphate peptone (KH2P04 0.34g, 
K2HP04 1.21g. peptone (Difco) 1.0g, par litre d'eau distillee, 
pH 7.2). Apres une agitation vigoureuse h 3000 rpm dul-ant 
15 min sur un agitateur mecanique (Lab-Line Junior orbit sha- 
ker), I'actinomyckte et le champignon ont ete denombres par 
suspensions-dilutions puis Ctalement sur le milieu SCA addi- 
tionne de  50pglml de cycloheximide pour I'actinomycete e t  le 
milieu au Rose bengal de Cooke (Difco) additionni de 20 pglml 
de sulfate de streptomycine pour le champignon. Pour le dO- 
nombrement du Rhizobilrtn, I ml de la premiere dilution a etC 
ajoutC lOOml de tampon phosphate peptone additionnk de 
50 pglml de cycloheximide e t  gardt durant 18 h 4°C pour inhi- 
ber le champignon. La population du Rhizobilon a ensuite e t i  
estimee par lamethodedu nombre leplus probablede Weaveret 
Frederick (1972) dans des sachets en plastique en utilisant le 
Meclicago saliva L.  cv Saranac pour lequel Ies conditions de 
croissance ont etC dCcrites precedemment (Bordeleau e f  a / .  
1977). 
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TABLEAU 2. Antagonisme des actinomycetes envers deux souches efficases de R. tr~eliloti 

Actinornycetes 
- 

Souches de No. total Faiblement Fortement No. total % 
R. meliloti testees antagonistes* antagonistest d'antagonistes d'antagonistes 

'Zone d'inhibition 5 15 mm de diamktre. 
tZone d'inhibition > 15 mm de diamktre. 

Resultats TABLEAU 3. Effets antifongiques des actino- 

Parmi les 481 isolats d'actinornycetes testes, 28 mycites n'affectant pas le R. n~eliloti 

et 31% ont inhibe respectivement les souches Actinomycetes 
efficaces A2 et S 14 de R.  tneliloti (tableau 2). antagonistes 

L'effet antifongiaue des 288 isolats d'actinornv- - .  
cetes qui n'0nt pas affecte le R. tneliloti a ensuite Champignons No. % 
kt6 etudik avec iix champignons. Le champignon le 
plus sensible B la presence des actinomycetes a ete 
le S. sarcinueforme inhibe par 20% des isolats, 
alors que le moins affecte a ete le F. c~rlmorrrm qui 
n'a ete inhibe que par 6% des isolats (tableau 3). 
Treize isolats ont inhibe de quatre h six champi- 
gnons et ont ete retenus; parmi eux, I'isolat 181 a 
inhibe les six champignons et a ete utilise dans 
I'etude des interactions dans le sol autoclave. 

AplZs IOjours d'incubation B 26"C, la croissance 
du R.  n7eliloti dans le sol n'a pas ete affectee pal- le 
presence du F. oxysporlrm f. sp. rnedicagirzis, mais 
a Cte considerablement ralentie par I'actinomycete 
et par le melange actinomycete champignon (ta- 
bleau 4). Un effet inhibiteur du F. oxyspor-~rm f. sp. 
tneciicagirzis SUI- leR. rneliloti, qui augmente avec le 
temps, s'est revele 2 partir du 17ieme jour. Cet effet 
a ete elimine ou reduit par la presence de I'actino- 
mycete qui, seul ou avec le charnpignon, a nette- 
ment stimule le R.  tneliloti apres 17 jours (tableau 
4). D'autre part, les deux autres microorganismes 
separement ou ensemble, ont toujoul-s reduit la po- 
pulation de I'actinornycete. Le traitement Rhizo- 
bilrm-F~rsar-i~rrn a eu I'effet le plus marque, alors 
que le Frrsarirrm seul a exerce le plus faible antago- 
nisme (tableau 5). La presence du R.  rneliloti n'a 
pas affectee le F. o.~yspor-~rm f. sp. tnedicuginis 
apres 10 et 17 jours et a Iegerement stimule le 
champignon apres 40 jours (tableau 6). Par contre, 
en presence de I'actinornycete et du melange acti- 
nomycete Rlzizobirrm, la population du charnpi- 
gnon a toujours ete reduite. 

Discussion 
Patel (1974) a montl-e que dans les sols oil il y a un 

probleme d'inoculation, le pourcentage d'actino- 
mycetes antagonistes du Rhizobirrtn pouvait at- 
teindre 70%. Le nombre d'actinomycetes qui inhi- 

bent les deux souches efficaces de R. rnelilori etant 
relativement bas, il  apparait donc que dans les sols 
utilises les actinomycetes ne representent pas un 
problerne pour I'etablissement du Rlzizohirrtn. Au- 
cune difference significative n'a ete trouvee entre la 
resistance des deux souches I'effet des actinomy- 
cetes. En effet, ces souches semblent avoir le 
m2me cornportement en presence des actinornyce- 
tes, car avec les deux souches le nombl-e d'actino- 
mycetes forternent antagonistes est egal a celui des 
actinomycetes faiblement antagonistes (tableau 2). 

Les reactions d'antagonisme qu'exercent les ac- 
tinomycetes sur les champignons peuvent provenir 
de la production directe d'un antibiotique ou d'un 
enzyme degradant (Baker et Cook 1974), ou de  la 
production de substances volatiles inhibant les 
champignons (Gupta et Tandon 1977). Ces reac- 
tions ne peuvent pas Ctre attribuies h la competi- 
tion nutritive, car  les actinomycetes ont genesale- 
ment un tres faible pouvour cornpetitif (Baker et 
Cook 1974). Des resultats preliminaires indiquent 
que I'actinomycete 181 produit une substance anti- 
fongique qui n'affecte pas le R. tneliloti en culture 
pure. L'effet inhibiteur de cette substance s'est 
manifeste sur le F. oxysporum f. sp. medicuginis 
dans un sol autoclave (tableau 6). Cet effet a 
augmente avec le temps et avec I'accroissement de  
la population de I'actinomycete (tableau 5). Durant 
les 10 premiers jours, I'actinomycete a retarde la 
croissance du R. tneliloti (tableau 4). Ceci est pro- 
bablement dfi a la production d'un facteur inconnu 
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TABLEAU 4. Effets de l'actinomycete 181 et du F. oxysporrrt1z f. sp. t~zerlicogit~is sur la 
croissance du R. trieliloti dans le sol autoclavt 

Propagules x 105/g de sol sec 

Incubation en jours 

Traitements 10 17 40 

Actinomycete 181 811.0 2295.7 99.1 
F. oxysporrrrrz f. sp. rriedicagitris 2472.7 403.7 3.5 
Actinomycete 181 

+ F. oxysporrofl f. sp. rrzedicogitris 300.3 2900.0 53.3 
Ttmoin (R. rrieliloti seul) 2316.7 1519.0 414.4 

TABLEAU 5. Effets du F. oxysporlirli f. sp. rlzedicogit~is et du R. r~~eli lot i  sur la 
croissance de I'actinomycete 181 dans le sol autoclavt 

Propagules x 105/g de sol sec 

Incubation en jours 

Traitements 

F. o x ~ ~ s p o r r r t ~ ~  f. sp. r~ledicagirzis 267.9 912.1 1595.1 
R. rfzeliloti 276.1 635.7 1072.8 
F. oxysporrrtn f. sp. fnedicoginis 

+ R. rlleliloti 102.0 189.1 508.9 
Timoin (actinomycete seul) 520.9 962.0 2071.2 

TABLEAU 6. Effet de l'actinomycete 181 et du R. r~~eli lot i  sur 
la croissance du F. oxysporrrrfz f. sp. rfledicogirzis dans le sol 

autoclavt 

Propagules x 105/g de sol sec 

Incubation en jours 

Traitements 10 17 40 

Actinomyctte 181 45.3 18.1 8 .0  
R. ~rzeliloti 80.7 64.0 74.3 
Actinomycete 181 

+ R. rf~eliloti 36.4 13.9 5 . 6  
TCmoin (F. oxysporlrrfz f. sp. 

trredicogirzis seul) 83.4 62.6 65.3 

qui retarde la croissance de la bacterie et dont I'ef- 
fet disparait avec le temps. Cependant, malgre ce 
ralentissement, la population de R.  ~neliloti a reussi 
A se multiplier 12500 fois environ en presence de 
I'actinomycete. Les actinomycetes ont une action 
importante dans le sol resultant en partie de  leur 
aptitude a degrader les substances organiques non 
biodegl-adables par les batteries, ainsi que leurapti- 
tude B produire des substances probiotiques 
(Dommerques et Mangenot 1970). Ces deux aptitu- 
des peuvent expliquer la reaction de synergisme 
qu'exerce I'actinomyckte sur R.  ~?~el i lo f i  apres 17 
jours (tableau 4). L'effet inhibiteur du F. oxyspo- 
rum f. sp. ~nedicagiilis sur le R .  ~nelilofi  resulte 

probablement de  la production d'un antibiotique 
(Chhonkar et Subba-Rao 1966). L'actinom ycete a 
elirnine cet effet par inhibition directe du champi- 
gnon et peut-etre aussi par la degradation de  l'anti- 
biotique. Nos resultats indiquent que I'actinomy- 
cete 181 peut 2tre benefiquement utilise dans un 
programme de contr6le biologique de certains 
champignons pathogenes chez la luzerne ou 
cornme agent protecteur du Rhizohiir1?7 dans les 
inoculants et dans les sols ou la nodulation ne reus- 
sit pas. Les effets de  I'introduction de  cet orga- 
nisme dans la I-hizosphere de  la luzerne. sur son 
rendement et sur la propagation du F. O X ~ S ~ O ~ I I I ? ~  f. 
sp. 1?7eclicagi17is sont presentement a I'etude. 
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