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AGOUNE Wassila
Biofertilisation et production des phytohormones par des microorganismes rhizosphériques.

Résumé:

La biofertilisation est un moyen efficace et plus durable pour une agriculture
raisonnée et équilibrée car elle permette d’avoir un rendement de bonne qualité¢ sans
avoir recours a I’utilisation des engrais chimiques.

Ce travail a pour objectif de tester la capacité de 26 souches d’actinomycétes
endophytes a solubiliser le phosphore inorganique, a produire des chitinases, des
protéases et des sidérophores et pour tester également 1’effet de ces souches sur le taux
de germination des graines de tomate in vitro et in vivo ainsi que sur la longueur des
tiges, des racines et le poids frais et sec. Les meilleures souches présentant un effet
positif sur la longueur racinaire ont été retenues pour un test de production de I’AIA.

17 d’actinomycétes ont présenté la facult¢ de solubiliser des phosphates
inorganiques sur le milieu de culture PVK blanc et 19 souches sur le milieu PVK
violet. 18 souches également sont capables de produire des protéases et 21 produisent
des chitinases.

Les souches ZL1 et DN19 sont les meilleures qui ont un effet positif sur ’induction
de la germination ainsi que sur la promotion de la croissance des plantules. Ces deux
souches sont également capables de produire 1I’AIA qui a un réle sur la multiplication et
la différentiation cellulaire. Ces souches productrices d’AIA ont un effet positif sur la
croissance des tiges et des racines, du fait qu’elle assure la meilleure croissance des

plants.

Mots clé : Biofertilisation, Actinomycétes endophyte, Tomate, Chitinases, Protéases,
Sidérophores, AIA (L’acide indol-3-acétique).
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AGOUNE Wassila
Title: Biofertilization and phytohormones production by rhizosphere
microorganisms

Biofertilization is an effective and sustainable way to a reasoned and balanced
agriculture because it allows having a good performance without resorting to the use
of chemical fertilizers.

ability test of 26 strains of endophytic actinomycetes to solubilize inorganic
phosphorus to produce chitinases, proteases and siderophores and also to test the
effect of these strains on the germination rate of seeds of this work aims to tomato in
vitro and in vivo as well as the length of the stems, roots and the fresh and dry
weight. The best strains with a positive effect on root length were selected for
production test of the AlA.

17 strains of actinomycetes showed the ability to solubilize inorganic phosphates
on white PVK culture media used and 19 strains on purple PVK culture media. 18
strains are also capable of producing protease and 21 produce chitinases.

The ZL1 and DN19 strains are the best that have a positive effect on the
induction of germination as well as promoting the growth of seedlings. These two
strains are also capable of producing the AIA which has a role in cell proliferation
and differentiation.

Keywords: Biofertilization, Endophytic actinomycetes, Tomato, Growth hormone,
Chitinases, Proteases, Siderophores, AlA.
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Introduction:

La tomate, Lycopersicon esculentum Mill. Est cultivée sur une superficie
d’environ 3 millions d’hectares, soit environ un tiers des surfaces mondiales
cultivées consacrées aux légumes (Laterrot et Philouze, 2003), Pourtant, cette culture
exige un suivi au cours des différents stades de développement. De ce fait, la
prévention contre les maladies et ravageurs ainsi qu’une, irrigation et une fertilisation
raisonnée sont extrémement nécessaires pour assurer un rendement satisfaisant de la
tomate (Shankara et al., 2005).

Les engrais chimiques sont largement utilisés en agriculture pour toutes les
cultures. Malgré cela, ces fertilisants chimiques possédent des effets néfastes sur
I’environnement et la santé humaine. Face a ces inconvénients, il est nécessaire de
trouver une alternative qui permet d’améliorer la production des cultures et qui ne
présente pas des effets néfastes sur ’environnement ou sur les étres vivants. Les
biofertilisants ou a base des microorganismes rizosphériques sont considéré comme
une efficace alternative en agriculture. Parmi ces microorganisme, nous pouvons
citer les Pseaudomonas sp et les actinomyceétes (Benitez et al., 2004 ; Compant et al.,
2005).

Les actinomycétes sont des procaryotes tres recherchés en biotechnologie
grace a leur role important dans la production des composés bioactifs. Ce groupe de
bactéries a fourni un nombre considérable d’enzymes, de composés antitumoraux,
d’agents  immunosuppressifs, d’insecticides,  d’antiparasites, d’herbicides,
d’antioxidants et surtout d’antibiotiques (Solanki et al., 2008), certaines especes
d’actinomycetes dégradent des composés organiques de syntheése qui sont en principe
non biodégradables (Moody et al., 2001). Les actinomycétes habitent le sol et sont
d’importants décomposeurs de la matiére organique, ce qui rend le sol fertile (Al-
zarban et al., 2002 ; Boughachiche et al., 2005 et Kitouni et al., 2005).

Cette fonction de biodégradation des actinomycetes est due a la variéeté
d’enzymes qu’elles peuvent synthétiser. En effet, les enzymes sont apres les
antibiotiques les plus importants produits des actinomycetes (Lopes et al., 1999).
L’action de ces enzymes conduits a la dégradation des nutriments et sources
d’énergie plus ou moins complexes. Elles sont utilisées dans la dégradation des
biomasses vegétales et animales (William et al., 1993).

Les actinomycétes sont connus aussi pour leur pouvoir PGPR (Plant Growth

Promoting Rhizobacteria). Ils solubilisent quelques minéraux insolubles présents
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dans la rhizosphére tel que le phosphore et ils sont capables de produire certaines
phytohormones (tel que 1’acide indole 3-acétique, AIA) et des sidérophores et
capables de fixer I’azote atmosphérique (Merckx et al., 1987; Leong 1996; Sturz et
Christie, 2003 ; Khamna et al., 2009et Solans et al., 2011).

Notre travail a pour objectif de tester I’effet de 26 souches d’actinomycétes
endophytes de la région de Laghouat sur le taux de germination des graines de
tomate ainsi que sur la croissance des plantules. Pour cela, nous avons réalisé des
tests de solubilisation des phosphores, production des chitinases, des protéases et des
sidérophores pour toutes les souches. En outre, nous avons realisé des tests in vitro et
in vivo pour évaluer I’effet de ces souches d’actinomycétes vis-a-vis du taux de
germination ainsi que la longueur des tiges, des racines et le poids frais et sec des
plantules de tomate (variété Marmande).
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CHAPITRE | : Tomate
1. GENERALITES
1.1. Historique et origine de la tomate

La tomate Lycopersicon esculentum Mill. est une plante tres cultivée pour
son fruit, elle est originaire des régions andines cotiéres du Nord-Ouest de
I’Amérique du sud, ou sa domestication. Elle a été introduite au Mexique puis,
I’Espagne, en Europe en 1544 avant méme la pomme de terre et le tabac (Naika et
al., 2005) (Voir Fig.1).

En Algérie, ce sont les cultivateurs du Sud de I'Espagne (Tomateros), qui
I'ont introduite étant donné les conditions qui lui sont propices. Sa consommation a
commencé dans la région d'Oran en 1905 puis, elle s'étendit vers le centre,
notamment au littoral Algérois (Latigui,1984). La tomate est une plante des

régions chaudes, peut étre cultivée dans toutes les régions d’Algérie (ITCMI, 2010).
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Figure.
1 : Diffusion de la tomate dans le monde (Gallais et Bannerot, 1992).

(1) Pérou : Centre de diversification

(2) Mexique : Premier centre de domestication

(3) Europe : Deuxiéme centre de domestication

(4) Etats unis : Troisieme centre de domestication

1.2. Importance de la culture de tomate

La tomate tient une place importante dans l'alimentation humaine, elle
est consommee soit crue, soit cuite, ou comme un produit transformé tels que les

jus de fruits, les sauces, le Ketchup et de les conserves. Dans les derniéres
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décennies, la consommation de tomate a été associee a la prévention de
plusieurs maladies comme le cancer ou les maladies cardiovasculaires (Sharoni et
Levi, 2006 et Wilcox et al.,, 2003). Cet effet protecteur a été principalement
attribué & ses précieux composants bioactifs avec les propriétés antioxydants
(Borguini et Torres, 2009).

1.2.1. Production mondiale de tomate

La production mondiale de la tomate a progressé régulierement au cours du
XXe siccle et s’est accrue considérablement durant les trois dernieres décennies.
Elle est passée de 74 millions de tonnes en 1978 a 89 millions en 1998 et atteint 124
millions en 2006. La production mondiale de tomate a atteint, en 2008, prés de 130
millions de tonnes. Les deux premiers pays producteurs mondiaux, la Chine qui se
classe en premier avec une production de 41879684 tonne/ans, suivie par les USA,
avec un total produit de12902000 tonnes (Voir Fig.2) (FAO, 2012).
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Figure 2 : La production de tomate par pays en milliers de tonnes en 2012 (FAO,
2012).

1.2.2. La production de la tomate en Algérie

La tomate occupe une place privilégiée dans le secteur maraicher en
Algérie. Elle représente 51% de la production totale en produits maraichers. Sa
superficie est de ’ordre de 1737 ha, soit 40% de la superficie sous serre (4350ha)
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(Nechadi et al., 2002). Sa production est en plein expansion, a la faveur de
nombreux programmes mis en place par le Ministére de 1’agriculture et du
développement rural. A cet effet, de nouvelles techniques de productions sont
introduites ces derniéres années permettant plus de rendement a 1’hectare (Tab. 1)
(FAO, 2009).

Tableau 1 : Evolution de production de la tomate maraichére en Algérie entre 2003
et 2010 (MADR ,2012).

Année 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Superficie 18650 19432 21089 20436 20079 19655 20789 17387
Ha

Production | 4569330 | 5121950 | 5137280.4 | 5489336 | 5673134 | 5592491 | 6410341 | 7619420
Qx

Rendement | 245.00 | 263.60 243.60 268.60 | 282.50 | 284.50 308.40 438,2
Qx/Ha

1.3. Classification de tomate
La tomate dont I’appartenance a la famille des solanacées, les botanistes
modifierent a plusieurs reprises les noms de genre et d’espeéce attribués a la
tomate. Elle a été classée par Linné en 1753, comme Solanum lycopersicon, d’autre
botanistes lui ont attribué différents noms: Solanum lycopersicon, Solanum
esculentum, Lycopersicon licopersicum ; c’est finalement Lycopersicon esculentum
attribué par Philipe Mille en 1754, qui a été retenu (Munroe et Small, 1997). Le nom
de genre « Lycopersicon » est gréco-latin, il signifie « péche de loup » et la
partie «esculentum » complétant le nom de 1’espece Lycopersicon esculentum
Mill. Vient du latin et qui signifie
« comestible ». Cette comestibilité ne concerne ni le feuillage, ni les jeunes fruits
verts car ils contiennent des alcaloides toxiques (tomatine, solanine). Ces derniers
disparaissent des fruits au cours du madrissement (Blancard et al., 2009).
1.4. Caractéristiques et description botanique de la tomate
La tomate est une plante herbacée appartenant a la famille des Solanacées.
Elle est généralement cultivée comme plante annuelle, elle peut atteindre une hauteur

de plus de deux metres (Chaux et Foury, 1994).
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1.4.1. Appareil vegétatif
1.4.1.1. Le systeme racinaire
La tomate est constituée d’une forte racine pivotante qui pousse jusqu'a une
profondeur de 50 cm ou plus. La racine principale produit une haute densité de

racines latérales et adventices (Voire Fig.3 A) (Naika et al., 2005).

1.4.1.2. La tige

Le port de croissance varie entre €rigé et prostré. La tige pousse jusqu’a une
longueur de 2 a 4 m, pleine, fortement poilue et glandulaire, se ramifie souvent pour
donner un arbuste large et empli. Ces derniers contenants une huile essentielle qui

donne son odeur caractéristique a la plante (Voire Fig.3 B) (Shankara, 2005).

1.4.1.3. Le feuillage

Selon Naika et al. (2005), les feuilles disposées en spirale, 15 a 50 cm de
long et 10 a 30 cm de large. Les folioles sont ovées a oblongues, couvertes de
poils glandulaires. Les grandes folioles sont parfois pennatifides a la base.
L’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs. Le pétiole mesure entre 3 et 6

cm (Voire Fig.3 C).

1.4.2. Appareil reproducteur
1.4.2.1. Les fleurs

Les fleurs sont bisexuées, régulieres et entre 1.5 et 2 cm de diametre. Le
tube du calice est court et velu, les sépales sont persistants. En générale, il y a six
pétales qui peuvent atteindre une longueur de 1 cm, jaunes et courbées
lorsqu’elles sont miires et Six étamines et les anthéres ont une couleur jaune vif
entourant le style qui a une extrémité stérile allongée. L’ovaire et supére doté de
deux a neuf carpelles. Souvent, la plante et autogame, mais la fécondation croisee
peut avoir lieu ou les abeilles et les bourdons sont les principaux pollinisateurs
(\Voire Fig.3 D) (Polese, 2007).

1.4.2.2. Le fruit
Ils sont des baies charnues, de formes globulaires ou aplaties avec un diamétre de 2 a
15 cm. Lorsqu’il n’est pas encore mir, le fruit est vert et poilu, en revanche, la

couleur des fruits mirs varie du jaune au rouge en passant par I’orange. Le fruit a
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maturité peut se présenter soit, rond et régulier ou cotelés, selon les variétés (\Voire
Fig.3 E) (Polese, 2007).

1.4.2.3. Les graine
Les graines sont nombreuses, en forme de rein ou de poire, poilues, beiges, de 3a 5
mm de long et de 2 3 4 mm de large. L’embryon est enroulé dans 1’albumen. Le
poids de mille graines est en moyenne de 3 g (Shankara, 2005). Selon Chaux et
Foury (1994), chaque fruit contient un nombre important de graines qui varie de 80 a

500 graines par fruit (\Voire Fig.3 F).

Racine pivotante
Glande

Racines adventives
Poils

Figure 3 : Appareil végétatif et Appareil reproducteur de tomate: A) Systeme
racinaire, B) Tige, C) Feuille, D) Fleur, E) Fruit, F) Graine (Courchinoux, 2008).

1.5. Cycle de développement de tomate

Le cycle de la graine a la graine, est variable selon les variétés et les
conditions de culture, il est en moyenne de 3.5 a 4 mois (7 a 8 semaines de la graine
a la fleur et 7 2 9 semaines de la fleur au fruit) (Gallais et Bannerot, 1992).
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Le cycle de développement de la tomate comprend cing phases,
premierement, la germination, c’est le passage de la graine de la vie ralentie a la vie
active qui se traduit par la sortie des racines séminales et la coléoptile qui émerge en

surface puis devient fonctionnel (Laumonnier, 1979).

Deuxiemement la croissance, dure de la levée jusqu’au stade 6 feuilles, ou la
plante assure la formation de racines fonctionnelles qui vont assurer 1’alimentation a
la plante. A partir du stade six feuilles la plante est transferée de la pépiniére pour
étre repiquée en plein champ pour continuer ainsi sa croissance. Puis la floraison qui
dure environ un moi. La tomate entre en paralléle avec la mise a fleur, ces fleurs
étaient au paravent des boutons floraux. Aussi la phase de fécondation, quand les
étamines arrivent a maturité, le pollen est libéré et féconde 1’ovule ; la fécondation se
traduit par I’apparition de petites fruits verts. En fin, la fructification et la maturité

des fruits (Naika et al., 2005) qui est représentée par les cinq stades :

- stade noisette : le plus proche de la nouaison ;

- stade noix : environ 03cm de diamétre ;

- stade vert : grossissement maximal, avec une coloration verte ;

- stade tournant : grosseur maximale, coloration rose a jaune, c’est le début de

la maturation ;

- stade rouge: fruit mur et fermé (Voir Fig.4).

Germination ====P> Croissance et Floraison m====p> === Formation des fruits

Figure 4 : Les déférentes phases de développement de la tomate (Polese,
2007).
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1.6. Principales exigences écologiques de la plante
Parmi les principales exigences écologiques de la tomate nous pouvons citer :
1.6.1. La température
La tomate demande un climat relativement frais et sec pour fournir une
récolte abondante et de qualité. Les températures optimales pour la plupart des
variétés se situent entre 21 et 24°C. Les plantes peuvent surmonter un certain
intervalle de températures, mais en dessous de 10 °C et au dessus de 38°C les
tissus végétaux sont endommagés. L’¢équilibre et 1’écart entre température diurne
et nocturne, semblent nécessaire pour obtenir une bonne croissance et une bonne
nouaison de la tomate (Chougar, 2011).
1.6.2. La lumiere
La tomate n’est pas sensible au photopériodisme, mais, exigeante en
énergie lumineuse. La longueur de 1’obscurité est essentielle pour le contrdle de la
croissance et le développement de la plante. Un faible rayonnement lumineux réduit
le nombre de fleurs par bouquet et affecte la fécondation. En outre, I’intensité de la
lumiere affecte la couleur des feuilles, la mise a fruits et la couleur des fruits
(Cirad et Gret, 2002).
1.6.3. pH
La tomate tolere modérément un large intervalle de valeurs du pH, mais,
pousse le mieux dans des sols ou la valeur du pH varie entre 5.5 et 6.8 (Shankara,
2005).
1.6.4. Sol
La tomate pousse bien sur la plupart des sols léger qui ont une bonne
capacité de rétention de 1’cau et une bonne aération. Elle préfére les terres
limoneuses profondes et bien drainées (Shankara, 2005).
1.6.5. Exigences hydriques
La tomate parait €tre I’une des cultures le plus exigeantes en eau. Les besoins
de tomate en plein champ se situent entre 4000 et 5000 m’/ha. Celles d’un cycle de
90 & 120 jours sont de 400 & 600 m*/ha. L’évolution des besoins en eau de la tomate
est fonction d’environnement de la plante, mais aussi des stades de développement

de celle-ci (Bentvelsen, 1980).
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1.7. Systémes de cultures de la tomate

La tomate est cultivée selon deux systemes principaux qui sont:

1.7.1. La culture de plein champ
Ce systeme de culture est le plus répondu, si I’irrigation est disponible,
les plantations peuvent étre faites en saison séche. La mécanisation est souvent

réduite a la préparation du sol (Cirad et Gret, 2002).
1.7.2. La culture sous abris

Ce systeme de culture vise a produire les tomates au long de I’année. Il
permet de développer des productions hydroponiques, supprimant ainsi certaines
contraintes liées au sol (Cirad et Gret, 2002). La culture sous abri fournit
aujourd’hui une part essentielle du marché de frais pour les 1égumes-fruits tels que

la tomate (Jeannequin et al., 2005).
1.8. Les principales variétés de tomate utilisées en Algérie

Les tomates peuvent étre classées d’aprés leurs caractéres morphologiques et
botaniques. Les variétés sont tres nombreuses. A cet effet, ces dernieres
peuvent étre classées selon leur croissance qui peut étre du type indéterminé ou du

type déterminé (Polese, 2007).
1.8.1. Les variétés a port indéterminé

Ces variétés sont les plus nombreuses. Elles continuent de pousser et de
produire des bouquets de fleurs tant que les conditions leur conviennent.
Comme leur développement est exubérant, leur tige doit étre attachée a un tuteur
sous peine de s’affaisser au sol. Elles sont plus productives, en genéral, que les
tomates a port déterminé. Parmi les variétés de ce type de croissance, nous pouvons

citer :
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1.8.1.1. Les variétés fixées

Elles sont sensibles aux maladies, mais donnent des fruits d’excellente qualité
gustative (Polese, 2007). Les variétés les plus utilisees en Algeérie sont la variété

Marmande et la Saint Pierre (Snoussi, 2010).
1.8.1.2. Les variétés hybrides

Elles présentent une bonne précocité, qualité de résistance aux maladies et
aux attaques parasitaires et donc un bon rendement. Les plus utilisées en Algérie
sont ACTANA, AGORA, BOND, NEDJMA, TAFNA, TAVIRA, TOUFAN,
TYERNO et SAHRA (Snoussi, 2010).

1.8.2. Les variétés a port déterminé

Le développement est de type buissonnant qui ne nécessitent ni taille ni
bouturage. Il est évidemment plus simple. Elles sont des variétés naines. Leur
croissance s’arréte une fois la plante a produit un nombre déterminé de
bouquets de fleurs . C’est dans ce type de tomate que I’on trouve, les variétés
industrielles de conserverie, cultivées en plein champ. Pour ce type de croissance
également, nous trouvons des variétés fixées et des hybrides (Polese, 2007). Les
hybrides suivants, sont les plus utilisés en Algérie : FAROUNA, JOKER, LUXOR,
SUPER RED, TOMALAND, TOP 48, SUZANA, ZIGANA et ZERALDA. Tandis

que les variétés fixées : la variété AICHA (Snoussi, 2010).
1.9. Contraintes phytosanitaires

De la levée et pratiquement jusqu'a la récolte, les cultures de la tomate
sont sujettes a de nombreuses maladies causées par divers agents pathogenes. Les

principaux ennemis de la culture de tomates sont:

» Des ravageurs : pucerons, aleurodes, mineuses, noctuelle de la tomate,
doryphore, nematodes (ITCMI, 2012).

» Des maladies cryptogamiques: fonte des semis, anthracnose, alternariose,
cladosporiose, pied noir de la tomate, mildiou de la tomate, pourriture grise,

fusariose de la tomate, septoriose,...etc (Courchinoux, 2008).
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» Des maladies bactériennes : chancre bactérien, Gale bactérienne,
Moucheture bactérienne,...etc (Benchaabane et al., 2008).

» Des maladies virales : bronze de la tomate, mosaique du tabac, maladie
filiforme. Cependant les maladies fongiques (causées par les champignons)
sont les plus fréquentes (voir Tab.2).

Tableau 2 : Les principales maladies fongiques de la tomate en Algérie (Causse,

2000 et Naika et al., 2005).
Maladies Agent causal
Anthracnose Colletotrichum coccodes
Mildiou Phytophtora infestans
Verticilliose Verticillium albo-atrum
Alternariose Alternaria solani
Flétrissure fusarienne Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici
Pourriture des racines Fusarium oxysporum f.sp
et du collet radicis-lycopersici

1.10. Exigences de la tomate en éléments fertilisants

La quantit¢ d’engrais a fournir varie d’une région a une autre, en fonction
notamment de la richesse du sol, du climat et de la technique d’irrigation. En
générale, nous estimons les exigences en fumure des plantes en fonction de
I’exportation globale de la culture. Selon MADR (2009), en dépit des différences
régionales, on admet qu’une production d’une tonne demander est le suivent : 2,2 a
2,7 kg de P205;3a3,9kgde K20;5a6 kgde CaOet05al1kgdeMgOetdas
kg de N.
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CHAPITRE I1 : Les Actinomyceétes
1. Définition et caractéristiques

Les actinomycétes sont des bactéries filamenteuses, a Gram positive
(Arifuzzaman et al., 2010; Ningthoujam et al., 2009; Pandey et al., 2003; Lo et al.,
2002) avec un ADN riche en G + C (57% -75%) (Pandey et al., 2003; Lo et al.,
2002). 70% de ces microorganismes sont producteurs de métabolites secondaires,
parmi eux 95% appartiennent au genre Streptomyces sp (Bastide et al., 1986).

Les actinomycetes sont des microorganismes ubiquitaires que 1°0n
rencontre sur tous les substrats naturels. La grande majorité est d’origine
tellurique et c’est a partir du sol que ces bactéries peuvent coloniser de
nombreux biotopes (air, composts, eaux, fourrages, fumiers, grains, etc.). La plupart
d’entre eux sont saprophytes mais quelques-uns peuvent étre pathogenes ou
symbiotes de plantes ou d’animaux (Williams et al., 1984 et Suzuki et al., 1994).

IIs sont présents en surface jusqu’a plus de 2 métres de profondeur, la zone
optimale étant comprise entre 2 et 15 cm (Breton et al., 1989). lls préferent un pH
compris entre 7 et 8 et un taux d’humidité peu élevé, de I’ordre de 5 a 25%. Comme
les autres bactéries du sol, la plupart des actinomycétes sont mésophiles et
neutrophiles. Cependant, quelques espéces de Streptomyces sont acidophiles
(Hagedorn, 1976).

Les propriétés les plus significatives des actinomycétes sont leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de tres
nombreux métabolites bioactifs, parmi lesquels les enzymes, qui apres les
antibiotiques sont les produits les plus importants des actinomycétes (Lopes et al.,
1999). L action des enzymes du catabolisme conduit a la dégradation des nutriments
et sources d’énergie plus ou moins complexes.

2. Importance des actinomyceétes dans le domaine agronomique

Les actinomycetes jouent un role important dans I’amélioration de la qualité
du sol agricole (fertilisation des sols) (Aouar, 2012). Le genre Frankia est capable
de fixer I’azote atmosphérique chez plusieurs plantes dicotylédones autres que les
Iégumineuses (Goodfellow et williams, 1983) et jouent un réle dans la fertilisation
de sol (Becking, 1974; Lechevalier, 1981; Sarma et al., 2003) et (Prescott et al.,
2007).
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Les actinomycétes sont capables de produire des substances insecticides,
herbicides (Zhang et al., 1998) et antiprotozoaires trés puissantes telles que les
avermectines et les milbémycines (Nolan et Cross, 1988). Ils interviennent dans la
biodégradation des composés organiques récalcitrants et difficilement ou non
dégradables par les autres microorganismes comme les polymeres complexes, les
polysaccharides, les lignocelluloses et la chitine (Lechevalier, 1981; Goodfellow et
Williams, 1983). Les actinomycétes sont connus aussi pour leur pouvoir PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria). 1ls solubilisent quelques minéraux
insolubles présents dans la rhizosphere tel que le phosphore et ils sont capables de
produire certaines phytohormones (tel que 1’acide indole 3-acétique, AlA). et des

sidérophores (Khamna et al., 2009; Solans et al., 2011).

Le pouvoir antagonisme des actinomycetes peut étre exploité dans le domaine
agronomique pour remédier a certaines maladies de plantes. Ils sont efficaces pour la
lutte biologique contre les agents phytopathogénes d’origine tellurique ou foliaire
(Crawford et al.,, 1993; El-Tarabily et al.,, 2010; Toumatia, 2010) et leurs
antibiotiques sont intéressants pour la lutte contre les maladies des plantes d’origine
microbienne (Misato, 1982; Merrouche; 2000; Meklat, 2004 et EI- Tarabily et
Sivasithampar, 2006).

3. Taxonomie des actinomycétes

Les actinomycétes appartiennent au réegne des Procaryotes, a la division des
Firmicutes et a la classe des Thalobacteria, contenant 1’ordre des Actinomycetales

(Larpent, 2000). La classe des Actinobacteria.
3.1. Critéres actuels d'identification

La systématique des actinomycétes est basée actuellement sur les

criteres morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires.
3.2. Les critéres morphologiques

Les caractéres morphologiques principalement utilisés dans la classification

des actinomycetes sont:




Mémoire fin d’étude

» La présence, 'importance et la disposition des hyphes du mycélium du
substrat ou du mycelium aérien ;

» La presence de spores (Voir Fig.5), leur mobilité, leur disposition sur les
hyphes et leurs formes (Voir Fig. 6) ;

» La présence de structures particuliéres comme les sporanges, les sclérotes ou
synnemata ;

» la production et la couleur des pigments solubles sécrétés (Schofieled et
Schaal, 1981 ; Demain et Solomon, 1985).

Mais bien qu’il soit parfois possible de classer une souche sur la base de
criteres morphologiques tout a fait évident, ceux-ci ne suffisent pas pour établir une
détermination correcte et il est indispensable de considérer d’autres caractéres
(Lechevalier et lechevalier,1980).

Mono verticilles avec Bi verticille sans spires Droites

Spires

Figure 5 : Exemples de formes de chaines de spores des actinomycétes ; Photos
dans 1’ Atlas des actinomycetes1997 (Joachin, 2002).
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Figure 6 : Micromorphologie de quelques genres d’actinomycétes photographiés en
Microscope électronique.

1)Streptomyces avermectiniu 2)Streptomyces aomiensis ,3)Streptomyces xiamenensis,4)Nocardiopsis
valliformis 5) Actinopolyspora mortivallis, 6) Saccharomonospora halophila, 7) Streptomonospora

alba
8) Saccharopolyspora gijiaojingensis,9) Prauserella halophila Micrographies selon Takahashi et

al., 2002 (1), Nagai et al., 2010 (2), Xu et al., 2009 (3), Yang et al., 2008 (4), Yoshida et al., 1991 (5), Al-Zarban
et al., 2002 (6), Li et al., 2003a (7), Tang et al., 2009 (8) et Li et al., 2003b (9).

1: chaines de spores spiralées; 2: chaines en crochets ou en boucles; 3:
chaines de spores droites a flexueuses; 4: spores en batonnets et espacées
formant des chaines droites; 5: spores en batonnets formant de longues chaines
droites a flexueuses; 6: spores agencées par paires sur le MA; 7: spores ovales a
batonnets formant des chaines courtes; 8: spores rondes a ovales arrangées en

chaines; 9: spores en batonnets formant de longues chaines.
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4. Le cycle de développement des actinomycetes (Exemple type : Streptomyces
spp)

Le cycle de développement des Streptomyces débute par la germination
d’une spore donnant naissance a un mycélium primaire, formé d’hyphes non
séptees et plurinucléés, ramifié et ancré dans le milieu solide. Sur ce
mycélium primaire, se développera ensuite un mycélium aérien. Les extrémités
des hyphes aériens se cloisonnent et se différencient pour former des chaines
de spores uninucléées comme le montre la figure 7 (Flardh et Bruttner, 2009). Il
a été estimé qu’environ 60 % des Streptomyces produisent, pendant la phase
de limitations nutritionnelles, une famille de protéines du type y- butyrolactone
(Saffroy, 2006). Ces protéines constituent des intermédiaires entre les
modifications du milieu de culture et la synthése des antibiotiques (Demain et
Dijkhuizen, 2006).

spore libre germination sporale mycélium du substrat
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Figure 7 : Cycle de développement de Streptomyces griseus (Horinouchi, 2002).
5. Actinomycetes endophytes

Le terme «endophyte » sous-entend un microorganisme capable d’entrer a
I’intérieur d’une plante et d’y survivre au moins une partie de sa vie sans provoquer
de symptdmes apparents a son hoéte végétal. Cette définition correspond a la
définition de Hallmann, (2001) pour les bactéries endophytes et inclut également les
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microorganismes de nature fongique. Certains effets dans la promotion de la
croissance des plantes de ces endophytes peuvent méme former des symbioses
remarquables avec les plantes comme c’est le cas avec les genres Rhizobium
(Sessitsch et al., 2002), et Burkholderia dans les nodules des Fabacées (Moulin et
al., 2001 ; Chen et al., 2003 ; 2005 ; 2006). Les actinomycétes libérent les
cytokinines (Kraigher et al., 1991), des gibbérellines (Gogala, 1971) ou de
I’éthyléne (De Vries et al., 1987) mais la production de ces phytohormones est
beaucoup moins fréquente parmi les actinomycétales que celle de I’auxine. De
nombreux auteurs ont montré que les actinomyceétales étaient capables de synthétiser
I’AIA lorsqu’ils sont cultivés sur un milieu contenant du tryptophane (Gay et al.,
1989).

6. Le réle des actinomycétes dans la croissance du plant

Les actinomycetes sont des micro-organismes PGPR, capables de
coloniser larhizosphére grace a leurs caracteres antagonistes et compétitifs vis-
a-vis des autres microorganismes du sol. Certains sont connus pour leur
production de sidérophores qui permettent de chélater le fer ainsi privant le fer des
autres microorganismes (Cao et al., 2005 ; Getha et al., 2005). La production de

sidérophores par S. griseorubiginouse est efficace (Gamalero et Glick, 2011).

Certains actinomycetes stimulent la croissance des plantes de différentes
manieres. Elles sont capables de coloniser la rhizosphere, en utilisant les exsudats
racinaires comme substrats nutritifs, et ont, en retour, un effet bénéfique sur la plante.
Cet effet benéfique peut étre direct, lorsque la bactérie stimule la croissance
racinaire via la production de phytohormones, la solubilisation du phosphate
inorganique, la fixation symbiotique ou non de 1’azote (Sujatha et al., 2005). soit
indirect, lorsqu’elle inhibe la croissance des organismes phytoparasitaires
(antagonisme via production d’antibiotiques, d’antibactériens et/ou
d’antifongiques, de chitinases, protéase, glucanase de sidérophores etc...). Par
ailleurs, la symbiose associative (aptitude endophytique) entre la bactérie PGPB
et sa plante hote améliore grandement 1’efficacité du transfert de nutriments ou

autres substances bénéfiques de la bactérie a la plante (Gamalero et Glick ,2011).
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7. Hormone de croissance et I’effet PGPR

7. 1. Nature et fonctions des hormones naturelles
Il existe cing principaux groupes d'hormones naturelles :
1- au moins une auxine, ou acide indol-3-acétique (1AA) ;
2- plusieurs gibbérellines (GAL, GA2,..., GAn) ;
3- plusieurs cytokinines (CK) ;
5- acide abscissique (ABA) et composés inhibiteurs ;
6- éthylene.
7.1.1. Les auxines

Elles se trouvent dans la plupart des tissus de la plante y compris dans les
feuilles en sénescence. Le transport des auxines se fait dans le phloeme, des parties
aériennes vers les parties racinaires, mais également de cellule a cellule (transport
orienté),les auxines activent I'élongation des coléoptiles et des tiges et favorisent le
phototropisme et le géotropisme. Elles jouent un réle important dans l'initiation et la
formation des racines adventives et dans la différenciation du xyleme. Par contre,
elles inhibent I'élongation racinaire. La croissance des bourgeons axillaires est
également inhibée par le maintien de la dominance apicale, qui est sous le controle
des auxines (Cohen et al. 2003).

Elles retardent la sénescence des feuilles et la chute des fruits. La production
des auxines est inhibée par la déficience en zinc et en phosphore, elle est favorisée
par les gibbérellines et les cytokinines, qui en stimulent le transport. L'effet des
auxines peut varier selon leurs concentrations, le type de cellules et le stade de
développement de la plante (Ameziane, 1986) et (Nassar et al., 2005) (Voir Fig.8).
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Figure 8 : Structure chimique de I’acide indole-3-acétique (AIA) (Antonio et al.,
1996).
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7.1.1.1. La biosynthese d'auxine

Des études ont montré que cette molécule est synthétisée par la plante
principalement a partir du tryptophane. Il a été envisagé une voie secondaire de
biosynthése a partir d’indole. Le tryptophane est tout d’abord transformé en
indole-3-acétal oxime sous I’action d’enzymes a cytochromes P 450 (Cheng et al.,

2006). L’acide indole-3-acétique est alors obtenu via des réactions d’oxydation de
I’indole-3-acétald (Voir Fig.9).
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Figure 9 : Transport d’auxine dans le systéme racinaire (Cheng et al., 2006).
a) Le transport polaire améne I’auxine en bas de la racine, b) L’auxine se concentre en bas de la
racine et diffuse dans les cellules adjacentes, c) Le transport apolaire raméne 1’auxine dans la
partie supérieure de la plante, d) Schéma général du transport de I’auxine (Kramer et al., 2006).

7.1.2. Les cytokinines

Les cytokinines synthétisées dans les apex des racines, mais on les trouve aussi
dans les parties aériennes, les semences et les fruits, jouent un réle important dans la
germination et favorisent la division cellulaire. Elles activent l'initiation des feuilles,
des tiges et des stolons, et favorisent I'extension des feuilles et des cotylédons. Leur
role dans la transpiration est également rapporté. Les cytokinines inhibent la
sénescence des feuilles et permettent la levée de la dormance des graines ainsi que

celle de la dominance apicale des bourgeons axillaires chez certaines plantes (Mok et
Mok, 2001) (Voir Fig.10).
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Figure 10 : Structure chimique des cytokinines (Antonio et al., 1996).

7.1.3. Les gibbeérellines

Les gibbérellines synthétisées dans les apex racinaires. On les trouve aussi dans
les semences, les jeunes feuilles et les tiges. Leur transport des racines aux parties
aériennes se fait dans le xyléme. Plusieurs processus physiologiques sont activés par
les gibbérellines : La germination des semences, I'élongation des tiges, I'expansion
des feuilles, la floraison des plantes de jours longs et la croissance des fruits. Elles
lévent la dormance des semences et la dominance apicale. Mais elles inhibent la
sénescence des feuilles et la maturation des fruits. La synthése des gibbérellines dans
les racines et leur transport vers les parties aériennes sont inhibés par I'excés d'eau et

par I'effet des jours courts (Kaneko et al., 2003).

Chez la tomate, les gibbérellines induisent la sortie de la radicule a travers
la graine et induisent I'expression des expansions et des génes de modification de la
paroi cellulaire (Peng et al., 2002) (Voir Fig.11).

HO 0

HO 0

H4C CH,

HO OH

Figure 11 : Structure chimique des gibbérellines (GA) (Antonio et al., 1996).
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7.1.4. L'éthylene

L'éthylene produit par toutes les parties de la plante, plus particulierement, dans
les régions apicales en croissance active et au cours de la maturation des fruits, étant
donné sa nature volatile, son transport est peu connu, mais il circule des racines vers
les parties aériennes.

Les effets produits par I'éthylene sont : La maturation des fruits, la sénescence des
feuilles et la chute des organes ainsi que la levée de la dominance apicale des
bourgeons axillaires sont les principaux. Cette hormone inhibe la division cellulaire
ainsi que le géotropisme des tiges et des racines. La production de I'éthylene est
stimulée par la maturation des fruits, la sénescence des feuilles et des fleurs, le stress
hydrique et I'effet des autres hormones. Sa production est inhibeée par la lumiere et
par des conditions d'anaérobie (Ameziane, 1986).

7.1.5. L'acide abscissique

La synthése de I'acide abscissique se fait essentiellement dans la partie terminale
des racines. On le trouve aussi dans les feuilles, les bourgeons, les semences, les
fruits et tubercules. Cette hormone circule facilement au niveau des cotylédons, des
feuilles et des racines. La fermeture des stomates, la sénescence des feuilles,
1'abscission, la dormance des bourgeons, et la formation des tubercules et des racines
adventives sont des effets bien connus de l'acide abscissique. Son rdle dans la
régulation stomatique en relation avec les réponses adaptatives des plantes au stress
hydrique est essentiel (Ameziane, 1986).

L'acide abscissique inhibe la germination des semences, la croissance des
bourgeons axillaires, I'élongation des tiges et des racines, et l'initiation florale. Le
stress hydrique, I'exces d'eau, la déficience en éléments minéraux et la salinité
augmentent la production de I'acide abscissique (Wilkins, 1984 ; Salisbury et Ross,
1985) (Voir fig.12).

COOH
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Figure 12 : Structure chimique de I’acide abscissique (ABA) (Antonio et al., 1996).
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Matériel et méthodes
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1. Matériel
1.1 Matériel végétal
1.1.1 La tomate

Les semences de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) Utilisées dans
cette étude sont représentées par le cv. Marmande qui est utilisé pour tester
I’efficacité les isolats d’actinomycétes endophytiques dans la promotion du taux de
germination et de la croissance des plantules. Le choix de la variété de tomate
est basé sur sa tres large utilisation en culture sous serre en Algérie (Snoussi,
2010). Ces semences sont originaires d’une récolte de I’année 2012 (Alger). Les
caractéristiques principales de cette variété sont : semence fixée, leur croissance semi
déterminée, rendement tres précoce et elevé, peut étre cultivé sous abris plastique et

en plein champ.
1.2. Matériel biologique
1.2.1. Les isolats d’actinomycétes

Un total de 26 isolats d’actinomycétes endophytes ont été isolés et purifiés a
partir des racines des plantes prélevées de la région d’EL-khneg Laghouat (33°44'
N, 2°47' E), L’isolement des ces souches été réalisé par (Taibi H et Guenfoud F,
2013) a partir des racines de palmiers dattiers (Phoenix dactilefera) et par (Chouyeb
S et Nia M, 2012) ont été isolés de trois plantes spontanées du Sahara algérien
(Aristida pungens, Panicum turgidum et Solanum nigrum) et un isolement été
effectuer par Azouaou K et Kiboub I, 2012) a partir (Cleom arabica, Zyziphus lotus),

sont représenté dans le tableau 3.

2. Méthodes

2.1. Identification préliminaire des souches d’actinomycetes

Selon la méthode utilisée par Sabaou et al., (1998), les caractéristiques
morphologiques et culturales (couleur du mycélium du substrat, mycélium aérien,
type de chaines de spores, pigments diffusables, type de la chaine de spores), la
détermination des isolats d’actinomycétes appartenant au genre Streptomyces a été

effectuée.
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Tableau 3 : Origines d’isolement des isolats d’actinomycéte.

Souches Plante d’origine Souches Plante d’origine
d’actinomycétes d’actinomycétes
AR1, AR2
TL1, TL2, TL3
TL4, TL5, TL8
stragalus armatus
DN4, DN19 AP4
Phoenix dactylefera
ZL1 - — SN2, SNG,
SN10, SN3
Zizyphus lotus
PT1, PT2 ML1, ML2, -
ML3, ML4
F;anicum turgidurﬁd Medicago laciniata
CA2, CA7
CAll, CA13

Cleome arabica
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2.2. Test de solubilisation du phosphate inorganique

Afin de tester le pouvoir de dissolution des phosphates inorganiques
(Ca3(P0O4)2) par les 26 souches d’actinomycétes le milieu PVK blanc et violet a été
utilisé selon la méthode décrite par Hariprasad et Niranjana (2009). Cette méthode
consiste a déposé un disque de 6 mm de diamétre d’une culture active de chacune des
souches étudiées a la surface du milieu de culture. Les boites ont été ensuite incubées
a 30°C pendant 7 jours. La présence ou 1’absence d’un halo clair autour des colonies

a été notée.
2.3. Test de production de chitinases

Afin d’évaluer la capacité d’actinomycetes a produire des chitinases le milieu
CCB (Colloidal Chitin Broth) a été utilisé selon la méthode de Hamdali et al,.
(2008). Cette méthode consiste a déposer un disque de 6 mm de diamétre d’une
culture active de chacune des souches étudiées a la surface du milieu de culture. Les
boites ont été ensuite incubées a 30°C pendant 7 jours. La présence ou I’absence d’un

halo clair autour des colonies a été notée.
2.4. Test de production protéases

Pour tester la capacité des 26 souches d’actinomycétes a produire des
protéases, le milieu SMA (Skim Milk Agar) a été utilisé selon la méthode de
Hariprasad et Niranjana (2009). Le test consiste a déposer un disque gélosé de 6 mm
de diamétre d’une culture active de chacune des souches étudiées a la surface du
milieu de culture. Ensuite, les boites ont été incubées a 30°C pendant 7 jours. La

présence ou 1’absence d’un halo clair autour des colonies a été notée.
2.5. Test des sidérophores

En vue de tester la production des sidérophores par les isolats
d’actinomycetes, deux milieux de culture ont été utilisé : AIM (sans fer) et le milieu
CAS bleu (Chrome Azurol S) selon la technique décrite par Schwyn et Neilands
(1997). Cette technique consiste a déposer des disques fins de 6 mm de diameétre
d’une culture active de chacune des souches étudiées a la surface du milieu de

culture. Ensuite, les boites ont été incubées a 30°C pendant 7 jours. La présence ou

—_—



http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21179/apa.html#_Schwyn__B___Neilands__B__J___1987__
http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21179/apa.html#_Schwyn__B___Neilands__B__J___1987__
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I’absence d’un halo clair autour des colonies sur milieu CAS et la croissance

sur milieu AIM a été notée.

2.6. Controle biologique in vitro

Trois traitements des semences ont éteé réalisés afin de déterminer I’effet des
actinomycetes endophytes, sur le taux de germination, la croissance et le
développement des graines de tomate :

- Traitement par les 26 souches d’actinomyceétes ;

- Un témoin négatif (graine désinfecté) ;

- Traitement sérénade ;

Pour ce laun test in vitro aété effectué selon les étapes suivantes :

2.6.1. Désinfection et traitement des semences

Une désinfection des semences a était effectuée par trempage dans 1’éthanol
a 70% pendant 5 min, suivie de 2 ringages successifs a 1’eau distillée stérile pour
¢liminer le reste de 1’agent désinfectant. La bacterisation est réalisé par un trempage
des semences dans les eppendorfs contenant la suspension de spores pendent 30 min

suivi d’un séchage sous hotte a température ambiante (Voire Fig.13).

Figure 13 : Les différentes étapes de désinfection et traitement des semences.
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2.6.2. Préparation de suspensions de spores

Les suspensions de spores ont été préparées par un raclage de la surface de la
culture des actinomyceétes. Une solution stérile de twin 80 a 0,005% a été ajoutée a
la surface des cultures en boite de Pétri. Les suspensions de spores étaient ensuite

ajustées a 10° ufc/ml et cela a Iaide d’une cellule de Thomas (Voir Fig.14).

Cellule de Thomas Trempage des semences dans les eppendorfs

Figurel4 : Protocol de préparation de suspension de spore.
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2.6.3. Dispositif expérimental

La germination des graines était effectuée dans des boites de Pétri contenant
du papier buvard imbibé d’eau distillée stérile. Dix semences traitées ont été
déposeées a la surface du papier buvard avec 3 répetitions pour chaque traitement,
dans une chambre de culture a température ambiante (environ 25°C) et sous un

éclairage naturel (environ 14h de lumiére par jour).

Les boites ont ét¢é maintenues humides par addition de 3 ml d’eau
distillée quotidiennement, afin d’éviter le desséchement des graines un dispositif
expérimentale a été réalisé. Apres 10 jours de culture, le taux de germination final
était évalué et le matériel vegétal était récupéré dans le but de déterminer le taux

des plantules (Voir Fig.15).
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Figurel5 : Dispositif expérimental in vitro. (Ou chaque couleur représenter un
traitement par les souches d’actinomycetes)

2.7. Controle biologique in vivo

Dans le but de confirmer I’effet des actinomycetes endophytes sur le taux de

germnation, croissance et développement un test in vivo a été réalisé.

Le protocole de la désinfection et de la préparation des suspensions

des spores sont similaires a ceux réalisés pour le biocontréle in vitro.
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Le semis est effectué en sol sableux prélevé de la région d’El-Bordj a
Laghouat (33°47°N, 2° 52’E). Le sol utilisé a subit une stérilisation par autoclavage a
120°C pendant 20 mn afin d’éliminer toute forme de vie pouvant affecter la

germination et la croissance des plantules.

Des pots en polyéthyléne ont été conditionnés en sol stérile pour étre semés
ensuite a raison de six graines par pots avec cing répétitions par traitement, le

dispositif expérimental in vivo été réaliser le méme que le dispositif in vitro.

Les pots sont ensuite déposés selon un dispositif dans une chambre de culture
a température ambiante (environ 25°C) et sous un éclairage naturel (environ
14h de lumiére par jour). L’irrigation des cultures a été effectuée régulierement dans
le but de maintenir une certaine humidité du sol. Aprés 4 semaines de culture, le
taux de germination des plantules, la longueur des racines et des tiges (tige racine),
le poids frais et le poids sec des plantules ont été évalues.

2.8. Analyse statistique

Les résultats des tests de biocontrdle in vitro et in vivo ont subis une analyse
de ’ANOVA a l’aide du logiciel StatBox. Les différences sont considerées

significatives lorsque la probabilité "P" est inferieure ou égale a 5%.
2.9. Test de production d’AlA

Les six meilleures souches d’actinomycetes qui ont un effet positif sur la
longueur des racines dans le test de biocontrdle in vivo le pouvoir de ces derniéres a
produire I’ATA (Bano et Musarrat, 2003). Des disques gélosés (6 mm de diameétre) de
culture active des isolats testés ont été ensemencés dans un erlenmeyer de 250 ml
contenant 25 ml de bouillon YT (Ahmad et al., 2004). Ensuite ont été incubée en
shaker a (30 °C, 200 rpm) pendant 5 jours. Les cultures étaient ensuite centrifugées
(4000 rpm pendant 30 mn) (voir Fig.16), la présence d’AIA était révélées par le

réactif de Salkowski.

2.9.1. Dosage I’acide indole-3-acétique(AlA)
En vue de quantifier I’AIA produit par les souches, 1 ml de surnageant été

récupéré et révélé par 2 ml du réactif de Salkowski. Dans un tube a hémolyse. Le
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mélange était ensuite incubé dans une chambre noire pendant 1heur pour développer
la couleur rose (indiquant la présence d’un indole). Le dosage était ensuite effectué

par spectrophotométrie a 530 nm et la quantité d’indole, exprimée en pg/ml, était

déduite d’une courbe d’étalonnage par I’AIA (Voir Fig.16).

- Bouillon YT +Actino apres incubation -Centrifugation

1- Production 1’ Acide indole-3-acétique (AlA).

e ——

2- Dosage I’acide indole-3-acétique(AIA) a I’obscurité.

Figure 16 : Protocole de test de production de I’ AIA.
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Résultats et discussion
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1. Identification préliminaire des actinomycéetes endophytes

La description de la couleur du mycélium aérien, mycélium du substrat et les
pigments diffusibles des souches d’actinomycétes est représentée dans le tableau.4

RF : Rectus flexibilis.

(voir Fig.17).
Tableau 4 : Identification préliminaire des actinomycetes endophytes.
Isolats Couleur du Type de Genre
Mycélium | Mycélium de Pigment chaine
aerien substrat diffusable de
spores
AAl, AA2 Jaune claire | Jaune claire Jaune S Streptomyces
DN4 Gris Jaune Absent S Streptomyces
DN19 Gris Gris Absent S Streptomyces
ZL1 Blanc Gris Marron foncé RF Streptomyces
PT1, Gris Gris Absent S Streptomyces
PT2 Gris rosatre Non coloré Absent S Streptomyces
CA2 Gris brunatre Beige Absent S Streptomyces
CA7 claire brunatre Marron claire / Non-
CAll, CA13 Blanc Orange claire Absent / Streptomyces
TL1,TL2, TL3 | Beige claire | Beige claire Jaune S Non-
TL8,TL4 Blanc Blanc Marron foncé S Streptomyces
TL5 Gris Gris Absent S Streptomyces
AP4 Gris foncé Gris Absent S Streptomyces
Beige Claire Streptomyces
SN2, SN3 Gris a grisatre Absent S Streptomyces
SN6 Jaune Blanc Jaune RF
SN10 Blanc Jaune claire Absent / Streptomyces
ML1,ML2,ML Jaune Blanc Marron claire S Streptomyces
3 verdatre Jaune Jaune S Streptomyces
ML4 Jaune claire Jaunatre Streptomyces
Streptomyces
S : Spiralis.

Les caractéristiques morphologiques de la couleur du mycélium du substrat,

mycélium aérien, pigments diffusib les et du type de chaines de spores (Voir Fig.18)

ont permis de classer la majorité des actinomycétes endophytes parmi le genre

Streptomyces. Les deux isolats restantsont été classés en dehors du genre
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Streptomyces. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Goodfellow et
Simpson, (1987) qui confirment que la majorité des actinomycetes endophytes

appartiennent au genre Streptomyces.

Figure 17 : Observation macroscopiques des actinomycetes.

A) Mycélium aérien gris sombre et absence des pigments ;

B) Mycélium aérien blanc avec des pigments jaunatre ;

C) Mycélium aérien gris blanchatre avec des pigments marron clairs ;
D) Mycélium aérien gris claire gris verdatre et absence des pigments ;
E) Mycélium aérien gris avec des pigments marron ;

F) Mycélium aérien blanc sont pigment ;
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Figurel8 : Observation microscopiquedu type de chaine de spore (forme spirale)

2. Test de solubilisation du phosphate inorganique

Les résultats du test de solubilisation des phosphates inorganiques sur les
deux milieux de culture (PVK Blanc et PVK violet) sont représentés par un halo clair
autour des colonies des actinomycetes qui solubilise le phosphate. La présence ou
I’absence de 1’halo clair autour des colonies ainsi que de diamétre de ce dernier sont

représentées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Présence ou absence de ’halo clair sur les deux milieux PVK.

Milieu PVK violet

Milieu PVK blanc

souches

Croissance
(mm)

diamétre
d'halo
(mm)

souches

Croissance
(mm)

Halo

diamétre
d'halo
(mm)

CA2

CA2

CA7

CA7

CAll

CAll

CA13

CA13

+| +

SN2

SN2

SN3

SN3

+

SN6

SNG6

SN10

SN10

AP4

AP4

TL1

TL1

TL2

TL2

TL3

TL3

TL4

TLA

TL5

TL5

TLS8

TL8

o I I N S A S

Z11

Z11

DN4

DN4

DN19

N[N WD

DN19

ML1

ML1

+| 4|+

ML2

ML2

ML3

ML3

ML4

ML4

AAl

AA2

PT1
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(-) : absenced’halo ;(+) : présence d’halo
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Parmi les 26 souches d’actinomycétes endophytes, 17 souches, dans le milieu
PVK blanc et 19 souches dans milieu PVK violet, sont capables de solubiliser le
complexe Ca3(PO4)2 et produire des zones claires autour des colonies. Le diamétre
de I’halo clair varie entre 1 et 4 mm dans le milieu PVK violet (Voir Fig.19 A)et1 a
12 mmPVK blanc (Voir Fig.19 B). Les zones claires sont dues a la production des
acides organiques dans le milieu entourant les colonies. Le changement de pH autour
des colonies dans le milieu PVK violet est un indicateur de solubilisation de
phosphore (Hariprasad et Niranjana, 2009 et Hamdali et al., 2008)(Voir Fig.19 A).
Ceci peut impliquer une stimulation directe de la croissance par le biais d’une
biofertilisation (Moody et al., 2001).

Halo claire

1-

Figure 19 : Apparition des zones claire autr des suches
(A. PVKviolet ; B. PVK Blanc)

3. Test de production des chitinases

Aprés 7 jours d’incubation sur milieu CCB (Colloidal Chitin Broth), nous
avons observés I’apparition d’un halot clair autour de quelques colonies
d’actinomycetes. Les résultats obtenus sont montrées dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Résultats du test de production des chitinases sur milieu CCB.

Souches Croissance (mm) Halo Diametre d'halo (mm)
CA2 15 + 2
CA7 18 - -
CAll 13 - -
CA13 10 + 2
SN2 7 + 0,5
SN3 10 + 1
SN6 12 + 1
SN10 - - -
AP4 11 + 1
TL1 - - -
TL2 8 - -
TL3 7 + 0,5
TLA 14 - -
TLS 9 + 1
TL8 12 - -
Z11 - - -
DN4 16 + 1
DN19 15 + 1
ML1 10 + 1
ML2 11 + 1
ML3 12 + 1
ML4 10 + 1
AAl 10 + 1
AA2 9 + 1
PT1 10 + 0,5
PT2 13 + 1

(—) : absence d’halo ; (+) : présence d’halo

18 souches d’actinomyceétes parmi les 26 sont capables de produire des
chitinases. Ces souches sont capables de degrader la chitine qui est le constituant

principal de la paroi des champignons phytopathogenes. De ce fait, les souches qui
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produisent des chitinases peuvent avoir un effet inhibiteur de la croissance des
champignons phytopathogénes notamment ceux qui appartiennent a la classe des
Ascomycetes et les Deutéromycetes ou la chitine est le constituant principal de la
paroi fongique. Les résultats de plusieurs travaux confirment que certains
actinomycetes notamment le genre Streptomyces produisent des chitinases (El-
Tarabily et al., 2006; Sabaou et al., 1998 et Schottel et al., 2001) (Voir Fig.20).

Figure 20 : Apparition de 1’halot clair autour de la colonie d’actinomycéte

4. Test de production des proteases

Les 26 souches d’actinomycetes sont testées sur un milieu SMA riche en
protéines pour sélectionner les meilleures souches productrices des protéases. Les
résultats obtenus apres incubation & 30 °C pendant 7 jours (présence ou absence d’un

halo clair autour des colonies), sont mentionnés dans le tableau 7.

D’apres le tableau 7, 21 souches d’actinomycétes sont capables de dégrader
les protéines. Le diametre de 1’halo clair varie entre 0,5 mm et 5 mm (Voir Fig.21).
Plusieurs travaux ont montré que différentes especes du genre Streptomyces sont
capables de produire des protéases (Savijoki et al., 2006 ;Wang et al., 2007). Ces
derniéres catalysent 1I’hydrolyse des protéines en acides aminés. Nous pouvons
conclure que les souches productrices des protéases sont capables d’une part de
dégrader la matiére organique donc donnent une meilleur fertilité au sol et d’autre

part, sont capables d’avoir une activité antifongique contre les champignons
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phytopathogeénes en dégradant les protéines de la paroi fongique (Dierckx et
Dewettink, 2002 et Ralet et al., 2002).

Tableau 7 : Présence ou absence d’halo clair autour des colonies.

Souches Croissance (mm) Halo Diametre d'halo(mm)
CA2 20 + 2
CA7 17 + 2
CA1l 10 + 1
CA13 12 + 2
SN2 25 + 4
SN3 25 + 2
SN6 25 + 3
SN10 8 - -
AP4 17 + 2
TL1 18 - -
TL2 16 + 1
TL3 22 + 0,5
TL4 - - -
TL5 25 + 3
TL8 25 + 2
ZL1 7 - -
DN4 25 + 4
DN19 20 + 2
ML1 15 + 1
ML2 18 + 1
ML3 25 - -
ML4 15 + 1
AAl 16 + 1
AA2 14 + 1
PT1 3 + 3
PT2 25 + 5

(-) : absence d’halo ; (+) : présence d’halo.
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Figure 21 : Présence d’un halo clair autour des colonies d’actinomycétes.

5. Test de production des siderophores

Apreés incubation des actinomycétes pendant 7 jours a 30°C sur milieu AIM
(milieu sans fer), les souches qui ont montré une croissance négative (voir. Fig. 22A)
(nécessite le fer pour la croissance) ont été retenus pour le test sur milieu CAS (riche

en fer).

Les résultats de la croissance des souches sur milieu AIM sont représentés

dans le tableau.8.

D’aprés ce tableau, 4 souches (AA2, ZL1, SN10 et TL2) sont caractérisées
par une croissance négative. Ces dernieres ont été testées sur le milieu CAS bleu.
Les résultats de ce test sont montrés dans la figure 22 B. Ces 4 souches ont montré
un halo jaune autour des colonies. Cela est un indicateur de la production des
sidérophores qui permettent de chélater le fer et le priver des autres
microorganismes (Coa et al., 2005 et Getha et al., 2005). L’aptitude a produire des
sidérophores est une caractéristique tres intéressante surtout dans les sols pauvres en
fer ou bien pour les cultures qui sont sensibles a la carence en fer.

Les résultats des tests pour les 26 souches d’actinomycetes montrent que la
souche AA2 produit des chitinases, des protéases, elle est capable de solubiliser le
phosphore inorganique et de produire des sidérophores. De ce fait, cette souche est
tres intéressante dans le domaine de la biofertilisation des cultures.




Tableau 8 : Les résultats du test sur milieu AIM.

Souches Croissance
CA2 +
CA7 +

CAll m
CA13 +
SN2 +
SN3 +
SN6 +
SN10 -
AP4 +
TL1 +
TL2 -
TL3 +
TL4 +
TL5 +
TL8 +
Z1L1 -
DN4 +
DN19 +
ML1 +
ML2 +
ML3 +
ML4 +
AAl +
AA2 -
PT1 +
PT2 +

(-) : absence d’halo ; (+) : présence d’halo
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Figure 22 : Résultats du test de production des sidérophores (A : milieu AIM ; B :
milieu CAS)

6. Controle biologique in vitro

Vingt-six souches d’actinomycétes endophytes ont été utilisées pour tester

leur influence sur la croissance des plantules de tomate in vitro.

Les résultats du taux de germination des graines sont représentés par les
histogrammes de la figure 23 et le tableau 9.
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Figure 23 : Le taux de germination des graines de tomate in vitro.

Tableau 9 : Taux de germination in vitro.

Souches Taux de germination%
SN6 63,3
ML4 73,3
AAl 73,3
ML1 76,6
AP4 76,6
PT1 76,6
SN3 76,6
DN4 80

DN19 80
TL1 80

sérénade 80

TL5 83,3
CA13 83,3
CA1l 83,3

SN2 83,3

CA7 83,3

Témoin 83,3
CA2 86,6
ML3 86,6
ZL1 86,6
TL3 90
AR2 90
TL4 90
SN10 90
TL2 93,3
PT2 93,3
TL8 93,3
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A la lumiére de ces résultats nous remarquons clairement que uniquement dix
souches avaient une influence élevée sur le taux de germination par rapport au
témoin et 15 souches par rapport au sérénade®. Le taux le plus éleveé arrive a 93,33%
par certains isolats d’actinomycetes endophytes : TL2, PT2, TL8. Donc, nous
constatons que ces derniers s’avérent intéressants dans 1’induction de la germination

des graines de tomate de la variété Marmande (Voir Fig.24).

Figure 24 : Taux de germination des graines de différents traitements in vitro :

1) Témoin, 2) Traitement sérénade® ,3) Semence bactériesées avec les spores de la souche TL2.

Le traitement statistique de ces résultats montrent une différence trés hautement
significative (Tab.10) et cela indique qu’il ya une variabilité de |'effet des actinomycetes sur

le taux de germination.

Tableau 10 : Résultats de I’analyse de variance d’essai in vitro.

Source de variabilité S.C.E ddL C.M. F P
Var. TOTALE 4606,160| 83 55,496
Var. FACTEUR 1 4539,433| 27 168,127 141,100 0,000
VAR.RESIDUELLE 1 | 66,727 56 1,192
Coef. variation %1,320
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Le test LSD a 5% classe nos souches en 08 groupes homogenes. Les resultats

sont représentés par le tableau 11.

Tableau 11 : Comparaison multiple des moyennes de taux de germination.

Souches | Modalité | Moyenne% Groupes homogenes
TL2 F1n25 93,300 | A
TL8 F1n21 93,300 | A
PT2 Fin7 93,300 | A
CA2 Finl7 93,267 | A
SN10 F1n20 90,000 B
AA2 F1n6 90,000 B
TL3 F1n26 90,000 B
TL4 F1n23 90,000 B
ML3 F1nl8 86,600 C
ZL1 F1n10 86,500 C
CAl1l F1nl3 83,300 D
CA7 Fin12 83,300 D
Témoin F1n27 83,300 D
SN2 F1nl5 83,300 D
TL5 F1ln24 83,300 D
CA13 Finl 83,300 D
DN4 F1n8 80,000 E
Sérénade F1n28 80,000 E
DN19 F1n5 80,000 E
TL1 F1n22 80,000 E
AP4 F1n3 76,600 F
PT1 Finl4 76,600 F
SN3 Finll 76,600 F
ML1 F1n19 76,600 F
ML4 F1ln2 73,300 G
ML2 F1n9 73,300 G
AAl Fin4 73,300 G
SN6 F1nl16 63,300 H

D’aprés le tableau 11, nous ne constatons que le groupe A est représenté par
les meilleures souches (TL8, PT2, TL2) qui augmentent le taux de germination des
graines de tomate (93,3%). Par contre, le dernier groupe H est représenté par la
souche SN6 qui a diminué nettement le taux de germination des graines (63.3%) par
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rapport au témoin et au sérénade. Ce dernier est un biofongicide largement utilisé en

lutte biologique contre les fusarioses.

Ces resultats sont confirmes par plusieurs travaux ou ils ont constaté que
certaines especes d’actinomycetes notamment ceux qui appartiennent au genre
Streptomyces ont un effet dans I’induction de la germination des graines et cela
semble étre du a la production des gibbérellines par ces actinomycétes. Les
gibbérellines sont des hormones de croissance vegétale qui ont un réle important
dans la stimulation de la synthése des enzymes hydrolytiques comme les alpha-
amylases qui hydrolysent les réserves a I’intérieur de la graine pour quelles soient
utilisées par I’embryon (Salamone et al. 2005, Harman et al., 2004 et Haas et
Defago, 2005).

7. Controle biologique in vivo

Les résultats du taux de germination in vivo sont identiques a ceux observeés
dans le test in vitro ou les souches TL8, PT2 et TL2 sont les meilleures souches qui

ont un effet positif sur le taux de germination des graines de tomate.

Les différents traitements des semences par des actinomycetes endophytes ont
été également menés pour étudier I’effet PGPR. Les résultats de la longueur des tiges

et des racines sont représentés par les figures (25, 26).
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Figure 25 : Résultat de la longeur des tiges et des racines des plantules de tomate.




Mémoire fin d’étude

Figure 26 : Comparaison des résultats du témion et traitement ZL1. (A-longueur des

tiges, B- longeur des racines)

D’aprés ces résultats obtenus nous constatons que les souches ZL1, DN19
sont les meilleures souches qui ont un effet positif sur la croissance des tiges et des

racines, du fait qu’elle assure la meilleure croissance des plantules.

Les traitements statistiques des résultats de la longueur des tiges ont montré
une différence hautement significative. Cela confirme que les souches

d’actinomycetes exercent une action différente (Voir Tab.12).

Tableau 12 : Résultat de I’analyse de variance de la longueur des tiges.

Source de variabilité S.C.E ddL C.M. F P
Var TOTALE 41602,962 | 111 374,801
Var. FACTEUR 1 14830,408 27 549,274
VAR.RESIDUELLE 1| 26772,554 84 318,721 1,723 0,031
Coef.variation%22,941

Les résultats du test LSD a 5% sont mentionnés dans le tableau 13.




Mémoire fin d’étude

Tableau 13 : Résultats du test LSD a 5% de la longueur des tiges.

Souches Modalité Moyennes (mm) | Groupes homogeénes
DN19 F1n5 103,250 A
Z1L1 F1n18 91,875 A
ML3 F1nl10 90,563 A B
PT2 Fin7 87,330 A B
ML2 F1n9 85,775 A B
TL1 F1n22 85,475 A B
TL8 F1n21 85,250 A B
ML1 F1n19 85,000 A B
TL3 F1n26 83,875 A B
CA7 Flnl2 83,833 A B
TLS F1n24 82,950 A B
CA2 Finl7 82,178 A B
SN10 F1n20 82,165 A B
AAl Fln4d 81,830 A B
TL4 F1n23 80,225 A B
CA13 Finl 79,625 A B
SN2 F1nl5 78,250 A B
PT1 F1nl4 74,703 A B
SN3 Flnll 72,768 A B
DN4 F1n8 72,553 A B
TL2 F1n25 70,375 A B
AP4 F1n3 69,938 A B
SN6 F1nl6 67,665 A B
ML4 F1n2 66,563 A B
Sérénade F1n28 65,415 A B
Témoin F1n27 65,275 A B
CAll F1n13 61,583 A B
AA2 F1n6 42,688 B
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Le test LSD a 5%, classe nos souches en 3 groupes homogenes. Le groupe A
est représenté par les souches : DN19 et ZL1 ou la croissance des tiges est la
mellieure (103,25 mm, 91,87mm) . Le groupe AB regroupe 23 souches et en fin le
groupe B qui est représenté par la souche AA2 ou la longueur de tige est la plus
faible (42,63mm) (Voir tableau.13).

Le traitement statistique des résultats de la longueur des racines montre une
différence tres hautement significative (tab.14).

Tableau 14 : Résultat de I’anlyse de la variance de la longueur des racines.

Source de variabilité S.C.E ddL C.M. F P
VarTOTALE 15986,276 139 115,009
Var.FACTEUR 1 8209,202 27 304,045 | 4,379 0,000
VAR.RESIDUELLE 1| 7777,073 112 69,438

Coef. variation %20,827

Le test LSD a 5% classe nos souches en 9 groupes homogénes. Le groupe A est

représenté par les souches DN19, ML1, CA2 ou le longueur des racines est la plus élevée.

Par contre, le dernier groupe E regroupe la souche AA2 ol la longueur des racines est la

plus faible (tabl.15).
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Tableaul5. Résultats du test LSD a 5% de la longueur des racines.

Souches Modalité | Moyennes (mm) | Groupes homogénes
DN19 F1n5 53,000 A

ML1 F1n19 53,000 A

CA2 Finl7/ 49,764 A

ML3 F1n18 47,500 Al B

ZL1 F1nl10 46,624 A|B

TL4 F1n23 46,500 A|B

AP4 F1n3 45,350 A|B

SN10 F1n20 44,164 A|B|C
Sérénade F1n28 44,066 A|B|C

CA7 F1nl2 43,580 A|B|C

PT1 Finl4 43,324 A|B|C|D
ML2 F1n9 42,000 A|B|C|D
PT2 Fin7 40,750 A|B|C|D
CAll F1nl3 40,414 A|B|C|D
SN2 F1nl5 40,066 A|B|C|D|E
AAl F1n4 39,912 A|B|C|D|E
SN3 Flnll 39,894 A|B|C|D|E
SN6 F1nl6 39,000 A|B|C|D|E
TLS5 F1n24 38,074 A|B|C|D|E
TL3 F1n26 37,950 A|B|C|D|E
CA13 Finl 37,374 A|B|C|D|E
TL8 F1n21 36,340 A|B|C|D|E
DN4 F1n8 36,110 A|B|C|D|E
TL1 F1n22 35,120 A B|C|D|E
TL2 F1n25 28,174 B|C|D|E
Témoin F1n27 25,370 C|D|E
ML4 F1ln2 24,750 D|E
AA2 F1n6 22,100 E
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D’aprés ces résultats, nous constatons que la souche DN19 est la mellieure
souche qui stimule la croissance des tiges et des racines. Cependant, les graines de
tomate traitées par la souche AA2 ont montré la plus faible croissance des racines et
des tiges.

Plusieurs travaux ont montré I’effet positif ou négatif de certaines souches
d’actinomycetes sur la promotion de la croissance des plantules (Logman, 2009 ;
Adjanohoun et al., 2012). Cela semble étre due a la production des hormones de
croissance (Gibbérellines, Cytokinine, Auxines...etc.) par ces souches. Ces
hormones de croissance ont une action directe sur la différentiation et la
multiplication cellulaire (Logman, 2009 ).

Les résultats du poids frais et poids sec pour le test in vivo sont représentés
par la figure 27.
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Figure 27 : Résultat du poids frais et poids sec des plantules de tomate.

Pour la promotion de la croissance des plantules exprimées en poids frais et
poids sec, nous constatons que le meilleur traitement pour la variété Marmande était
observé par les souches TL5, TL4, TL8, DN19.

Les traitements statistiques des résultats du poids frais ont montré une

différence tres hautement significative (Tab.16).
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Tableau 16 : Résultat de I’analyse de la variance du pois frais.

Source de variabilité S.C.E ddL C.M. F P
Var TOTALE 0,235 139 0,002
Var. FACTEUR 1 0,106 27 0,004 3.416 0,000
VAR.RESIDUELLE 1 0,129 112 0,001
Coef. variation % 75,596

Le test LSD a 5% classe nos souches en 7 groupements homogeénes. Le

groupe A est représenté par la souche DN19 avec le meilleur poids frais des

plantules. Le dernier groupe D regroupe les souches CA11, ML4, DN4 (Voir

Tab.17).
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Tableau 17 : Résultat du test LSD a 5% du poids frais.

Souches | Modalité | Moyennes (mm) | Groupes homogenes
DN19 F1n5 0,112 A
TL8 F1n21 0,101 A | B
TL4 F1n23 0,097 A| B | C
TLS F1n24 0,086 A | B C D
CA2 Finl17 0,080 A| B | C|D
TL3 F1n26 0,066 A| B | C|D
TL1 F1n22 0,065 A | B C D
SN10 F1n20 0,057 A| B | C|D
Z1L1 F1nl10 0,047 A| B | C|D
ML1 F1n19 0,043 A | B C D
Témoin F1n27 0,042 A | B C D
AP4 F1n3 0,042 A| B | C|D
AAl Fln4d 0,041 A | B C D
SN3 Flnll 0,037 B C D
PT1 F1nl4 0,037 B | C | D
TL2 F1n25 0,033 B C D
PT2 Fln7 0,033 B C D
ML2 F1n9 0,032 B | C | D
ML3 F1nl8 0,029 B C D
SN2 F1nl5 0,027 B C D
Sérénade F1n28 0,026 B|C | D
CA7 Flnl2 0,026 B C D
AA2 F1n6 0,024 B|C|D
CA13 Finl 0,022 B | C | D
SN6 F1nl6 0,018 C D
CA1ll1 F1nl3 0,012 D
ML4 F1n2 0,011 D
DN4 F1n8 0,009 D
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Les traitements statistiques des résultats du poids sec des plantules de tomate

montre une différence significative (Tab.18).

Tableaul8 : L’analyse de la variance du poids sec des plantules.

Source de variabilite | S.C.E ddL C.M. F P
Var TOTALE 0,080 139 0,001
Var. FACTEUR 1 0,026 27 0,001 2,066 0,005
VAR.RESIDUELLE 1| 0,053 112 0,000
Coef. variation % 133,213

Les résultats du test LSD a 5% classe nos souches en 03 groupes homogenes.
Le groupe A est représenté par la souche TL4 avec un meilleur poids sec des
plantules. Le groupe AB regroupe les souches par TL8, CA2, DN19, TL1 et le

groupe B qui est représenté par les 21 souches restantes (Tableau 19).

L’ enrobage des semences par les spores des souches DN19, ZL1, CA2, TLS8,
TL4 montre clairement 1’effet positif sur la promotion de la croissance des plantules
(longueur des racines et des tiges et poids frais sec et poids frais) comparativement

au sérénade et au témoin.

Ces résultats sont conformes avec les résultats obtenus par plusieurs travaux
qui confirment que certaines especes du genre Streptomyces ont un effet positif sur la
longueur des tiges et des racines ainsi que le poids frais et le poids sec des plantules
(Logman, 2009 ; Azouaou et kiboub, 2013 et Nia et chouyb, 2013).
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Tablea 19 : Résultat du test LSD a 5% des moyennes du poids sec.

Souches Modalité Moyenne Groupes homogenes
TL4 F1n23 0,066 A

TL8 F1n21 0,047 A B
CA2 Finl7 0,039 A B
DN19 F1n5 0,029 A B
TL1 F1n22 0,028 A B
Témoin F1n27 0,020 B
TL2 F1n25 0,017 B
Z1L1 F1nl10 0,015 B
TL3 F1n26 0,015 B
AAl F1n4 0,015 B
PT1 F1nl4 0,014 B
ML2 F1n9 0,013 B
TLS5 F1n24 0,013 B
PT2 Fln7 0,012 B
CA13 Finl 0,012 B
SN3 Flnll 0,011 B
CA7 Flnl2 0,010 B
ML1 F1n19 0,010 B
AA2 F1n6 0,010 B
Sérénade F1n28 0,010 B
SN6 F1nl6 0,008 B
AP4 F1n3 0,008 B
CAll F1nl3 0,007 B
SN10 F1n20 0,007 B
ML3 F1n18 0,007 B
SN2 F1nl5 0,006 B
ML4 F1n2 0,004 B
DN4 F1n8 0,003 B
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8. Test de production d’AIA

La méthode décrite par Bano et musarrat (2003) qui a été utilisée pour tester
la production de I’AIA, nous a indiqué que parmi les six souches utilisées dans ce

test, la souche ZL1 a montré une couleur rouge foncé indiquant la production de
I’AIA (Fig. 28).

Figure 28 : Observation de la couleur rouge (résultat de la production d’AIA).

Les résultats du dosage de I’ AIA par spectrophotométrie pour les 6 souches
étudiées sont mentionnés dans le tableau 20.

Tableau 20 : Résultats de la production d’AIA par les actinomycétes endophytes
(Hg/ml).

Souches DO d'AlA (ug
/ml)
ZL1 1,45 103,6
AP4 0,511 36,5
TL5 0,228 16,3
ML1 0,209 14,9
TLA4 0 0,0
DN19 0 0
Témoin 0 0,0
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A T’issus de ces résultats, nous constatons clairement que parmi les 6 souches
étudiées, 4 souches (ZL1, AP4, TL5, ML1) sont capables de produire 1’acide indole-
3-acétique (AIA), sur bouillon(YT) Yeastextract- additionnée de L-Tryptophane. Le
maximum de production était observé avec la souche ZL1 avec 103,6 pg/ml (voir

fig.29) confirmant ainsi la couleur rouge foncé observé dans la figure (28).
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Figure 29 : Concentration de la production de 1’acide indole-3-acétique (AlA) par

les six souches d’actinomycétes.

Comparativement aux résultats donnés par (Khamna et al., 2010), nous
remarquons que la souche ZL1 a une production d’AIA 1égérement inferieure a celle

de Streptomyces viridis CMU-HO09 ou sa production était de 127 pg/ml.

D’apres les résultats du test in vitro et in vivo, la souche ZL1 est parmi les
meilleures souches. Elle a un effet positif sur la promotion de la croissance des

plantules ainsi que sur le taux de germination.

Des résultats assimilables confirment le role d’AIA dans la promotion de la
croissance des racines ainsi que sur le taux de germination des graines de tomate
(Zeevaart, 2003 et Nia et Chouyeb, 2013).
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Conclusion

La tomate est une espece largement cultivée a travers le monde. Cependant, le
suivi de cette culture est indispensable afin d’avoir un bon rendement. Une
fertilisation raisonnée est un facteur qui peut augmenter la quantité et la qualité des
fruits de tomate d’une maniere remarquable. Pour cela, le choix de I’engrais doit étre
basé sur plusieurs criteres : ’efficacité, la disponibilité du produit ainsi que le respect
de I’environnement. Malgré I’effet positif des fertilisants d’origine synthétique, ces
derniers présentent un effet néfaste conduisant a des conséquences indésirables sur
les cultures ainsi que sur ’environnement. Pour cette raison, les travaux de
recherches actuels visent a sélectionner des biofertilisants, a base des
microorganismes et cela afin d’éviter les inconvénients des engrais chimiques. Pour
cette raison, nous avons testés ’effet de 26 souches d’actinomycétes endophytes sur
I’induction de la germination des graines de tomate ainsi que sur la promotion de la

croissance des plantules.

L’étude morphologique des 26 souches d’actinomycétes montre que la majorité

des isolats appartiennent au genre Streptomyces.

Parmi les 26 souches d’actinomycétes, 17 souches sur PVK blanc et 19 souches
sur PVK violet sont capables de solubiliser le phosphate inorganique. 18 souches
sont capables de produire des chitinases et 21 souches produisent des protéases. Le
test de production des sidérophores a montré que 4 souches seulement ont I’aptitude

de synthétiser des sidérophores.

Les souches ZL1, TL8, DN19, TL4, CA2 induisent la germination des graines de
tomate et stimulent la croissance des plantules. De ce fait, ces souches sont
intéressantes dans le cas ou elles sont utilisées comme un biofertilisant. En outre, la
capacité de production des chitinases et des protéases peut donner a ces souches
I’aptitude a inhiber la croissance de certains champignons phytopathogénes
notamment ceux qui appartiennent a la classe des Ascomycétes et des
Deutéromycetes car la chitine est le constituant principal de la paroi fongique. Donc,
elles peuvent étre utiliser comme des biofertilisants et des biofongicides au méme

temps.
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Quatre souches étaient capables de produire 1’acide indole-3-acétique (AIA),
sur bouillon Yeast extract-Tryptone (YT) additionnée de L-Tryptophane. La
meilleure production d’AIA était observée avec la souche ZL1 (103,06 pg/ml).

En perspectives, nous envisageons de continuer a étudier les souches ZL1, DN19,
TL8, CA2 et confirmer I’identification des espéces par des techniques plus
développés. Il serait intéressant également de tester la combinaison de ces souches
pour évaluer leur effet sur la croissance des plants. En outre, il est important
d’évaluer leurs aptitude a produire des enzymes de dégradation, tel que les
glucanases et les cellulases, et de tester leur aptitude a fixer I’azote atmosphérique.
Enfin, il serait nécessaire d’évaluer leurs effets en plein champ afin de les utiliser
comme des biofertilisants ou comme des stimulateurs de la croissance des plantes et
d’étudier leurs potentiels protecteurs vis-a-vis des maladies fongiques de la culture

de tomate.
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