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Kiboub Ikram.

Implication de quelques isolats d’actinomycétes endophytes dans le biocontréle de Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici

Résumé

Dix isolats d’actinomycétes endophytes ont été isolés des racines de plantes spontanées
d’une zone aride de la région d’El-Khneg (Laghouat). Les activités antifongiques de tous les
isolats d’actinomycétes endophytes étaient étudiées vis-a-vis Fusarium oxysporum f. sp.
radicis lycopersici: I’agent causal de la fonte des semis de la tomate (cv. Marmande). Tous les
isolats ont été étudiés pour leur potentiel de lutte biologique de la fonte des semis in vitro,
quatre isolats TL5, AR1, TL8 et TL4 ont montré une incidence faible 13,33%, 23,33%, 30%
et 30% respectivement. Les résultats de la lutte biologique in vivo de cet agent pathogéne dans
un sol stérilisé et dans un sol non stérilisé, ont permis de classer les isolats Streptomyces spp.
TL2 et TL4 comme meilleur agents de lutte biologique avec un taux de plantules saines de
76.47% et de 100% respectivement, ainsi leur promotion de la croissance des plantules de

tomate.

Les résultats de notre travail ouvrent des perspectives prometteuses pour les

souches Streptomyces spp. TL2 et TL4 comme meilleur agent de biocontréle.

Mots clés: Actinomycetes endophytes, biocontréle, Fonte des semis, Fusarium oxysporum f.
sp. radicis lycopersici, Tomate.
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Kiboub Ikram.

Implication of some endophytic actinomycetes in biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp.
radicis lycopersici

Summary

Ten endophytic actinomycetes were isolated from the roots of spontaneous plants of an
arid area in EL-Khneg region (Laghouat). The antifungal activities of all endophytes
actinomycetes isolates were studied against Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici the
causal agent of damping-off of tomato (cv. Marmande). All isolaes were studied for their
biological control potential against damping-off in vitro. Four isolates TL5, AR1, TL8 and
TL4 showed a lom incidence 13,33%, 23,33%, 30% and 30% respectively. The results of the
biological control in vivo of this pathogen in a sterilized soil and unsterilized soil ground,
were used to classify isolates Streptomyces spp. TL2 and TL4 as the best biological control
agents with a healthy rate of seedlings 76,47% and 100% respectively, and their promotion of
the growth of tomato seedling. The results of our work open promising prospects for
Streptomyces spp. TL2 and TL4 as best biocontrol agent.

Key-words: Endophytes actinomycetes, Biological control, Damping-off, Tomato,

Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici
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Introduction

La culture de tomate est I’une des plus populaires dans le monde entier. Cette culture a été
limitée et affaiblie par une panoplie de maladies microbienne d’origines variables (mildiou,
ofdium, pourriture grise et fonte des semis...etc.), et de ravageurs (mouche blanche, pucerons,

thrips, nématodes...ect.) (Toufouti, 2012).

Actuellement, ce sont essentiellement des pesticides de synthése qui sont utilisés. Ces
produits chimiques sont considérés comme |"arme la plus efficace pour faire face a ces
problémes, mais ces substances ont des consequences néfastes sur I"environnement comme
I"accumulation de résidus et la pollution des sols, I'apparition et la généralisation des
mécanismes de résistance chez les agents pathogénes, le déséquilibre écologique, da au fait
que beaucoup de ces composés de synthése ont un large spectre daction, détruisant non
seulement les agents nuisibles, mais également les autres populations de | écosysteme
(Kouassi, 2001., Thakore, 2006).

Au regard de ces inconvénients, il est important de trouver des solutions alternatives qui
permettront de continuer a lutter contre les agents phytopathogenes tout en diminuant
I"emploi de produits chimiques. Celles-ci peuvent faire appel a la rationalisation des pratiques
agricoles (fumigation-stérilisation en horticulture, désinfection des graines, rotation des
cultures, contrdle du vecteur de la maladie...ect.), a I'utilisation des variétés résistantes
(croisements sélectifs, insertion de genes...ect.) ou au développement des biopesticides
(Minuto et al. 2006).

Ces biopesticides, ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des produits
phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I'un de ses dérivés. lls
peuvent donc étre constitués d’organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-
organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les
plantes vis-a-vis des agents phytopathogénes, mais aussi de substances dorigine naturelle

telles que des extraits végétaux et des phéromones (Thakore, 2006).

Parmi ces bactéries, les actinomycétes représentent une partie importante de la population
microbienne du sol (Breton et al., 1989). Ils sont capables de coloniser la rhizosphere grace
leurs caracteres antagonistes et compétitifs vis-a-vis des autres micro-organismes du sol, de
produire de nombreux métabolites ayant des structures chimiques et des activités biologiques

trés diverses (Ouhdouch et al., 2001 Gundliffe, 2006., Sontag et al., 2006). Grace a ces
1
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aptitudes, ces microorganismes sont largement utilisés dans la lutte biologique contre les
phytopathogénes du sol (Xiao et al., 2002). L’interaction entre la plante et ces
microorganismes peut avoir des effets positifs sur la santé des plantes, la récolte et la qualité
du sol (Sturz et Christie, 2003).

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence le pouvoir de quelques isolats
d’actinomycetes endophytes en lutte biologique contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis
lycopersici I’agent causal de la fonte des semis, par des tests biologiques in vitro et in vivo, et

ce en vue d’évaluer leur potentiel de biocontrdle.
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I. GENERALITES
I.1. Historique et origine de la tomate

La tomate est originaire de I’Amérique du sud. Son ancétre sauvage, Solanum
lycopersicum var. cerasiforme, était présent au Pérou, au Chili, dans la vallée des Andes et en
Equateur (Doré et Varogaux, 2006). Elle fut domestiquée au Mexique, puis introduite en
Europe en 1544. De 1a, sa culture s’est propagée en Asie du Sud et de I’Est, en Afrique et en
Moyen Orient. Sa premiére description fut faite en 1544 par le botaniste Italien Matthioli. Son
nom latin Lycopersicum esculentum lui fut donné par le botaniste anglais Phillip Miller en
1731. Pour des raisons phylogénétiques, la tomate est appelée Solanum lycopersicum L
(Shankara et al., 2005).

En Algérie, ce sont les cultures de sud de I’Espagne (Tomateros), qui 1’ont introduite étant
donné des conditions qui lui sont propices. Sa consommation a commencer dans la région
d’Oran en 1905 puis, elle s’étendit vers le centre, notamment au littoral algérois (Latigui,

1984).

1.2. Classification de la tomate

La tomate dont I’appartenance a la famille des solanacées a été classée par Linné en 1753,
comme Solanum lycopersicon. D’autres botanistes lui ont attribué différents noms : Solanum
lycopersicum, Solanum esculentum, Lycopersicum licopersicum; c’est finalement
lycopersicum esculentum attribué par Philip Miller en1754, qui a été retenue (Munroe et

Small, 1997). Sheh et al (2006) rappellent que la tomate appartient a la classification

suivante :
Régne : Plantae
Sous régne : Trachenobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae
Ordre : Solanales
Famille : Solanaceae
Genre : Solanum
Espece : Solanum lycopersicum L.
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1.3. Caractéristiques morphologiques de la tomate

La plante a un appareil végetatif differencié en racines, tige, feuilles. Le systeme
radiculaire est fasciculé, de nombreuses racines primaires, secondaires, tertiaires prennent
naissance sur un pivot puissant (Naika et al., 2005) (Figure 1-A). La croissance de la tige
monopodiale au début, devient sympodiale apres quatre ou cing feuilles ; pendant que les
bourgeons axillaires donnent naissance a des ramifications successives, les bourgeons
terminaux produisent des fleurs ou avortent. Les rameaux issus des bourgeons axillaires
produisent des feuilles a chaque nceud et se terminent par une inflorescence (Milne-Edwards,
2010) (Figure 1-B).

Les feuilles alternées, longues de 10 a 25 cm, sont composées, imparipennées, et
comprennent de 5 & 7 folioles aux lobes tres découpés ; le bord du limbe est denté (Blancke,
2001). Elles sont vertes et ont une odeur forte lorsqu'on les froisse. La tige et les feuilles
portent des poils (Naika et al., 2005) (Figure 1-C).

La fleur de tomate est actinomorphe a symétrie pentameére, hermaphrodite. Le calice
compte cinq sépales, apres la fécondation, il subsiste au sommet du fruit. La corolle a
également cing pétales d'un jaune vif, soudés a la base, souvent réfléchis en arriére, et formant
une étoile a cing pointes. L'androcée est constitue de cing étamines a déhiscence latérale. Les
anthéres allongées forment un cdne resserré autour du pistil. Celui-ci est constitué de deux
carpelles soudés, formant un ovaire supere biloculaire et a placentation centrale. Chez
certaines variétés l'ovaire est pluriloculaire (Milne-Edwards, 2010). La fécondation est
autogamique mais avec possibilités de pollinisation croisée assurée par les abeilles et le vent
(Blancke, 2001) (Figure 1-D).

Le fruit est une baie charnue formée d’une peau (épicarpe), d’une chair (mésocarpe) et
d’une formation centrale (endocarpe) qui contient des graines (pépins). Les fruits sont
traditionnellement sphériques et rouges, ils peuvent étre de diverses formes, tailles et couleurs
(Figure 1-E). Lorsqu’il n’est pas encore mdr, le fruit est vert. Suivant les variétés, les graines

sont plus ou moins abondantes (Milne-Edwards, 2010) (Figure 1-F).
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Racine pivotante

Racines adventives

Source : Courchinoux ,2008.

Figure 1. Appareil végétatif et Appareil reproducteur de la tomate : A) Systéme racinaire, B)
Tige, C) Feuille, D) Fleur, E) Fruit, F) Graine.
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I.4. Exigences pedo-climatiques

La tomate a des exigences particuliéres. Elle est sensible au froid, craint beaucoup le gel et
les vents chauds et est trés exigeante en température. La température est le facteur déterminant
dans la production de la tomate. Elle influence la croissance végétative, la formation des
grappes florales, la fructification, le développement des fruits, le mdrissement et la qualité des
fruits. Les basses températures (<10°C) ralentissent la croissance et le développement des
plantes. Il en résulte un raccourcissement des entre- nceuds et la formation d’un feuillage
abondant au détriment de la production, en plus d’une ramification des bouquets et des
difficultés de nouaison. Par contre, les températures élevées favorisent la croissance de la
plante au détriment de P’inflorescence qui peut avorter. Les températures optimales sont

comprises entre 20 et 25°C le jour. Les températures nocturnes optimales sont de I’ordre de

13 4 17°C (Chibane, 1999).

La culture de la tomate peut supporter une humidité relative qui varie de tres faible a tres
élevée. Une humidité relative de 75% est jugée optimale. La croissance est généralement
favorisée par un taux élevé d’humidité relative, et un taux élevé durant le jour peut aussi
améliorer la fructification. Elle permet d’avoir des fruits de bons calibres. Lorsque ce taux est
bas, I’irrigation est absolument nécessaire, et lorsqu’il est élevé, des maladies peuvent se

manifester, notamment le botrytis et le mildiou (Heller, 1981).

La tomate n’est pas sensible au photopériodisme, cependant son développement exige de
fortes quantités de lumiére. La longueur de I’obscurité est essentielle pour le contrdle de la
croissance et le développement de la tomate. Le développement reproducteur de la tomate est
fortement influencé par la quantité totale d’énergie que recoit la plante quotidiennement.

(Kinet, 1985).

En général, la tomate n’a pas de besoins particuliers en matiére de structure du sol.
Néanmoins, elle s’adapte bien dans les sols profonds, meubles, bien aérés et bien drainés. Une

texture sablonneuse ou sablo-limoneuse est préférable (Elattir et al., 2003).

1.5. Les variétés les plus cultivées en Algérie

Les variétés de tomate sont trés nombreuses. A cet effet, ces derniéres peuvent étre classées

selon leur croissance, qui peut étre du type indéterminé ou du type déterminé (Snoussi, 2010).
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Pour le type indéterminé, les variétés a caracteres fixés les plus utilisées sont :
Marmande et Saint pierre. Les hybrides : Actana, Agora, Bond, Nedjma, Tafna, Tavira,
Toufan, Tyerno et Zahra sont les plus utilisées en Algérie (Snoussi, 2010).

Pour le type déterminé, la variété a caractére fixé, la plus utilisée est lavariété Aicha. Les
hybrides: Farouna, Joker, Luxor, Super red, Tomaland, TOP 48, Suzana, Zigana et Zeralda

sont également tres cultivés en Algérie (ITCMI, 2012).
- Lavariété Marmande

Tableau 1. Caracteéristiques du cultivar Marmande

La plante Fruit Autre caracteres

Forme : ronde, aplatie, ctelée Production : rendement
Type de semence : fixée ou  Couleur : rouge intense précoce élevé
standard. Collet vert : trés peu marqué
Croissance : semi Cicatrice stylaire : Destination : sous abris
déterminée. moyennement marquée plastiques et plein champ
Vigueur : moyenne. Chair : peu charnue, bien
Précocité : tres précoce. juteuse Résistance aux maladies:
Couvert végétal : moyen. Nombre de fruits par
Couleur du feuillage : vert.  bouquet: 4 a6 Virales.
Aération : moyenne. Nombre de loges par fruit : 4
Ecart entre nceud : courta a5
moyen Calibre du fruit : moyen

Poids moyen d’un fruit : 120
a 150 grammes.
Fermeté du fruit : peu ferme

Source : ITCMI, 2012.

Il. FONTE DES SEMIS

La fonte des semis est une maladie des plantes dont un des principaux symptémes est un
pourrissement des jeunes pousses en cours de germination dans les pépinieres ou alors tout
juste au moment du repiquage dans la parcelle ce qui entraine la mort subite du plant. Elle est
provoquée par une serie de champignons vivant dans le sol ou alors transmis par les
semences. L’attaque commence au niveau des racines et du collet pour se propager par, la

suite, sur la tige (Lebdi-Grissa, 2010).
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11.1. L’agent causal

La fonte des semis est causée par différentes espéces de champignons qui peuvent varier
suivant la plante concernée, le sol et la région ou l'on se trouve. Les principaux agents
microbiens responsables de cette maladie sont : Pythium sp., Rhizoctonia solani,
Phytophthora parasitica,, Phytophthora capsici, Botrytis cinerea, Sclerotinia spp. et
Fusarium spp. De nombreux travaux ont montrés le réle de Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici sur la fonte des semis de nombreuses plantes cultivées, notamment la tomate
(Benhamou et Thérianlt, 1992 ; Boivin, 1994 ; Dhanaskaran et al., 2005 ; Hibar et al., 2005 ;
Richard).

11.2. Symptomatologie de la maladie

Cette affection se manifeste souvent par une pourriture ou un petit collet boudiné rougeatre
ou brun a la base de la tige des plantules. Les plantules se dessechent, deviennent filiformes et
meurent. Une fois que la maladie est apparue, il existe peu de recours pour la contrer. Il est
alors plus simple de se débarrasser des plants malades que de tenter de les sauver (Blancard,
2001) (Figure2).

Source : Brouillard, 2012.

Figure 2. Symptome de la fonte du semis sur des plantules de tomate
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11.3. Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici
11.3.1. Micromorphologie

Fusarium oxysporum est caractérisé par la présence abondante de microconidies (Tivoli,
1988) fusiformes a réniformes, présentant 0 a 2 septa, agglomerés en fausses tétes produites
par de petits phialides (5 a 12 x 2,2 a 3,5um). Des observations microscopiques ont montré
qu’une population de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici est constituée de plusieurs
propagules dont les microconidies a elles seules constituent plus de 90% de cette population
(Tello- Marquina et Alabouvette, 1984).

Les macroconidies sont légérement arquées, présentant 3 a 4 septa, la cellule basale
pédicellée, la cellule apicale en crochet, produite par des phialides sur des conidiophores
ramifiés ou en sporodochie (27 a 46 x 3 a 4,5 um) (Messiaen et Cassini, 1968).

Les chlamydospores sont hyalines, lisses ou rugueuses, globuleuses, terminales ou
intercalaires (5 a 15um de diameétre) (Komi, 1993). Les chlamydospores sont des organes de
conservation, résultant de 1’accumulation de réserves dans une région (article du mycélium ou
conidie) qui se dilate un peu et s’entoure finalement d’une membrane épaisse de teinte
géneralement foncée (Dommergues et Mangenot, 1970., Nelson et al., 1983). Apres trois
semaines de culture, de nombreuses chlamydospores intercalaires apparaissent sur le

myceélium (Tivoli, 1988).
11.3.2. Caractéres culturaux

Les champignons du genre Fusarium se développent bien sur milieu PDA. La
température optimale de croissance varie entre 22 et 37°C. Les colonies duveteuses ou
cotonneuses sont de couleur variable (blanc, créeme, jaune, rose, rouge, violette ou lilas)

selon les espéces (Chebasse et al., 2002).
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11.3.3. Taxonomie

Regne : Champignons

Embranchement: Ascomycota

Classe: Sordariomycetes

Sous-classe: Hypocreomycetidae

Ordre : Hypocreales

Famille: Nectriaceae

Genre: Fusarium

Espece: Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici.

(Jarvis et Shoemaker, 1979).
11.4. Biologie du Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici

Les champignons du genre Fusarium peuvent se conserver dans le sol pendant plusieurs
mois sous forme de chlamydospores ou de mycélium capables de se propager sur les débris
végétaux. Des conidies se forment au niveau de coussinets roses sur les débris végétaux et a la
base des tiges atteintes de Piétin (Kendall, 2008).

La biologie de Fusarium se différencie des autres especes qui sont responsables de la de la
fonte des semis. Ses attaques restent localisées au-dessus du sol et touchent les racines. Le
champignon se conserve dans le sol sous forme de chlamydospores (Figure 3-A). Les
agglomeérats (sporodochies) de microconidies sont pigmentés de rouge. Le champignon

produit également des macroconidies ( Snyd et Hansen ,1999) (Figure 3-B).
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Source. Snyd et Hansen ,1999.

1 : Chlamydospores. 2 : Microconidies asymétriques, légérement incurvées, déposées en amas a 1’extrémité de

monophyialides solitaires. 3 : Macroconidies.

Figure 3. Biologie de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici sous microscope (G x
400).

11.5. Facteurs favorisant le développement de la maladie

La fonte des semis est le plus souvent observée dans un sol froid et humide que ce soit en
plein champ ou en terreau de départ. L'air humide et stagnant est aussi un facteur qui favorise
le développement de la fonte des semis. Comme son nom l'indique, cette maladie s'attaque au
semis, pouvant apparaitre dés la mise en terre des graines aussi bien qu'au stade plantule
(Agrios, 2005).

I11. MOYEN DE LUTTE CONTRE LA FONTE DES SEMIS

I11.1. Pratiques culturales et physique

Certaines pratiques culturales, telles la désinfection des instruments de travail et des
espaces de culture ainsi que l'utilisation de matériel végétal exempt d'agents pathogénes,
doivent étre mises en place afin d'éviter l'introduction de I'inoculum dans la culture. Toutefois,
I'exclusion compléte d'agents pathogénes est pratiqguement impossible. Le choix du substrat a
également une influence sur l'incidence des maladies. Juneau et ses collaborateurs (2006) ont
démontré que I'utilisation d'un substrat organique a base de tourbe, de compost et de sciure de

pin réduisait la fonte comparativement a la laine de roche chez des plants de tomate cultivés

11
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sous des conditions environnementales propices au développement de cette maladie. De fagon
générale, les pratiques culturales améliorant le développement du systeme racinaire aident a la

prévention de la fonte des semis (Jarvis, 1992).

Anchisi et al (1985) ont utilisé un traitement a 1’eau chaude pour protéger les plants dans
un sol ou la maladie est présente. La technique consiste a traiter les racines des plantes avec
de I’eau entre 48 et 49°C pendant 30 secondes avant de les transplanter, cela stimule la
croissance des racines. La taille des racines procure ainsi une protection contre la maladie. La

stérilisation ou la solarisation ne sont pas des solutions efficaces a long terme (Corbaz, 1990).

I11.2. Lutte chimique

Plusieurs stratégies chimiques permettent de lutter contre I’invasion d’une plante par un
champignon, de fagon directe ou indirecte. En effet, certains fongicides agissent sur le
systeme énergétique des cellules fongiques en inhibant les processus respiratoires. D’autres
agissent sur la synthése des constituants du champignon. Des substances ont encore pour but
de désorganiser les cellules des tissus fongiques et leurs divisions. Un classement de ces
matieres actives consiste a distinguer plusieurs catégories suivant leur pénétration dans la

plante et leur fonction chimique (Rocher, 2004).
111.3. La lutte biologique

La lutte biologique a pour principe I’utilisation des agents biologiques capables d’entrer en
compétition (antagonisme) avec les agents pathogenes et les ravageurs sans avoir d’activité
néfaste sur la plante. Ces agents naturels sont réunis sous le concept de biopesticides.
Plusieurs microorganismes du sol ont été utilisés pour lutter contre les maladies des plantes
(Singh et al., 2003 ; Haas et Defago 2005 ; Valdebenito et al., 2006 ; Rahman et al., 2007).

Ces microorganismes utilisent différents mécanismes pour lutter contre les agents
phytopathogenes du sol, a savoir : L’antibiose, la compétition, le parasitisme et/ou 1’induction
des mécanismes de résistance chez la plante (Spadaro et Gallino, 2004 ; Bouizgarne et al.,
2006 ; Prévost et al., 2006 ; Lehr et al., 2008).

Une meilleure application d’un agent efficace de lutte biologique nécessite une bonne
compréhension du (ou des) mécanisme(s) qu’il utilise et la (ou les) molécule(s) qu’il sécréte

pour inhiber les agents phytopathogénes (Alabouvette et al., 1991).
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I11.3.1. L’antibiose et la production des composés antibiotiques

L’antibiose, par définition, est I’inhibition de 1’agent phytopathogéne par la production des
métabolites secondaires par un autre microorganisme (Cook et Baker, 1983). En général ces
métabolites sont des métabolites secondaires a faible poids moléculaire ayant une fonction
antifongique et/ou antibactérienne. Ceux-ci offrent aux agents antagonistes un pouvoir
d’inhibition des agents phytopathogeénes et de colonisation de 1’espace rhizosphérique des

plantes (Peter et al., 2003).

La production de ces métabolites présente un rdle important dans la lutte contre les agents
phytopathogénes (Schottel et al., 2001 ; Raaijmakers et al., 2002 ; Spadaro et Gallino, 2004 ;
El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006). Cette production est influencée par des facteurs
abiotiques qui correspondent a la composition du sol en matiére organique, I’humidité du sol
et le pH. Les facteurs biotiques qui sont surtout liés a I’interaction de 1’agent antagoniste avec
la plante et la microflore du sol, peuvent aussi influencer la production des composés

antibiotiques (Lemrisse et al., 2003).
[11.3.2. Compétition pour le fer et la production des sidérophores

Le manque de nutriments peut engendrer automatiquement la mort de 1’agent
phytopathogéne. Ceci fait de la compétition nutritive un moyen important de la lutte
biologique (Benitez et al., 2004). Le fer est un élément essentiel pour la croissance et la survie
de la plupart des champignons phytopathogénes (Eisendle et al., 2004). Certains agents
antagonistes ont la capacité de produire des composés de nature protéique a faibles poids
moléculaires appelés sidérophores. Ces molécules permettent a ces microorganismes de
chélater le fer du milieu et ainsi d’inhiber la croissance des agents phytopathogénes (Bouitez

et al., 2004).
I11.3.3. Parasitisme et production des enzymes lytiques

Le parasitisme consiste en l’interaction directe entre deux microorganismes ou les tissus
vivants de I’un constituent une base nutritive pour 1’autre. L’agent antagoniste sécréte des
enzymes dégradant les parois cellulaires des agents phytopathogenes comme les protéases, les
chitinases et les glucanases. Les agents de biocontréle qui utilisent ce mode sont nombreux.
Bacillus subtilus réduit les populations de Pythium ultimum et de Rhizoctania solani par

sécrétion de glucanases et de protéases (Paulitz et Bélanger, 2001). Trichoderma sp. produit
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des B-glucanases dégradant les parois de Sclérotium rolfsii, de Rhizoctonia solani , de Botrytis
cinerea et Pythium ultimum (Viterbo et al., 2002). Certains actinomycetes produisent aussi
des chitinases et glucanases pour dégrader la paroi de Fusarium oxysporum (El-Tarabily et
al., 1997 ; Sabaou et al., 1998 ; Schottel et al., 2001).

111.3.4. Promotion de la croissance de la plante et production des phytohormones

Les auxines, comme 1’AIA, qui peuvent étre produites par des microorganismes, jouent un
role important dans les interactions plante-microorganisme et en particulier la régulation de la
croissance des plantes (Vassilev et al., 2006). Le mécanisme d’action de I’AIA a été expliqué
par hypothése: I’AIA peut agir en inhibant la germination des spores et la croissance
mycéliale de différents champignons phytopathogenes ou I’AIA avec les glutathio S-
trasférases jouent un rdle dans les réactions de défenses de la plante (Droog, 1997). Brimer
et Bolound (2004) ont montré que le traitement des racines des ceillets par Pseudomonas
fluorescens WERA17 induit la résistance de ces racines au flétrissement causé par Fusarium
oxysporum f. sp. Indiragandhi et al (2008) dans une autre étude, ont montré qu’Acinetobacter
sp. PSGBO03 et Serratia sp. PRGB11 sont capables de solubiliser le phosphate, de produire a
la fois des composés antifongiques, des sidérophores, I’AIA, de chitinases et de glucanases.

111.3.5. Renforcement de la capacité défensive de la plante

Certaine microorganismes peuvent protéger les plantes d'une fagon indirecte par la
stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut rendre 1"héte
beaucoup plus résistant a 1"agression future par des agents pathogenes. Ce phénomene a été
nomme «résistance systémique induite» « ISR » (Pieterse et al., 2007). L’ induction d’une
telle capacité de défense est systémique : le traitement des racines par des PGPB produit des
effets protecteurs sur d autres parties de la plante sans migration des bactéries induit I'ISR au
travers du systeme vasculaire de la plante ou a travers les tissus (Ramamoorthy et al., 2001 ;
Bent, 2006). Les mécanismes développés par les plantes permettent de se protéger contre un
large spectre d’agent pathogénes fongiques, bactériens et viraux, et aussi vis-a-vis de maladies

causées par certains insectes et nématodes (Dong, 2001).
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IV.LES ACTINOMYCETES
IV.1. Définition et caractéristiques

Les actinomycétes sont des bactéries filamenteuses, séptées, ramifiées, a coloration de
Gram positive (Sabaou et al., 1992). La morphologie des différents groupes d’actinomycétes
est trés variable, elle va de formes peu évoluées comme Mycobacterium, a des formes trés
évoluées comme le genre Streptomyces qui forme un véritable mycélium non fragmenté et

sporulant (Smaoui, 2010).

Les actinomycétes ont longtemps été considerés comme des champignons primitifs, du fait
de leur mycélium, souvent a la fois aérien et pénétrant dans le substrat nutritif, et du fait

également de la fructification par sporanges libérant des spores (Horinouchi, 2002).
IVV.2. Morphologie

La morphologie des différents groupes d’actinomyceétes est trés variable. Elle va de
simples bacilles diphtéroides a des formes myceéliennes complexes. Certains peuvent présenter
un mycélium se développant sur et dans les milieux (mycélium végétatif ou mycélium de
substrat) ou dans l'air au-dessus du substrat (mycélium aérien). Les filaments peuvent
produire des spores soit isolées, soit groupées en chaines ou méme enfermées dans un
sporange ou conidies qui liberent des spores de formes variées(d’aspects lisses, ridée), soit
isolées soit groupées en chaines (Figure 4). Certains actinomycétes forment un mycélium non
persistant rapidement transformé en une masse de formes bactéroides irréguliéres. D'autres
actinomycetes, ne présentent que des mycéliums trés rudimentaires. Les colonies qu’ils
forment sur milieux solides sont caractéristiques, elles résultent de I’accumulation des hyphes
ramifiés et non pas des cellules comme c’est le cas chez les bactéries non filamenteuses
(Figure 5). Le diametre des colonies est de 1 a 4 mm. L’aspect des colonies est compact, sec,
lisse ou rugueux en chou-fleur & contours lisse ou échancré. Elles sont trés souvent

pigmentées en blanc, créme, jaune, violet, rose et gris (Perry et al., 2004).
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Monoverticilles avec Biverticille sans

spires spires

Source. Joachin, 2002.

Figure 4. Exemples des principales formes de chaines de spores chez les actinomycétes
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1: chaines de spores spiralées (Takahashietal., 2002) ; 2: chaines en crochets ou en boucles
(Nagai et al., 2010) ; 3: chaines de spores droites a flexueuses (xu et al., 2009); 4: spores en
batonnets et espacées formant des chaines droites (vang etal., 2008); 5: spores en batonnets
formant de longues chaines droites a flexueuses (Al- Yoshida et al., 1991); 6: Spores agencées par
paires sur le MA (Al-zarban et al.,, 2002); 7: spores ovales a batonnets formant des chaines
courtes (Li et al., 2003a); 8: spores rondes a ovales arrangées en chaines (Tang et al., 2009); 9:

spores en batonnets formant de longues chaines (Li et al., 2003b).

Figure 5. Micromorphologie de quelques genres d’actinomyceétes.
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1VV.3. Ecologie

Les actinomycetes sont des microorganismes ubiquitaires retrouvés dans une grande
variété d’habitats naturels. Ils proviennent de différents substrats, en particulier du sol qui
représente le réservoir le plus riche en actinomycétes (10 a 20% de la microflore tellurique) et

la source de colonisation de nombreux biotopes (Dommergues et Mangenot, 1970).

Il sont aussi présents dans 1’air, les eaux douces et les eaux de mer, le fumier, les composts,
le foin, les débris végétaux, les litieres, le pollen des plantes, les ruches des abeilles, les
plantes en culture, les lichens et plusieurs autres substrats (Goodfellow et Williams, 1983 ;
lacey, 1997 ; Kim et al, 1998 ; Taechowisan et al., 2003 ; Gonzalez et al., 2005 ; Promnuan
etal., 2011).

IIs sont retrouvés dans des écosystemes particuliers tels que les déserts chauds, les glaciers,
les sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux lourds, les grottes naturelles, les
sédiments marins profonds et les lacs alcalins ou salés (Sabaou et al., 1998 ; Moncheva et al.,
2002 ; Pathom-aree et al., 2006 ; Okoro et al., 2009).

IV.4. Classification des actinomycetes

Selon la classification du "Taxonomic Outline of The Procaryotes, Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology" (Garrity et al., 2004), Le Phylum Actinobacteria (bactéries a Gram
positif et G+C > 55%) est constitué d'une seule classe dénommée également "Actinobacteria”.
Celle-ci a été décrite par Stackebrandt et al (1997).

Tableau 2. Classe d’actinomycéte

Classe d’actinomycete

Sous-classe Ordre Famille
Acidimicrobidae Acidimicrobiales Acidimicrobiaceae
Rubrobacteridae Rubrobactérales Rubrobacteraceae
Coriobacteridae Coriobactérales Coriobacteriaceae
Sphaerobacteridae Sphaerobactérales Sphaerobacteraceae

Actinobacteridae Actinobacteriales

Source : Larpent ,2000.
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IV.5. Actinomyceétes endophytes

Le terme “endophyte” sous-entend un microorganisme capable d’entrer a ’intérieur d’une
plante et d’y survivre au moins une partie de sa vie sans provoquer de symptomes apparents a
son hote végétal. Cette définition correspond a la définition de Hallmann (2001) pour les
bactéries endophytes et inclut également les 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).

IV.6. Les bactéries bénéfiques PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria)

Plusieurs travaux ont montré 1’utilité des bactéries bénéfiques pour protéger les plantes
contre les infections par les agents pathogénes (Raaijmakers et al., 2002 ; van Loon et Bakker,
2004 ; 2005 ; Cavaglieri et al., 2005 ; Haas et Defago, 2005). De plus certains peuvent
stimuler la croissance de leur hote végétal et sont ainsi d’un grand intérét pour 1’agriculture
(Glick, 1995 ; Welbaum et al., 2004). Ces microorganismes bénéfiques ou PGPB ‘‘Plant
Growth Promoting Bacteria’’ peuvent provenir de différentes niches écologiques telles que la
rhizosphére, la spermosphere, la phyllosphere, voire méme de 1’anthosphere ou de la
carposphere. Néanmoins, Hitlner a décrit des 1904 que la plupart des PGPB est originaire de
la rhizosphére (Hartmann, 2005). Elles sont de ce fait des rhizobactéries et sont ainsi appelées
PGPR ‘‘Plant Growth-Promoting Rhizobacteria’ (Klopper et Schroth, 1978). Dans la
littérature, on peut rencontrer d’autres appellations des PGPR tels que EPR ‘‘Emergence
Promoting Rhizobacteria’> (Kloepper et al., 1986), PGPB (Bashan et Holguin, 1998),
““biocontrol PGPB’’ voir méme Y1IB “‘Yield Increased Bacteria’’ (Chen et al., 1996).

Les Actinomycetes PGPB peuvent présenter des activités antagonistes, induire une
résistance systémique chez la plante, produire des composés stimulant la croissance des
plantes, accélérer I’émergence des coléoptiles, induire une floraison précoce et voire méme
conférer au sol des propriétés minimisant les dégats des plantes (Vessey, 2003 ; Welbaum et
al., 2004).
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VIl. EXEMPLES DE BIOPESTICIDES A BASE D’ACTINOMYCETES

Les produit d’origine naturelle, sont plus respectueux de I’environnement et de la santé des
utilisateurs et de consommateurs, pourront étre introduits dans des programmes classiques
pour permettre de diminuer I’apport d’intrants chimiques. Différents microorganismes
(Bactéries, champignons) (Annexe 2) ont été signalés par plusieurs auteurs pour lutter contre
le Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici, tel que les bactéries appartenant au genre
Streptomyces (Dhedhi et al., 1990 ; Mahadevan et Crawford, 1997 ; Logman et al., 2009).

En outre, les produits commerciaux pour contrbler la fonte des semis, comme Mycostop®
(Streptomyces griseoviridis souche K61) et Actinovate® (Streptomyces lydicus souche
WYEC 108), ont été homologués et commercialisés dans certains pays (Lahdenperé et al.,
1991).

VII. 1. Actinovate®
VI1I.1.1. Renseignements genéraux

L’actinovate® est un fongicide biologique qui permet de réprimer la pourriture grise et
I’oidium dans les fraises de grande culture et cultivées en serre, I’oidium sur les poivrons de
grande culture et cultivées en serre, 1’oidium sur les gerbéra de grande culture et cultivées en
serre, le blanc (Podosphaera xanthii) dans les cucurbitacées de grande culture et cultivées en
serre, le blanc (Leveillula taurica, Oidium lycopersicum) dans les tomates de grande culture et
cultivées en serre, 1’oidium (Uncinula necator) sur les raisins, et pour la répression partielle
de pourriture sclérotique (Monilinia vaccinii-corymbosi) sur les bleuets. L’Actinovate® peut
réduire des symptémes de pourriture de fruit Anthracnose (Colletotrichum acutatum) sur les
fraises. Offre aussi la répression des maladies suivantes dans les ornementaux énumérés
ci-dessous et cultivés en serre: flétrissure fusarienne sur les cyclamen, pourridié pythien sur
les petunias, la pourriture des racines et du collet causé par Rhizoctonia sur les geraniums et
le blanc sur les verbenas (RAP, 2014).
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V1l.2. Mycostop®
VI1.2.1. Renseignements généraux

Est utilisé pour le contrdle de la pourriture des graines, des racines et des tiges et la
pourriture causée par le Fusarium, Alternaria et Phomopsis de conteneurs plantes
ornementales cultivées, des Iégumes et des arbres et des foréts semis. Mycostop® a egalement
montré la suppression de la pourriture grise Botrytis et la pourriture des racines de Pythium,
Phytophthora et Rhizoctonia dans la serre. Il peut étre utilisé comme un traitement de
semences pour les semences ou transmis par le sol fonte des semis sur tomate et le début de la
pourriture des racines de plusieurs Iégumes, d'herbes et de plantes ornementales plantées dans

le champ ou en serre (Verdera, 2014).
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I. MATERIEL

I.1. Matériel végétal

1.1.1. La tomate
Les semences de tomate (Solanum lycopersicum L.) utilisées dans cette étude sont
représentées par le cultivar Marmande. Le choix de la variété de tomate est basé sur sa trés

large utilisation en culture sous serre en Algérie (Snoussi, 2010). Ces semences sont

originaires d’une récolte de I’année 2012 (France).
1.2. Les souches
1.2.1. L’ Agent phytopathogene

La souche utilisée pour notre travail est représentée par un champignon phytopathogene
Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici obtenu confidentiellement du Laboratoire de
Biologie des Systémes Microbiens (LBSM) d’ Alger (Figure 6).

Figure 6. Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersi cultivé sur milieu PDA.
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1.2.2. Les isolats d’actinomyceétes

Les souches d’actinomycétes utilisées dans notre expérimentation sont issues des travaux
d’isolement, a partir des racines des plantes spontanées prélevées de la région d’EL-khneg
Laghouat (33°44' N, 2°47' E), et ce dans le cadre de projet de fin d’étude réalisé au
département d’agronomie de 1’université Amar Telidji Laghouat (2013).

Un total de 10 isolats d’actinomyceétes présentés par les souches : Streptomyces sp. TL1,
TL2, TL3, TL4, TL5, TL8, AR1, AR2, DN4 et DN19 ont été retenus pour notre travail.

II. METHODES D’ETUDES
11.1. Activités d’antibiose in vitro

Dans le cas d’un mode d’action par antibiose, 1’organisme antagoniste produit des
métabolites secondaires actifs contre I’agent pathogene. Ces métabolites produits a faibles
concentrations peuvent inhiber la germination, la croissance mycélienne et/ou la sporulation

des spores de 1’agent pathogéne (Montesinos et al., 2009).

Deux méthodes ont été utilisées pour étudier 1’activité d’antibiose in vitro des isolats

d’actinomycétes endophytes vis avis de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici :

11.1.1. Méthodes des stries croisées

La méthode des stries croisées décrite par Boubetra et al (2013) a été utilisée pour tester
l'activité antifongique des actinomycétes endophytes contre une souche pathogéne de
Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici. Le principe de la méthode consiste a inoculer
I’actinomycéte selon une strie latérale a la surface du milieu ISP2 en boite de Pétri (90 mm
de diamétre) (Figure7). La culture est ensuite incubée a 30° £ 2 C. Apres 5 jours d’incubation,
le champignon test est inoculé selon une strie perpendiculaire a celle de ’actinomycéte. La
boite sera réincubée a nouveau a 25 + 2 °C et la zone d’inhibition est évaluée en (mm) apres 3
jours d’incubation. Une culture témoin de 1’agent pathogéne, dans les mémes conditions, est

effectuée en absence de 1’actinomycete.
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Figure 7. Schéme de la confrontation directe entre le champignon pathogeéne et I’actinomycéte

sur milieu 1SP2 en boite de Pétri (méthode des stries croisees).
11.1.2. Méthode des disques

Les confrontations in vitro entre les isolats d'actinomycetes vis-a-vis du champignon
phytopathogénes Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici a été effectuée selon la
méthode des disques décrite par Suzuki et al. (2000). Cette technique consiste a placer dans
une boite de Pétri contenant le milieu ISP2, deux disques d'actinomycete de 6 mm de diamétre
a 1 cm de la périphérie puis incubés a 30 + 2 °C (Figure 8). Aprés 5 jours d’incubation, un
disque de méme diamétre d’une culture de ’agent pathogéne est appliqué au centre de la
boite. Les boites sont ensuite incubées a nouveau a 25 + 2 °C et les zones d’inhibition (en

mm) sont mesurées apres 3 jours d’incubation.

En vue d’exprimer I’inhibition de 1’agent pathogene (en %), une culture d’un témoin

négatif de I’agent pathogene a été effectuée dans les mémes conditions.

Le taux d’inhibition est calculé selon la formule utilisée par Hibar et al (2005) comme

ainsi :
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(%)= (1-Cn) x100
Co

Cn: Diametre moyen de la croissance de 1’agent pathogéne en présence d’actinomycéte en
mm.

Co: Diametre moyen de la croissance du pathogéne en absence d’actinomycete en mm.

[(%) : Taux d’inhibition.

Actinomycéte

pathogéne

actmomycéte

ISF2

Figure 8. Schéma de la confrontation directe entre le champignon teste et I’actinomyceéte sur

milieu ISP2 en boite de Pétri (méthode des disques).

Il. 2. Contréle biologique in vitro

Afin de déterminer I’effet antagoniste des actinomycétes endophytes dans la lutte
biologique de la fonte des semis de la tomate causée par Fusarium oxysporum f. sp. radicis

lycopersici, un essai de lutte biologique in vitro a été effectué selon les étapes suivantes :

a. Suspensions de spores

Les suspensions de spores ont été préparées par le raclage de la surface de la culture des
actinomycetes. 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 sont ensuite ajustées & 10° ufc/ml pour les
actinomycétes, et & 10° ufc/ml pour 1’agent pathogéne et cela & ’aide d’une cellule de Thoma
(Errakhi et al., 2007).
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b. Désinfection et traitement des semences

Une désinfection des semences a été effectuée par trempage dans 1’éthanol a 70% pendant
5 min, suivie de 3 ringages successifs a 1’eau distillée stérile pour éliminer le reste de 1’agent

désinfectant.

Les graines stérilisées ont été enrobés séparément par trempage pendant 30 min dans les
suspensions de spores des actinomycetes puis séchées sous hotte a flux laminaire (Coa et al.,
2004).

c. 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 déposées a la surface du
papier buvard et a raison de 3 répétitions par traitement. Les cultures sont ensuite contaminées
par la suspension de spores (10° ufc/ml) de I’agent pathogéne (Fusarium oxysporum f. sp.

radicis lycopersici) a I’aide d’une seringue stérile.

Les boites ont été maintenues humides par addition de 3 ml d’eau distillée stérile
quotidiennement, afin d’éviter le desséchement des graines (Figure 9). Aprés 14 jours de
culture, le taux de germination final était évalué et le matériel végétal était récupéré dans le
but de déterminer le taux des plantules saines.

Dix graines
traitees

Boite de Pétri
contenant
papier buvard

Figure 9. Une partie du dispositif expérimental in vitro.

26



Matériel et méthodes

11.3. Contréle biologique in vivo

Dans le but de confirmer le pouvoir antagoniste des actinomyceétes endophytes sur
I’activité de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici, un essai de lutte biologique in vivo

a été mis en évidence.

Les protocoles de la désinfection superficielle des semences et de la préparation des
suspensions des spores des actinomyceétes et de I’agent phytopathogeéne sont similaires a ceux

réalisés pour le contréle biologique in vitro.

Le dispositif expérimental utilisé pour cet essai est celui d'un bloc aléatoire complet a un
facteur : le facteur A représenté les différents traitements.

Le semis est effectué en sol sableux prélevé de la région d’El-Bordj EI snoussi a Laghouat
(33°48’N, 2° 51’E). Dans le premier dispositif, le sol utilisé est stérilisé, le sol utilisé, il a
subit une stérilisation par trois autoclavages successifs a 121°C pendant 20 mn afin d’éliminer
toute forme de vie pouvant affecter la germination et la croissance des plantules, tandis que
pour le deuxiéme dispositif nous avons utilisé un sol non stérilisé¢ afin de voir I’effet de la

microflore indigéne du sol utilisé.

Les sols ont été conditionnés dans des pots en polyéthylene (9 cm de haut x 8 cm de
diamétre) et infesté avec 10 ml de suspension d'agent pathogéne diluée dans 90 ml d'eau
distillée stérile. Les pots ont été recouverts d'un film en plastique noir et incubés pendant une
semaine a la chambre de culture a température ambiante (environ 25°C) pour favoriser la

croissance de l'agent pathogene.

Les pots ont été ensuite semés a raison de six graines pour chacun avec cing répétitions par
traitement. lls sont ensuite déposés selon un dispositif en bloc aléatoire complet 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 est effectuée réguliérement dans le
but de maintenir une certaine humidité du sol. Apres 4 semaines de culture, le taux de
I’incidence de la maladie, la longueur du plant entier et la longueur du racine, le poids frais et

le poids sec des plantules ont été évalués.
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- Calcul de I’incidence de la maladie

En se basant sur une échelle de notation de symptdmes proposée par Vakalounakis et

Fragkiadakis (1999), comprenant quatre valeurs:

0: plante saine; 1: l1éger jaunissement, légere pourriture du pivot et des racines secondaires
et pourriture du collet; 2: jaunissement important des feuilles avec ou sans flétrissement,
rabougrissement des plantes, pourriture sévere du pivot et des racines secondaires, pourriture
importante du collet et brunissement des vaisseaux de la tige; et, 3: mortalité de la plante. Sur
la base de ces notations, on a calculé I’incidence de la maladie (%) en utilisant la formule

suivante :

> Valeurs * Nombre de plants infectés)
9% = *100

(La valeur la plus élevée * nombre total des plants)

11.4. Les analyses statistiques

Les résultats ont été représentés par les moyennes de trois répétitions pour le contréle
biologique in vitro et pour les moyennes de cing répétitions pour le contréle biologique in
vivo avec une erreur standard. L’analyse de la variance était effectuée a 1’aide du logiciel
Statistix 8 pour Windows. Les différences sont considérées significatives lorsque la

probabilité "P" est inférieure ou égale a 0,05.
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I. Résultats des activités d’antibiose in vitro

Les isolats d’actinomyceétes endophytes ont été étudiés pour leur activité d’antibiose in
vitro vis-a-vis du Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici. Les activités d’antibiose,

exprimées en taux d’inhibition, sont regroupées dans le tableau 3.

Tableau 3. Activité d'antibiose des actinomycétes endophytes sur la croissance mycélienne

de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici.

Les souches Zone d’inhibition (%0)* Zone d’inhibition (%)**

AR1 0 60
AR2 60 46
DN4 30 65
DN19 20 66
TL1 30 70
TL2 20 70
TL3 0 40
TL4 0 72,5
TL5 20 62,5
TL8 20 50

*Résultats obtenus selon la méthode des striés croisées.

** Résultats obtenus selon la méthode des disques.

La confrontation directe des dix isolats d’actinomycétes avec Fusarium oxysporum f. sp.
radicis lycopersici sur milieu de culture ISP2, nous a permis de mettre en évidence 1’aptitude
de ces isolats a inhiber la croissance mycélienne de I’agent pathogene. L’action antagoniste se
traduit par une faible croissance mycélienne de 1’agent pathogeéne durant les trois premiers
jours d’incubation, suivi d’un arrét total de la croissance a partir du quatriéme jour
d’incubation. Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp.
radicis lycopersici varie d’une souche d’actinomycéte a une autre et cela, quelle que soit la
technique utilisée (technique de striés croisées ou de des disques). Les souches TL4, TL1 et
TL2 ont montré, respectivement, les taux d’inhibition les plus élevés (72,5, 70 et 70 %), ces
résultats sont confirmés par plusieurs études montrant I'activité antifongique des souches du
genre Streptomyces sur Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici (Benhamou et Chet,

1996). Les autres souches présentent des taux d’inhibition moins important.
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Ces résultats sont en accord avec ceux donnés par (Sabaou et al., 1992) rapportant
I’activité inhibitrice des Streptomyces sur la croissance de plusieurs espéces du genre

Fusarium.

I1. Contrdle biologique in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici

Les résultats du contrdle biologique de la fonte du semis causée par Fusarium oxysporum
f. sp. radicis lycopersici par les isolats d’actinomycetes endophytes, sont représentés par les

histogrammes de la figure 10.
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Figure 10. Résultats de l'incidence de la fonte des semis de la tomate /7
vitro causé par Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici

Les histogrammes avec les mémes lettres ne sont pas significativement différents, selon le test de
Fisher LSD la différence la moins significative (P < 0,05).
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Dix isolats du genre Streptomyces ont montré une activité variable sur Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici. Sur la base des résultats obtenus de I’incidence de la
maladie, les isolats TL5, AR1, TL8 et TL4 présentent une incidence faible (inférieur a 30 %).
Les autres isolats ont montré des taux de plantules infectées plus élevés, et I’incidence de la

maladie était relativement élevée (supérieure a 90%) (Figure 10).

D’apreés ces résultats, nous constatons que la variété Marmande est tres sensible a la fonte
des semis causée par Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici. Ceci se confirme par le
taux de I’incidence (95.45%) (Groupe homogéne ab) obtenues dans le cas du témoin positif
(Figure 10,11).

L’enrobage des semences par les spores de la souche Streptomyces sp. TL5 a permis
d’atteindre la faible incidence de la maladie (13,33 %) (Groupe homogene c), ce qui
correspond au meilleur taux de protection (86.67%) de plantules saines (Figure 10,12).

Graine non germée

Pourriture racinaire

Plantule morte

Figure 11. Symptdmes de la fonte des semis : plantules mortes et graines non germées et

pourriture racinaire causé par Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici
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Figure 12. Taux de plantules saines traité par les spores de la souche Streptomyces sp. TL5.

Il est a noter que certaines souches d’actinomycétes, permettant un seuil de protection
élevé in vitro, pourraient se doter d’une faible activité d’antibiose sur milieu ISP2. A titre
d’exemple nous citons le cas de la souche Streptomyces sp. TL4 dont le potentiel d’antibiose
sur milieu ISP2 est de 0 % alors que son effet contre la fonte des semis in vitro était de 70%
de plantules saines. Ce taux d’inhibition in vitro peut étre expliqué par le faite que la
croissance du champignon était limité par les conditions du milieu et non pas par ’action de
la souche Streptomyces sp. TL4 en outre, a cette inhibition pourrait étre expliquée par un autre
mécanisme d’inhibition tel que P’action des enzymes lytiques et la compétition pour les
élements nutritifs, par la production des sidérophores dans le cas du fer par exemple. Ces
résultats sont en accord avec ceux trouvees par Baniasadi et al., (2009). Ces derniers
rapportent que le potentiel du contrdle biologique in vitro n’est pas proportionnel aux résultats
des activités d’antibiose sur milieu de culture (ISP2). La souche Streptomyces sp. TL4 avait la
meilleure activité d’antibiose sur milieu ISP2. Le taux de protection atteint dans les essais de
contréle biologique in vitro est de 70% de plantules saines. Ces résultats sont en accord avec

ceux donnés par EL-Tarabily et al., (2008).
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I11. Controle biologique in vivo de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici

Les résultats des essais du pouvoir protecteur in vivo des souches d’actinomycétes vis-a-Vvis

de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici sont donnés par les histogrammes de la

figure 14.
< H Sol non
8\/ 60 stérilisé
é b ¢ m Sol stérilisé
£ 50
w
3
o< 40
L
[
£ 30
o}
[<B]
< 20
[¢D)
(&)
5
3 10
(&)
=
0

AR2 DN4 DN19 TL1 TL2 TL3 TL4 TLS TL8 Témoin
positif

Les souches d'actinomycetes

Figurel3. Résultats de ’activité de controle biologique /7 vivo de
Fusarium oxysporum t. sp. radicis lycopersici (sol non stérilisé et sol
stérilis¢)

Les histogrammes avec les mémes lettres ne sont pas significativement différents, selon le test de
Fisher LSD la différence la moins significative (P < 0,05).

Les résultats de la figure 13 montrent que 1’incidence élevée de la maladie (27, 78% et
50%) (Groupe homogene c et b) a été observée avec les graines non traitées dans le sol

stérilisé et non stérilisé respectivement.

L’analyse de ces résultats montre que les souches AR2, DN4, TL3 et TL4 dans le sol
stérilisé ont permis d’atteindre une meilleure protection des plantules de tomate contre la
fonte des semis provoquee par Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici avec un taux de
I’incidence égale a 0% Figure 14. Par contre, dans le sol non stérilisé, nous avons noté une
variation quantitative de 1I’expression de la fonte des semis sur les plants de tomate, estimée a
travers des taux de I’incidence importants passant, respectivement, de 23,53% a 50%, et de
5,56% a 27,78% dans le sol stérilisé. Ce développement de la fonte indique la bonne

réceptivité de ces sols a Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici, se traduisant par
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I’installation de 1’agent pathogeéne, son développement et 1’expression de son pouvoir

pathogéne aux contacte des plants de tomate.

Fonte des semis

Figure 14. Résultats de contrdle biologique in vivo représenté les différents traitements

A D’issu des résultats obtenus, nous constatons encore une fois qu’il n’y pas proportionalité
entre le potentiel de contrdle biologique in vitro et in vivo. La souche Streptomyces sp. TL2
(Groupe homogene b) et TL4 ont considéries comme meilleurs agents de lutte biologique in
vivo ( sol stérilisé et sol non stérilisé), avec un taux de plantules saines (76.47% et 100%)

respectivement.

Nous résultats sont en accord avec plusieurs travaux qui ont rapportés que des tests de
contréle biologique in vivo ont donné des résultats satisfaisants en utilisant des Streptomyces
contre quelques agents pathogenes d'origine tellurique tel que le genre Fusarium (Tahvonen et
Avikainen, 1987., Mohammadi et Lahdenpera, 1992 ., Hibar et al., 2007).

IV. Resultats de la promotion de la croissance des plantules de tomate

Les isolats d’actinomycéte sont été etudiés pour leur effet dans la promotion de la taille du
plantules, des racines, ainsi que la promotion du poids frais et du poids sec des plantules et
cela pour un sol stérilisé et dans un sol non stérilisé. Les résultats de ces testes sont donnés

par les histogrammes des figures (15,16 ,17 et 18).
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Figure 15. Promotion de la croissance des plantules de la tomate en sol
stérilisé

Les histogrammes avec les mémes lettres ne sont pas significativement différents, selon le test de
Fisher LSD la différence la moins significative (P < 0,05).
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Figure 16. Poids frais et poids sec des plantules de tomate en sol stérilisé
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Figurel7. Promotion de la croissance des plantules de tomate en sol non

stérilisé

Les histogrammes avec les mémes lettres ne sont pas significativement différents, selon le test de
Fisher LSD la différence la moins significative (P < 0,05).
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Figurel8. Poids frais et poids sec des plantules de tomate en sol stérilisé
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L’analyse des résultats donnes par la figure 15 montre que 1’enrobage des semences par les
spores de la souche Streptomyces sp. TL4 permet une augmentation de la taille des plantules
et des racines (84,38 mm et 46,5 mm respectivement) (Groupe homogéne b et a) cultivées
dans le sol stérilisé comparativement au témoin négatif (55,22 mm et 20,3 mm) (Groupe
homogéne ab et ab). La méme observation est valable pour le poids frais et le poids sec
obtenus avec la souche Streptomyces sp. TL4 (0,186 g et 0,087 g) et avec le témoin négatif
(0,042 g et 0,02 g) (Figure 16).

Les résultats donnés par la figure 17 montrent que le traitement des semences par la souche
Streptomyces sp. TL2 a présenté la plus forte influence sur la promotion de la croissance des
plantules et des racines (70,55 mm et 65,65mm) (Groupe homogene a et A), comparativement
au témoin négatif (48,5 mm et 48,5mm) (Groupe homogene a et A). L méme observation est
valable pour le poids frais et le poids sec (0,151 g et 0,094 g) pour la souche TL2 et (0,024 g
et 0,014 g) pour le témoin négatif (Figure 18).

Globalement, les souches TL1, TL4 et TL8 ont permis une augmentation maximale de la
longueur des racines et des plantules (cv. Marmande) dans le sol stérilisé (Figure 16), et les
souches TL2, DN19 et TL3 dans le sol non stérilisé (Figure 17).

Pour la promotion de la croissance des plantules exprimées en poids frais des plantules de
tomate, nous constatons que le meilleur traitement pour la variété Marmande était observé par
les souches TL3, TL4 et TL8 dansle sol stérilisé (Figure 16),et les souches AR2, TL1 et TL2

dans le sol non stérilisé (Figure 18).

L’amélioration de la croissance des plantules par les souches Streptomyces sp. TL2 et TL4
pourraient contribuer & la protection de la plante contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis
lycopersic. Ces résultats sont confirmiés par plusieurs travaux qui montrent le role des
actinomycetes endophytes dans la promotion de la croissance de leur plante hote indigéne
(Kunoh, 2000., Hibar et al., 2007).

Plusieurs études ont rapporté le role des souches Streptomyces spp. comme des agents
potentiels en lutte biologique contre les champignons pathogenes transmis par le sol
(Lahdenpera et al., 1991., Cao et al., 2004., Dhanasekaran et al., 2005., El-Tarabily et al.,
2008). A titre d’exemple le rOle d’actinomycétes dans la lutte biologique contre les

microorganismes phytopathogénes notament la pourriture racinaire et du collet de la tomate
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causé par Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersic (El-Tarabily et Sivasithamparam,
2006., Hibar et al., 2006).

Cette étude montre le potentiel des souches Streptomyces sp. TL4 et TL2 isolés des racines
des plantes spontanées dans la lutte biologique contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis
lycopersic 1’agent causal de la fonte des semis, et dans la promotion de la croissance des
plantules de tomate. Ces isolats de genre Streptomyces peuvent avoir des activités
antagonistes efficaves contre les champignons dans le sol et de jouer un role dans la

promotion de la croissance des plantules cultivées.
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Conclusion

A I’issu de cette étude, un total de dix isolats d’actinomycétes endophytes ont été isolé des
racines des plantes spontanees de la région d’El-Khneg (Laghouat) (33° 44’ N, 2° 47’E). Afin
de voir leur pouvoir antagoniste en lutte biologique contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis

lycopersici, par des tests biologiques in vitro et in vivo.

Parmi les dix souches d’actinomycétes endophytes testées in vitro pour 1’activité
d’antibiose sur milieu de culture ISP2, trois souches ont une activité sur la croissance
myceélienne du Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici. Les souches Streptomyces spp.

TL2, TL3 et TL4 avaient une activité d’antibiose ¢levée.

Pour le biocontrole in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici tous les
isolats d’actinomycétes endophytes ont été testés afin de déterminer leur effet protecteur
contre la fonte des semis. La seule souche qui a montré un taux faible de 1’incidence de la

fonte des semis avoisinant 13,33 %, est la souche Streptomyces sp. TL5.

Le biocontrdle in vivo de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici dans le sol stérilisé
et dans le sol non stérilisé, a montré que les souches Stryptomyces spp. TL2 et TL4 ont une
action sur cet agent pathogene, et cela s’exprime par le taux des plantules saines obtenues et
76,47 % 100% respectivement.

Les résultats obtenus dans cette étude ont révélé que la souche Streptomyces spp. TL4 et
TL2 dans le sol stérilisé et dans le sol non stérilisé respectivement, sont caractérisés d’un effet
PGPB notable caractérisé par une augmentation de la taille des plantules, du poids frais et du
poids sec des plantules de tomate.

Les actinomycetes endophytes pourraient étre utilisés comme moyen de lutte biologique
potentiel susceptible de protéger les cultures de tomate contre les agents phytopathogénes,
tout en limitant 1’utilisation de pesticides, ce qui s’intégre parfaitement dans une démarche

respectueuse de I’environnement.

En perspective, nous projetons de continuer 1’étude des deux souches Streptomyces spp.
TL4 et TL2, et de confirmer I’effet antagoniste dans différentes conditions, et 1’identification
du genre par des techniques plus précises, notamment la taxonomie moléculaire. Il est

également important de tester I’aptitude des deux souches & produire des composés
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antifongiques et d’étudier leur potentiel protecteur vis-a-vis d’autres agents phytopathogénes

responsables de la fonte des semis de la tomate.
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Annexe 1. Le marché des biopesticides.

M Bactéries
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 Prédateurs
B Virus
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Figure 19. Le marché des biopesticides microbiens en 2005 (Thakore, 2006).
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