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BOUTERFAYA Hicham

Théme :

«Mise en évidence du role de quelques isolats d’actinobactéries endophytes dans la
solubilisation des phosphates inorganiques et la promotion de la croissance des plantules de

tomates en culture hors sol »

Résumé

Un total de neuf isolats d’actinobactéries endophytes ont été testé pour leur faculté a
produire des composés antifongiques actifs contre plusieurs agents phytopathogénes
notamment Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici.L’extrait méthanolique du filtrat
de culture de la souche Streptomyces sp. LA7 a montré la meilleure activité antifongique
vis-a-vis Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici. Les résultats de 1’analyse par
bioautographie ont montré que cette souche produit un seul composé antifongique actif
contre cet agent phytopathogéne. La production de ’acide indole-3-acétique sur bouillon
Yeast extract-Tryptone (YT) additionné de L-Tryptophane était étudié pour tous les
isolats.Sept actinobactéries sont capables de produire I’AIA. Le maximum de production
était observé avec la souche Streptomyces sp. LA3 ou la quantité d’AIA a attient 164,49
pg/ml de filtrat de culture.

La majorité des isolats sont capables de croitre sur milieu Pykoveskaya contenant
duCaz(POy).et le AIPOscomme seules sources de phosphate.Au contraire, les isolas ne
poussent pas sur ce milieu contenant des phosphates ferriques.

L’utilisation des filtrats de la souche Streptomyces sp. LA7 dans la préparation des
solutions de knop modifiées et 1’application de ces derniéres dans la ferti-irrigation des
plantules de tomate (cv.Marmande) cultivées en hors sol (Perlite inerte) permit d’améliorer
’assimilation du phosphore solubilisé et la promotion de la croissance des plantules.

De prometteuses possibilités d’application de cette souche d’actinobactérie dans le
biocontrdle et dans la biofértilisation sont envisagées.

Mots-clés : Actinobactéries endophytes, Activité antifongique, Solanum lycopersicum L (cv.
Marmande), Acide indole-3-acétique, Solubilisation des phosphatesinorganiques.
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«Stady the role of some isolates antagonist actinobacteria in the solubilization of inorganic
phosphates and promoting the growth of tomato seedlings in hydroponics.»

Abstract

A total of nine actinobacteria endophytic isolates were tested for their ability to
produce antifungal compounds active against several plant pathogens including Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici. The methanol extract of the culture filtrate of
Streptomyces sp. LA7 showed the best antifungal activity against Fusarium oxysporum f.
sp. radicis lycopersici. The results of the analysis bioautography showed that this strain
produces a single active antifungal compound against the plant pathogen. Production of
indole-3-acetic acid on yeast extract-broth Tryptone (YT) supplemented with L-Tryptophan
was studied for All isolates. Seven actinobacteria are capable of producing the AIA. The
maximum production was observed with Streptomyces sp. LA3 where the amount of AIA
has reched 164.49 g / ml of culture filtrate.

The majority of isolates are able to grow on Pykoveskaya medium containing Ca3
(PO4) 2 and AIPO4 as the only sources of phosphate. Contrary unlike, isolats don’t grow
on this medium containing ferric phosphate.

The use of the filtrates the strain Streptomyces sp. LA7 in the preparation of modified
knop solutions and application in ferti-irrigation of tomato seedlings (cv.Marmande) grown
in soil (inert Perlite) allowed himself to improve the assimilation of dissolved phosphorus
and the promotion seedlings of growth.

A promising applicability of this strain of the biocontrol actinobacterium and
biofertilization are considered.

Keywords: Actinobacteria endophytes, Antifungal activity, Solanum lycopersicum L (cv
Marmande.) Indole-3-acetic acid, inorganic phosphate solubilization.
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Introduction

INTRODUCTION

La culture de tomate est sujette a de nombreuses attaques parasitaires par une gamme
assez large de ravageurs (mouche blanche, pucerons, thrips, nématodes...) et maladies
cryptogamiques (mildiou, oidium, pourriture grise et fonte des semis ...etc.) causant des
pertes remarquables en rendement (Id-el Mouden et al., 2010). La prévention de ces

maladies devient donc d’une importance notoire pour cette culture (Shankara et al., 2005)

La présence de bactéries capables de favoriser la solubilisation duphosphate et de le
rendre ainsi plus disponible pour les plantes a étédémontrée dans la rhizosphere des plantes
cultivées. Certains microorganismescapables de solubiliser le phosphate produisent
¢galementdes substances de croissance comme 1’acide indole-3-acétique. Desexpériences
ont montré que I’inoculation de bactéries qui solubilisent lephosphate peut augmenter les

rendements en 1’absence de fertilisationphosphatée (Kundu et Gaur, 1984).

Les PGPB (Plant Growth Promotion Bacteria) qu’elles soient des épiphytes et/ou des
endophytes influencent leur hote végétal par différents mécanismes. Ceci peut impliquer
une stimulation directe de la croissance par le biais d’une bio fertilisation et via la sécrétion
d’autres composés augmentant la croissance de leur hote végétal, comme par exemple des
sidérophores, la production de phytohormones, la solubilisation des phosphates, la fixation
de I’azote atmosphérique, ce qui permet en retour une augmentation de la croissance de la

plante (Sturz et Christie, 2003).

Les actinobactéries sont des procaryotes trés recherchées en biotechnologie grace a leur
réle important dans la production des composés bioactifs. Ce groupe de bactérie a fourni un
nombre considérable d’enzymes, de composés antitumoraux, d’agents immunosuppressifs,
d’insecticides, d’antiparasites, d’herbicides, d’antioxydants, et surtout d’antibiotiques
(Solanki et al.,2008). Certaines especes d’actinobactéries dégradent des composés
organiques de synthése qui sont en principe non biodégradables (Moody et al.,2001). Les
actinobactéries habitent dans le sol et sont importants décomposeurs de la matiére
organique, ce qui rend le sol fertile (Al-zarban etal., 2002; Boughachiche et al.,2005;
Kitouni et al., 2005).

Cette fonction de biodégradation des actinobactéries est due a la variété d’enzymes
qu’elles peuvent synthétiser. En effet, les enzymes sont apres les antibiotiques les plus

importants produits des actinobactéries (Lopes et al., 1999). L’action de ces
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enzymesconduit a la dégradation des nutriments et sources d’énergie plus ou moins
complexes. Elles sont utilisées dans la dégradation des biomasses végétales et animales
(Williametal., 1993).

Ces microorganismes montrent non seulement un large spectre de diversité dans le type
mais également dans le nombre d'antibiotiques produits (Raaijmakers et al. 2002; Gowan et
al. 2005). Par exemple, certaines souches d’actinobactéries ont la capacité d’excréter des
métabolites qui jouent un réle important dans I"inactivation des facteurs de germination du
pathogéne ou la deégradation de leurs facteurs de pathogenicité comme les toxines
(Welbaum et al., 2004). Ainsi, la capacité de certaines d’entre eux a parasiter et a dégrader
les spores des pathogeénes. La production d’enzymes détruisant la paroi cellulaire a été
démontrée (Whipps 2001). Une étude récente a démontré que 1"espéce de la plante hote a
une influence significative sur la dynamique, la composition et I"activité des actinobactéries
(Bergsma-Vlami et al., 2005).

Les actinobactéries sont connus aussi pour leur pouvoir PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria). Ils solubilisent quelques minéraux insolubles présents dans la rhizosphere
tel que le phosphore et ils sont capables de produire certaines phytohormones (tel que
I’acide indole-3-acétique (AIA) et des sidérophores. Certaines espéces d’actinobactériesont
capables de fixer I’azote atmosphérique (Sturz et Christie, 2003; Khamna et al.,
2010;Solans et al., 2011).

C’est dans ce contexte que l’objectif de notre travail vise a tester des souches
d’actinobactéries endophytes contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici et
d’effectuer une caractérisation portant sur leur faculté a solubiliser différentes sources de
phosphates inorganiques et de production de phytohormones capables de jouer un réle dans

la promotion de la croissance des plantes cultivées notamment les plantules de tomate.
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I. Généralités sur la tomate
I.1. Historique et origine de la tomate

La tomate est originaire de 1I’Amérique du sud. Son ancétre sauvage, Solanum
lycopersicumvar.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 premiere 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. Actuellement, et pour des raisons phylogénétiques, la tomate est

appelée Solanum lycopersicum L (Shankara et al., 2005).

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

algérois (Latigui et al., 1984).

I.2. Caractéristiques et description 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).

1.3. Classification de la tomate
La tomate dont ’appartenance a la famille des solanacéesa été classée par Linné en
1753, comme Solanum lycopersicon.

Gaussen et al, en 1982, rappellent que la tomate appartient a la classification suivante:

Regne : Planta

Sous régne : Trachenobionta
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Solonales

Famille : Solanaceae

Genre : Lycopersicum

Espece : Solanum lycopersicum L
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1.4. Caractéristiques physiologiques de la tomate
De nombreux travaux ont été faits sur la tomate, ce qui nous permet de connaitre assez
bien son cycle biologique, ses exigences ainsi que les conditions de milieu, lui permettant

un développement optimum et une bonne productivité (Raemaekers et al., 2001).

1.4.1. Le cycle biologique de la tomate

D’aprées Gallais et Bannerot (1992), le cycle végétatif complet de la graine a la graine de
tomate varie selon les variétés, 1’époque et les conditions de culture. Il s’étend
géneralement de 3,5 a 4 mois du semis, jusqu’a la derniére récolte (7 a 8 semaines de la
graine a la fleur et 7 a 9 semaines de la fleur au fruit) (Gallais et Bannerot, 1992). Le cycle

est représente dans la figure 1.

Germination - Croissance et Floraison - Formation des fruits

Figure 1. Les différentes phases de développement de la tomate (Polese et al.,2007).
1.5. Exigences édapho-climatiques de la culture

La tomate est une plante des saisons chaudes, elle est exigeante en chaleur pour assurer
son cycle végétatif complet. Les températures optimales pour la plupart des variétés sont
entre 20 et 25 °C le jour et 15 °C a 17 °C la nuit (Shankara et al., 2005).

La température du sol est le premier facteur dont dépend le pourcentage de levée et la
vitesse de germination. Cette derniére augmente avec la température jusqu'a une valeur
optimale de 25 °C (Rey et Costes, 1965).

La tomate n’a pas d’exigences particuliéres en maticre de sol. Elle s’adapte bien dans

les sols profonds, meubles, bien aérés et bien drainés. Une texture sablonneuse ou sablo-
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limoneuse est preférable (Chibane et al., 1999). Selon Verolet (2001), 1’espéce de tomate
est adapté a de nombreuse type de sol tant que sur le plan de la texture que du pH du sol.
La tomate parait étre 1’'une des cultures les plus exigeantes en eau. Les besoins de la
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 est en fonction de
I’environnement, de la plante, mais aussi des stades de développement de celle-Ci

(Bussieres e al., 2002).
I1.Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici

Fusarium oxysporum est 1’espéce de genreFusarium la plus répandue dans la nature.
Elle est présente dans les sols du monde entier ou elle se comporte soit en parasite, soit en
saprophyte. Il a de nombreuses formes spécialisées qui s’attaquent a une foule devégétaux
(pois, tomate, allium, pastéque, melon, lin,...etc.). Fusarium oxysporum f.sp.lini, parasite
du lin, ou Fusarium oxysporum f.sp.pisi, parasite du pois, sont des Fusarium vasculaires
rarement transmis par les semences. Les Fusarium oxysporum, couramment transmis par
les semences sont des Fusarium non vasculaires, essentiellement responsables de la fonte

de semis (Champion et al., 1997).
11.1. Morphologie
11.1.1. Caractéres culturaux

Les Fusarium se developpent bien sur milieu PDA. La température optimale de
croissance varie entre 22 et 37°C. Les colonies duveteuses ou cotonneuses ont des couleurs
variables (blanc, créeme, jaune, rose, rouge, violet ou lilas) selon les especes (Chebasse et
al., 2002).

Ce champignon a la particularité de se développer en saprophyte dans le sol. Il fait
partie des champignons filamenteux appartenant a la famille des Tuberculariacées (groupe
des Hyphomyceétes) avec un mycélium aérien sur le milieu de culture potato-dextrose-agar
(PDA) ou il prend différentes couleurs (Snyder et Hansen, 1940).

Le Fusarium oxysporum produit trois types de spores asexuées (Burgess et al., 1981):

- Des chlamydospores qui sont des formes de résistance pluricellulaires et munies d’une
paroi épaisse qui permettra au champignon de survivre.

-De nombreuses microconidies unicellulaires et des macroconidies abondantes, constituees
de deux a trois cellules, et qui possedent la caractéristique principale de cette espece lors

des observations microscopiques.
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Les microconidies et les macroconidies, issues de la multiplication vegétative,sont
supportées par des conidiophores et sont utiles a la dissémination du champignon(Nelson
et al., 1983).

11.1.2. Micromorphologie

Les microphialides (10 a 14 x 3,5 a 5 um) peuvent s’agréger en sporodochies. Les
microconidies sont ellipsoidales, isolées ou potées par des conidiophores courts et ramifiés.
Les microconidies sont abondantes et ovoides. Les macrophialides sont éparses ou
groupées en sporodochies. Elles sont fusiformes, plus ou moins courbées, pointues aux
deux extrémités, présentant 3 a 5 septum etelles mesurent 27 a 65 x 3 a 5 um. Les
chlamydospores, terminales ou intercalaires, formeées dans le mycélium et dans les
conidies, sont sub-globuleuses et hyalines (5 a 15 um de diamétre) (Roquebert et al.,
1998).

I1.2. Taxonomie

Regne : Champignons

Embranchement: Ascomycota

Classe: Sordariomycetes

Sous-classe: Hypocreomycetidae

Ordre : Hypocreales

Famille: Nectriaceae

Genre: Fusarium

Espéce: Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (Jarvis et Shoemaker, 1978).
11.3. Biologie deFusarium oxysporum f.sp.radicis lycopersici

Le champignon se conserve dans le sol grace a des chlamydospores et au mycélium
capable de survivre sur les débris. L’infection a surtout lieu a partir des conidies formées

sur les chancres (stade de croissance plus avancé) (ITCMI, 2012).

La dissémination du champignon se fait au niveau du sol par les eaux de
ruissellement, le vent, ou les éclaboussures, ou les importations dans 1’exploitation de
terreau ou de plants contaminés. Le champignon semble plus agressifs sur des cultures

ayant connu un stress (exces d’eau ou température trop froide) (ITCMI, 2012).
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11.4.Les maladies causées par Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici
11.4.1. La pourriture racinaire et du collet

La pourriture des racines et du collet est une maladie causée par Fusarium oxysporum
f.sp.radicislycopersici (Forl) (Jarvis et Shoemaker, 1978). Cette maladie a été découverte
pour la premiére fois au Japon en 1969 (Menzies et Jarvis, 1994) et elle s’est propagée a
travers le monde a partir de 1970 (Yamamoto et al., 1974).Elle a été signalée dans
plusieurs pays du bassin méditerranéen ou elle est plus ou moins dommageable (Blancard
etal., 1997).

Cette maladie terricole affecteles plantules et entraine leur mort (Henni et al., 1998).Elle

peut s’exprimer surtout a maturité¢ lorsque les plantes sont chargées de fruits (Blancard et

al., 1997).
11.4.1.1. Les symptOmes externes

Les feuilles asséchées gardent leur chlorophylle et apparaissent avec un aspect gris
verdatre (Laterrot et al.,1978). Il s’ensuit un jaunissement puis une nécrose d’une partie ou
de la totalité du limbe avec des éclaircissements au niveau des nervures(Fig.2, 3 et 4).

L’atteinte des feuilles se fait progressivement de bas en haut ce qui fait que les feuilles
se trouvant a la base de la plante sont déja mortes (Messiaenet al., 1981).

Il arrive fréquemment qu’un seul rameau soit atteint et ceci avant 1’apparition des
symptdmes de la maladie sur le reste de la plante. Au niveau de la tige de la plante atteinte,
apparait une dépression longitudinale qui part du collet puis remonte unilatéralement. Les
tissus au niveau de la dépression sont de couleur brune (Bouhotet al., 1972).

D’autres symptomes peuvent parfois apparaitre a savoir: I’inclinaison et la courbure
progressive vers le sol des pétioles et des limbes(épinastie), le ralentissement de la

croissance et la formation de bourrelets adventives sur la tige (Laterrot et al.,1978).
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Figure 3. Desséchement et mort des feuilles (Agrios et al., 2005)

11.4.1.2.Les symptdmes internes

Il convient a noter que le systeme vasculaire présente aussi quelques symptomes, bien
que nous n’ayons pas a faire a une maladie uniquement vasculaire. D’une maniére
générale, le cylindre central des grosses racines révéle des brunissements assez marqués. Il
en est de méme pour les tissus vasculaires du pivot et ceux situés de part et d’autre de ces
derniers. Le brunissement peut s’étendre jusqu’a la tige sur plusieurs dizaines de
centimétres au-dessus du collet (figure 4).

Des racines adventives se développent parfois sur la tige pour faire face a ’attaque du

champignon (Blancardet al., 1997).
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Figure 4. Brunissement des vaisseaux (Agrios et al., 2005)

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 stagnant est aussi un facteur qui
favorise le développent de la font de semis. Comme son nonl’indique, cette maladie
s’attaque au semis, pouvant apparaitre dés la mis en terre des grains aussi bien qu’au stade
plantule. La tomate, par exemple, n’est plus susceptible au pourridié apres le stade 2 ou3

feuilles (ITCMI ,2012).
11.6.Moyen de lutte
11.6.1. Lutte prophylactique

Tous les moyens de contrble de la fonte de semis sont des mesures préventives plutot
que curatives. Eviter les conditions froides et humides pendant la germination des graines

et la croissance des plantules réduiront I'incidence de la fonte des semis (ITCMI, 2012).

Le sol froid, compacté, mal drainé est une des conditions propices pour la fonte des
semis. Pour cela il faut éviter de planter dans ce type de sol, les graines qui germent plus
vite et les plantules croissent plus rapidement en sol chaud réduisant ainsi les chances
d’attaque. Le maintien d’une circulation d’air se fait en adoptant un taux de semis plus

faible dans les bacs a semis ou en fournissant une ventilation adéquate. Un Eclaircissage

9
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des semis trop denses est réalisé le plus vite possible. Il est nécessaire de s’assurer que le
terreau est bien drainé en ajoutant du sable oude la mousse de tourbe. Il est impératif
d’éviter les arrosages excessifs, de vaporiser le feuillage plutét que d’arroser le sol

(ITCMI, 2012).

Les organismes responsables de la fonte des semis sont soit déja presents dans le sol soit
introduits par la semence. Le traitement des semences, terreaux et sol par la chaleur
(vapeur, solarisation, thermothérapie) vise a éliminer ou inhiber les microorganismes

présents dans ces milieux (ITCMI, 2012).
11.6.2. 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 respiratoire. D’autres
agissent sur la synthése des constituants du champignon. Des substances ont encore pour
but de désorganiser les cellules et leurs divisions au sein des tissus fongiques. Un
classement de ces matieres actives consiste a distinguer plusieurs catégories suivant leur

pénétration dans la plante et leur fonction chimique (Rocher et al., 2004).
11.6.3. Lutte génétique

L’amélioration des plants en matiere phytopathologique vise 1’obtention de génome des
végétaux qui présentent, avec 1’agent pathogene considéré, un rapport d’incompatibilité
plus ou moins marqué, ou qui produisent adéquatement 1’infection par 1’agentconcerné
(lepoivre et al., 2003). Tout programme d’amélioration génétique de la résistance a la
pourriture des racines et du collet causé par Fusarium oxysporum f. sp.radicis lycopersici
implique le choix des sources de résistances, la disponibilité d’un protocole d’identification
des individus porteurs des caracteres de résistance, 1’introgression des genes de résistance
dans une variété, la mise en ceuvre d’une stratégie de déploiement de cette variété afin

d’assure la durabilité de sa résistance (lepoivre et al., 2003).

A fin de présentés tous ces moyens de lutte, il faut signaler qu’aux stades juvéniles de la
culture des tomates (plantules fragile) surtout dans le cas des sols contamines par le

Fusarium, la lutte génétique ne est pas efficace.

10
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11.6.4. Lutte biologique
a. Interaction plante- microorganisme

Depuis plus d’un siécle, la compréhension des interactions plantes-microorganismes
dans la rhizosphére a suscité 1’intérét de nombreux chercheurs. Hiltner (1904) fut le
premier & définir la rhizosphere comme étant la zone de sol entourant la racine qui est
directement ou indirectement influencée par cette derniére et qui présente une forte activité
microbienne (Lemanceau et al., 2006).

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un assemblage complexe de
microorganismes procaryotes et eucaryotes. Parmi ces microorganismes, certains sont
présents dans la rhizosphére sans que leur influence sur le développement des végétaux ne
soit connue (microorganismes commensaux), certains sont favorables aux plantes
(mutualistes) alors que d’autres ont des effets délétéres sur les plantes (parasites et
phytopathogeénes) ( Kent et Triplett, 2002; Cardon et Gage, 2006).

L’utilisation de microorganismes pour améliorer la croissance et la santé des plantes
repose principalement sur ’inoculation. Les microorganismes, tels que les champignons
mycorhizogénes (Elhassan et al., 2010; Gianinazzi et al., 2010) et les bactéries fixatrices
d’azote, représentent un potentiel important pour I’amélioration de la croissance des
plantes et la lutte biologique contre les maladies d'origine microbienne (Bhattacharjee et
al., 2008; Elhassan et al., 2010).

b. Notion de la lutte biologique

La lutte biologique a pour principe d’utiliser 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
(Rahman et al., 2007).

Les microorganismes utilisent différents mécanismes pour lutter contre les agents
phytopathogénes du sol, a savoir: I’antibiose, la compétition, le parasitisme et/ou
I’induction des mécanismes de la résistance chez la plante (Dunne et al., 1996; Paulitz et
Beélanger, 2001; Lugtenberg et al., 2002; Spadaro et Gallino, 2004; Bouizgarne et al.,
2006; Prévost et al., 2006; Lehr et al., 2008).

L’antibiose, par définition, est I’inhibition de I’agent phytopathogéne par la production
des métabolites secondaires par un autre microorganisme (Cook et Baker, 1983). Ce mode

d’action est le plus ¢tudié chez les agents de lutte biologique. Il consiste a secréter des

11
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substances antibiotiques,possedant un faible poids moléculaire et ayant une fonction
antifongique et/ou antibactérienne. Les antibiotiques agissant par 1’inhibition de la
croissance mycélienne ou interférente avec la germination et/ou la sporulation des agents
phytopathogenes, d’autres provoquent la distorsion des hyphes fongiques (Lepoivre et
al.,2003).

La compétition nutritive est un moyen important de lutte biologique du fait que le
manque de nutriments peut engendrer automatiqguement la mort du pathogene (Benitez et
al., 2004). La compétition nutritionnelle et la compétition spatiale contribuent dans la
réduction des infections racinaires provoquées par les agents phytopathogenes. En effet
certaines PGPR protégent les racines et occupent les sites d’infection aux agents
phytopathogénes (Benitez et al., 2004; Compant et al., 2005).

Le parasitisme consiste en 1’interaction directe entre deux microorganismes ou les tissus
vivants de 1’un constituent une base nutritive pour 1’autre (Helluy et Holmes, 2005).
L’agent antagoniste sécréte des enzymes dégradant les parois cellulaires des agents
pathogenes 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 Rhizoctania solani par sécrétion de glucanases et de protéases (Paulitz et
Bélanger, 2001).

c. Les agents de lutte

Au niveau de la rhizosphere et du contréle des agents pathogenes telluriques, la lutte se
fait principalement via des bactéries appartenant aux genres Streptomyces, Bacillus,
Agrobacterium et Pseudomonas, et des champignons des genres Ampelomyces, Candida,

Coniothyrium et Trichoderma (Benizri et al., 2001).

I11. Les actinobactéries

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif avec un coefficient de Chargoff
(G+C) élevé, saprophytes, largement distribuées dans le sol, l'eau et les plantes.Elle
montrent une diversité chimique et morphologique marquée, mais forment une ligne
distincte de I'évolution des organismes (Goodfellow et O'Donnell,1989). Bien que les
actinobactéries soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie ressemble
fortement a celle des microorganismes eucaryotes comme les champignons filamenteux
(Osada et al., 1998). Leslignes distinctes présentent des similitudes avec les eubactéries et

les champignons. Il existe des formes de transition, mycéliennes typiques et unicellulaires,

12
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présentant une aptitude peu marquée a former un mycélium ramifié. Le diameétre des
filaments des formes mycéliennes est toutefois environ dix fois plus faible (0,5 a 1,2 um)

que celui des mycélia de champignons.

Les actinobactéries sont répandus dans l'environnement et la plupart des especes
chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de facon optimale dans la gamme
de pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et Wellington, 1982;
Goodfellow et Williams, 1983).

Ces microorganismes sont capables de coloniser la rhizosphere grace a leurs caractéres
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 et le privé
des autres microorganismes (Cao et al., 2005; Getha et al., 2005). La production de
sidérophores par Streptomyces griseorubiginouse est efficace dans la lutte contre la

fusariose du bananier causée par Fusarium oxysporum f. sp.cubenese (Getha et al., 2005).

D’autres actinobactéries sont parasites de champignons en produisant des enzymes qui
leur permettent de dégrader la paroi des cellules fongiques.Le parasitisme des mycélia de
champignons par les actinobatéries a eté décrit dans plusieurs travaux (Trejo-Estrada et
al.,1998; El-Tarabily et al., 2000; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006; Errakhi et al., 2007;
Khan et al., 2008).

Les actinobactéries peuvent agir également par compétition nutritionnelle et spatiale
contre les microorganismes phytopathogenes. Leur faculté d’adaptation a différents
milieux rhizosphériques leur permet d’étre un bon compétiteur (El-Tarabily et
Sivasithampar, 2006). De plus, ils sont connus par leur capacité de produire des
antibiotiques qui leur permettentd’inhiber les agents phytopathogeénes (El-Tarabily et
Sivasithampar, 2006). Tréjo-Estrada et al., (1998) ont montré une corrélation entre la
production d’antibiotiques dans le sol et I’efficacité des actinobactéries dans la lutte contre
les agents phytopathogenes. Par exemple, Streptomyces violaceusniger YCED9 produit
trois composés antifongiques dont la nigrecine, la geltanamycine et la guanidylfingine
impliquées dans la lutte contre les agents phytopathogenes. De méme, plusieurs
antibiotiques produits par les actinobactéries sont actuellement utilisés dans la lutte

biologique.

13
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Les actinobactéries ont longtemps été considérés comme des champignons primitifs, du
fait de leur myceélium, souvent a la fois aérien et pénétrant dans le substrat nutritif, du fait
également de la fructification par sporanges libérant des spores chez un grand nombre
d’entre eux (Horinouchi et al., 2002).

I11.1.Mode d'action des Actinobactéries

Les mécanismes responsables de la suppression de la maladie par les actinobactéries
sont: la compétition saprophytique des nutriments sur ou au contacte de la surface racinaire
(Alabouvette, 1986; Lemanceau, 1989; Alabouvette et Couteaudier, 1992), compétition
parasitique de sites d'infection sur les racines (Schneider et al., 1984) et induction de la
résistance systémique chez I'h6te (Ogawa et Komada, 1985; Matta, 1989; Liu et al.,1995).
Mandeel et Becker, (1991) ont démontré que ces 03 mécanismes peuvent étre actifs dans

un méme isolat a la fois.
111.2.Le cycle de développement des actinobactéries (Exemple: 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 séptées 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. 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 et al., 2006). Ces protéines constituent des
intermédiaires entre les modifications du milieu de culture et la synthése des antibiotiques
(Demain et Dijkhuizen, 2006).

14
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Figure 5. Cycle de développement de Streptomyces griseus (Horinouchi et al., 2002).

111.3.Actinobactéries 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 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 etal., 2002), et Burkholderia dans les nodules des
Fabacées (Moulin etal., 2001; Chen et al., 2003; 2005; 2006). Les actinobactéries libérent
les cytokinines (Kraigher et al., 1991), des gibbérellines (Gogala et al., 1971) et/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

15



Partie | : Revue bibliographique

montré que les actinomycétales étaient capables de synthétiser I’AIA lorsqu’ils sont

cultivés sur un milieu contenant du tryptophane (Gay et al.,1989).
111.4.Rdle des actinobactéries dans le sol

Dans le sol, la densité des actinobactéries, essentiellement représentées par les genres
Nocardia et Streptomyces, est en général 3 a 15 fois plus faible que celle des bactéries
unicellulaire et varie entre 10° et 10° unités /g de sol. Leur densité augmente dans les sols
alcalins et décroit dans les sols submergés (Goodfellow et Williams, 1983). Leur role dans
le sol est important en raison de leur aptitude a dégrader les substances organiques non
biodégradables par les champignons et les bactéries (Crawford et al., 1993), et a produire

des substances probiotiques et antibiotiques (Kieser et al., 2000).
I11.4.1.La production d'antibiotique

Les actinobactéries sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berdy et al., 2005).Parmi les especes actinomyceétales, les
Streptomyces sont les plus importants producteurs d'antibiotiques et autres métabolites
secondaires. 75% des antibiotiques sont produits par les especes du genreStreptomyces
(Ravel et al., 2000).

Les antibiotiques des actinobactéries sont utilisés aussi dans le traitement de certaines
maladies des plantes. La blasticidine, par exemple, est active sur Piricularia oryzae, un

pathogene du riz (Tomita et al., 1990).
111.4.2.Les antifongiques

Les antagonistes microbiens sont largement utilisés en lutte biologique contre les
champignons phytopathogénes. L'activité antagoniste de Streptomyces vis-a-vis des
pathogenes fongiques est généralement liée a la production de composés antifongiques
extracellulaires des enzymes hydrolytiques (Prapagdee et al., 2008). Les pramicidines sont
des antifongiques synthétisés par une souche d'Actinomadura bibisca (Tomita et al.,1990).
Elles sont tres actives contre des infections systémiques fongiques malgré leur activité

modérée in vitro (Jean-jacques sanglier et Martha Trujillo, 1997).
111.4.3. La solubilisation des phosphates

Généralement, le contenu de phosphore dans le sol est de 0,05%, cependant seule une

trés faible proportion des phosphates est disponible aux plantes, la majeure partie est
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complexée par I'aluminium, le calcium et le magnésium (Kumar et al.,1999). Il n'est pas
requis en grandes quantités mais peut étre un important facteur limitant de la croissance.

Dans les champs, ce substrat est susceptible d'étre solubilisé par I'action des
microorganismes (Arcand et Schneider, 2006). La littérature décrit ces microorganismes
solubilisant les phosphate (PSM) comme appartenant a des genres d' Aspergillus,
Penicillium,  Thrichoderma,Pseudomonas, = Enterobacter,  Bacillus,  Rhizobium,
Agrobacterium, Microccocus,Aereobacter, Erwinia et les actinobactéries(Mba et al., 1997,
Rudresh et al., 2005).

I11.4.4.La production de phytohormones

Les phytohormones sont des molécules régulatrices de la croissance végétale (Zahir et
al., 1996) qui régissent la croissance et le développement en agissant sur la division,
I'élongation et la différenciation cellulaires, la régulation de I'activité enzymatique et

I'induction de la germination des graines (Arshad et Frenkenberger, 1992).
I11.5.Le role des actinobactéries dans la croissance des plantes

Certains actinobactéries stimulent la croissance des plantes de différentes manieres.
Elles sont capables de coloniser la rhizosphére, en utilisant les exsudats racinaires comme
substrats nutritifs, et ils ont, en retour, un effet bénéfique sur la plante. Cet effet bénéfique
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
symbiotique de I’azote (Sujatha et al., 2005);Soit indirect, lorsqu’elles inhibent la
croissance des organismes phytoparasitaires (antagonisme via la production
d’antibiotiques, d’antibactériens et/ou d’antifongiques, des chitinases, des protéases, des
glucanaseset des sidérophores...etc). Par ailleurs, la symbiose associative (aptitude
endophytique) entre la bactérie PGPB et sa plante hote améliore grandement ’efficacité du
transfert de nutriments ou autres substances bénéfiques de la bactérie a la plante (Gamalero
et Glick ,2011).

I11.6.Hormone de croissance et effet PGPB
111.6.1. Les auxines

Les auxines 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
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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'¢longation
racinaire. La croissance des bourgeons axillaires est également inhibée par le maintien de
la dominance apicale, qui est sous le contréle des auxines (Cohen etal., 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 et al., 1986) et (Nassar et al., 2005) (Voir Fig.8).

OH

o

A\
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H

Figure 6. Structure chimique de I’acide indole-3-acétique (AIA) (Antonio et al., 1996).

111.6.2. La biosynthese de I'auxine

Des études ont montré que cette molécule est synthétisée par la plante principalement a
partir du tryptophane. 1l a été envisagé une voie secondaire de biosynthése a partir
d’indole. Le tryptophane est tout d’abord transformé en indole-3-acétaldoxime sous
I’action d’enzymes a cytochromes. L’acide indole-3-acétique est alors obtenu via des

réactions d’oxydation de 1’indole-3-acétaldoxime (Cohen et al., 2003).

o oOH
O OH o
OH S . N
HN I NH2 N N
Tryptophane Indole-3-acétaldoxime Acide indole-3-acétique

Figure 7. Etapes de biosynthése de 1’acide indole-3-acétique(Antonio et al., 1996).

La forme majeure de l'auxine dans les plantes est identifiéepar 1I’ATA. Les méristémes,

les tissus vasculaires et les organes reproducteurs sont capables de produire I’AIA (Cheng
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et al.,2006). Cette hormone peut agir sur toutes les parties de la plante et doit donc étre
transportée des feuilles jusqu’aux racines.
Deux mécanismes de transport de I’auxine ont été mis en évidence : le transport par

voie apolaire et le transport par voie polaire (Benjamins et al., 2005) (figure 8).

Figure 8. Transport d’auxine dans le systéme racinaire (Cheng et al., 2006).

a) Le transport polaire améne 1’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 I’auxine dans la partie supérieure de la plante;

d) Schéma général du transport de I’auxine (Kramer etal., 2006).
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I11.1.Variété de tomate

Les semences de tomate (Solanumlycopersicum) utilisées dans cette étude sont la
variété Marmande. Le choix de cette variétéa était basé sur sa trés large utilisation en

culture maraichere Algérienne (Snoussi et al., 2010).
11.2.Agent phytopathogéne

La souche utilisée dans notre travail est le champignon phytopathogene Fusarium
oxysporum f.sp.radicis lycopersici obtenu confidentiellement du laboratoire de biologie

des systémes microbiens d’Alger (Figure 9).

Figure 9.Fusarium oxysporum f.sp.radicis lycopersi cultivé sur milieu PDA.
11 .3.Les souches d’actinobatéries endophytes utilisées

Un total de 09souches d’actinobactéries endophytes ont été utilisés dans notre étude.
Ces actinobactéries endophytes ont été isolées a partir des racines de plusieurs plantes
spontanées en Mars 2012 et cela au laboratoire de microbiologie du département
d’agronomie de 1I’Université de Laghouat (Nia et Chouyeb, 2012). Elles ont fait 1’objet de
plusieurs travaux de mémoires d’Ingénieurs d’Etat et de Master en agronomie.Ces travaux
ont été sur la caractérisation et I’implication de ces souches a la fois en lutte biologique
contre certainsagents phytopathogenes de la tomate ainsi que dans la promotion de la

croissance des cette plante.

Au sujet de notre travail, nous nous intéressons de notre coté a perséveérer les travaux de
caractérisation des ces especes d’actinobactéries notamment dans le sens de 1’éventuel
effet de solubilisation des phosphates inorganiques et de I’effet PGPB sur plantules de

tomate.
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11.4.Activitée antifongique
11.4.1. La méthode des stries croisées

La méthode des stries croisées, décrite par Boubetra et al (2013), a été utilisée. Le
principe de la méthode consiste a inoculer 1’actinobactérie selon une strie latérale a la
surface du milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966) en boite de Pétri (90 mm de diametre).
La culture était ensuite incubée a 30 °C. Apres 5 jours d’incubation, les souches test sont
inoculées selon une strie perpendiculaire a celle de I’actinobactérie. La boite est ensuite
incubée a nouveau et la zone d’inhibition est évaluée en (mm) aprés 3 jours d’incubation a

25 °C. Une culture témoin de 1’agent pathogéne, dans les mémes conditions, est effectuée

en absence de I’actinobactérie.

Les souches utilisées dans cette méthode sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 1.Les agents phytopathogénes et/ou toxinogéne utilisées comme souche cible

dans le test d’activité antifongique.

Souche n° Nom de la souche Code Origine
01 Fusarium solani F
02 Fusarium equiseti Fe
03 Fusarium proliferatum Fp
04 Fusarium oxysporum f. sp. lini Fol
05 Fusarium f. sp.albedinis Foa
06 Fusarium f. sp. graminearum kg Laboratoire de biologie des
07 Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici Forl systemes microbien ALGER
08 Fusarium moniliform Fm
09 Fusarium sporotrichoides Fs
10 Fusarium culmorum Fc
11 Aspergillus carbonarius Ac
12 Aspergillus ochraceus Ao

11.4.2. La méthode des puits

La méthode des puits décrite parJanakat et al., 2005,est la technique choisie pour

déterminer I’activité antifongique de 1’extrait a tester. Cette méthode repose sur le pouvoir
migratoire d’extraits sur un milieu solide a ’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode
nous permet de mettre en évidence I’effet antifongique de 1’extrait de 1’actinobacteries vis-

a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.radicislycopersici, ainsi que la détermination de la
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résistance ou la sensibilité des champignons vis-a-vis de ces extraits.Cette méthode
consiste a faire quatre puits de 6 mm de diamétre a la surface dumilieu ISP2 (fig.10).La
culture serait ensuite incubée a 30°C pendant 5 jours. Aprés I’incubation, un explant de 6
mm de diamétre d’une culture active de 1’agent pathogéne estappliquée au centre de la
boite. Les boites sont ensuite incubées a nouveau a 25°C et les zones d’inhibition (en mm)

sont mesurées apres 3 jours.

Extrait méthanolique
de culture des souches 1
Streptomyces LA7

Extrait acétonique

de culture des souches >
Streptomyces LA7

Fusarium oxysporum f. sp.
radicis lycopersici

Figure 10. Test de I’activité d’antibiose selon la méthode des puits.

11.4.3. La méthode des disques

Les confrontations in vitro entre les isolats d'actinobcatérie vis-a-vis des champignons
phytopathogénes: Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici ont été effectuées selon la
méthode des disques décrite par Suzuki et al.,(2000). Dans une boite de Pétri (90 mm de
diametre) contenant le milieu ISP2, quartes disques de 6 mm de diamétre d’une culture
bioactive de I'actinobatérie ont été inoculés a 1 cm de la périphérie de la boite de Pétri puis
incubés a 30 °C (Fig.11). Apres 5 jours d’incubation, un disque de méme diamétre d’une
culture du pathogene a eté appliquée au centre de la boite. Les boites ont été ensuite
incubées a nouveau a 25 °C et les zones d’inhibition (en mm) ont été mesurées apres 3

jours.
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Actinobactérie

Agent pathogéne

Actinobactérie

ISP
Figure 11. Confrontation directe entre le champignon pathogéne et I’actinobatérie sur
milieu ISP2.

I1.5.Chromatographie analytique sur couche mince et révélation microbiologique des

composés antifongiques: bioautographie

Une chromatographie sur couche mince (CCM) de gel de silice GF254, épaisseur 0,25
mm, Merck, Allemagne) est effectuée par dépot de spots de I’extrait organique, en utilisant
le systeme de solvant B.A.E. (3/1/1, v/v/v). Apres saturation des cuves et migration, les
plaques sont séchées puis observées a 1’ceil nu et sous lumiere UV a 254 nm (absorption)
pour localiser et délimiter les taches visibles. Lors de la bioautographie, il sera possible de

localiser les taches actives en comparaison avec les observations sous UV.

La méthode de Betina (1973) est utilisée pour localiser sur les plaques CCM, les taches
actives présentes dans les extraits organiques et de déterminer leur nombre et leur rapport
frontal. Les plaques CCM sont mises une nuit a 37°C pour évaporer complétement le
solvant puis placées sur un support en verre dans une boite en polyéthylene (22 x 24 cm).
A la base de la boite, une feuille de papier filtre imbibée de 30 ml d’eau stérile permet de
maintenir une atmosphére humide et de retarder ainsi la dessiccation de la gélose au cours
de I’incubation. Le dispositif est ensuite exposé durant 30 min sous UV a 254 nm.

A T’aide d’une pipette stérile, 50 ml de milieu ISP2 en surfusion est réparti sur la plaque
sous forme de film fin uniforme. Apres solidification de la gélose, des explants de 6 mm de
diamétre d’une culture active de Fusarium oxysporum f. sp.radicis lycopersici sont

déposés sur le milieu. Les boites contenant les cultures sont mises a 4°C pendant 2 h puis
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incubées a 28°C. Les zones d’inhibition sont notées apres 48 a 72 h et les Rf sont calculés

pour les taches actives selon la formule:

Distance de migration de la tache active (cm)
~ Distance de migration du solvant (cm)

11.6.Purification des composés antifongiques par HPLC

La purification finale des composés antibiotiques de la phase organique est réalisée par
HPLC sur colonne C18 en phase inverse. Cette colonne est tres souvent préconisée pour
séparer les composés antibiotiques qui sont généralement de polarité moyenne et adaptés a
cette colonne. Les conditions expérimentales sont les suivantes: appareils JASCO
(controleur 600, pompe 600, détecteur Dual A Absorption 2487, enregistreur Linear);
colonne C18 (250 x 7,8 mm UP ODS); phase mobile (gradient méthanol-H,O a croissance
linéaire de 50 a 100% en 39 min); débit de 0,8 ml/min, détection en UV a 220 nm.

11.7.Production, révélation et dosage de I’acide indole-3-acétique (AlA)

Tous les isolats ont été étudiés pour leur faculté a produire cette hormone de croissance
végétale selon la méthode de Bano et Musarrat (2003). Des disques gélosés de culture
d'actinobactéries (6 mm de diametre) ont été transférés aseptiqguement dans des
Erlenmeyers de 250 ml contenant 25ml de bouillon YT. Les cultures ont été incubées
pendant 3 jours en shaker (30°C et 200 rpm) (Fig.12), puis centrifugées a 4000 rpm
pendant 30 mn. Le surnageant a eté récupéré pour subir une révélation de I’AIA par
I’addition du réactif de Salkowski. Une coloration rose indique la présence d’un indole

dans le surnageant. Le dosage de cette hormone a été effectué par photométrie a 530 nm.

Figure 12. Incubation des actinobactéries a 30°C sous agitation dans bouillon YT.
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En vue de confirmer la production de 1’acide indole-3-acetique (AIA) par les isolats
d’actinobactéries, une chromatographie sur couche mince a été effectuée. Des fractions
d’AIA produit par les actinobactéries ont été récupérées dans 1’acétate d’éthyle et déposées
sur la ligne de base d’une plaque chromatographique (Silica Gel GF254, thickness 0.25
mm, Merck, Germany) puis développées en présence d’un témoin (AIA pure) dans un
systéeme de solvant composé d’acétate d’éthyle / chloroforme / acide formique (55/35/10,

vIVIv). Les Rf de ces taches sont calculés par la formule suivante :

Hauteur de la tache

Rf =

Hauteur du front du solvant

Les tdches de méme Rf avec I’AIA pure qui apparaissent sous lumi¢re UV (254 nm)

apres pulvérisation par le réactif d’Ehmann ont été considérées comme AIA.
11.8.Solubilisation des phosphates inorganiques

Les méthodes de Franco-Correa et al. (2010) et de Liu et al. (2014) sont utilisées
pourdéterminer, dans un premier temps, le pouvoir de solubilisation de différentes sources
de phosphates inorganiques par les souches d’actinobactéries étudi¢es. Des boites de Pétri
contenant le milieu de Pikovskaya (Lieu et al., 2014) sont inoculées par des explants de 6
mm de diametre de cultures actives des souches étudiées, puis incubées a 30°C pendant 5
jours. La solubilisation des phosphates inorganiques se traduit par 1’apparition d’auréoles
transparentes autours des colonies. Ainsi, la croissance de 1’actinomycete et le diametre de
I’auréole de solubilisation sont notés.

Les souches ayant montrées des résultats positifs ont fait 1’objet d’un deuxiéme
screening pour évaluer leur potentiel de solubilisation des phosphates inorganiques. Pour
ce, des cultures agitées sur bouillon de Pikovskaya ont été préparées et inoculées par 1 mL
(=10° UFC/mL) de la suspension microbienne étudiée. Aprés incubation de 5 jours (30°C &
200 rpm), les cultures sont centrifugées et le phosphate libre est dosé dans le surnageant

par la méthode colorimétrique donnée par Bashan et al. (2013).
11.9. Application:Effet PGPB en culture hors sol

L’isolat de Streptomyces ayant montrés des caractéristiques prometteuses pour le
biocontréle et la promotion de la croissance a été retenus pour une application in planta.
Cette expérimentation aporté sur la préparation d’une solution de Knop et des variantes de

cette solution a base de:
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e Phosphate solubilisé par la souche Streptomyces sp. LA7;
e Phosphate tricalcique Cas(PO4);

e Solution de knop sans phosphore;

Les différentessolutions de ferti-irrigation ont été utilisees pour la nutrition
hydrominérale des plantules de tomate cv. Marmonde cultivée dans des pots en plastique
(12x7 cm) contenant un support inerte de perlite blanche et a raison d’une plantule par pot
et six répétitions par traitement. Les pots ont été ensuite déposés dans une chambre de
culture a température ambiante (x 22 °C) et une photopériode naturelle (= 14 h lumiére par
jour). Apres 30 jours de culture, les plantules ont été délicatement récupérées et soumisesa

une évaluation de longueur totale, longueur des racines, le poids frais et le poids sec.

Le schéma de I’application en hors sol est représenté dans la figure 13.

Plantule de tomate

Substrat (Perlite).

Figure 13. Schéma représentatif de I’application en hors sol.
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Le dispositif éxperimental de 1’application en hors sol est représenté dans la figure 14

T1 Tz

T; Ty

Figure 14. Dispositif utilisé pour la culture en hors sol.

T: traitement
R: répition
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I11. Résultats et discussions

Neuf isolats d’actinobactéries endophytes ont été retenus pour notre travail. Le choix de
ces isolats a eté effectué selon leurs performances dans le biocontrdle de différents agents
phytopathogénes et dans la promotion de la croissance des plantules de tomate au stade
pépiniere comme il a été rapporté par les travaux deAzouaou et Kiboub (2012);Nia et
Chouyeb (2012).

Dans un premier temps, les neufs isolats d’actinobactéries ont fait I’objet d’une
caractérisation macro et micromarphologique avant de passer a une caractérisation portant
sur 1’étude des activités antifongiques et de production des composés antibiotiques, la
production des phytohormones et la solubilisation des phosphates inorganiques.Les isolats
ayant montré des résultats intéressants et des caractéristiques prometteuses ont été retenus
pour I’étude de leur effet PGPB sur plantules de tomate cultivées en hors sol. Les résultats

obtenus sont les suivants:
I11.1. Caractéristiques morphologiques des isolats d’actinobactéries

Les résultats de la caractérisation morphologique des isolats d’actinobatéries sont

regroupés dans le tableau 2.

Tableau 2.Caractéristiques morphologiques et chimiotaxonomiques des isolats
d’actinobactéries endophytes.
Isolat Couleur du Couleur du mycélium de | Type de chaine | Isomérie Série Genre
MA substrat de spores du DAP
LA1 | Olive moyen Beige pale RF LL Jaune | Streptomyces
LA2 | Gris moyen Brin claire S LL Gris | Streptomyces
LA3 | Grisclaire Beige claire S LL Gris | Streptomyces
LA4 | Gris Beige claire RF LL Gris | Streptomyces
LA5 | Gris Beige claire S LL Gris | Streptomyces
LA6 | Gris claire Brin jaunatre RF LL Jaune | Streptomyces
LA7 | Gris foncé Beige S LL Gris | Streptomyces
LA8 | Rose grisatre Brin S LL Rouge | Streptomyces
LA9 | Gris Brin foncé S LL Gris | Streptomyces
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L’analyse des résultats de tableau 2 montre que les isolats d’actinobatéries présentent
des caractéristiques macro et micromorphologiques différentes. Parmi les neuf isolats
étudiés, nous remarquons que six isolats présentent des chaines de spore de type S
(Spiralis). Les trois isolats restants sont caractérisés par des chaines de spore de type RF
(Rectis-Flexibilis). Selon la couleur de mycélium aérien (MA),six isolats ont été affecté a
la série des gris.Cependant,les autres isolats font partie de la série des jaunes (2 isolats) et
de la série des rouges (1 isolat).

Les résultats de I’étude chimiotaxonomique, ayant portée sur la détermination de
I’isomérie de I’acide diaminophimélique (ADP), montrent que tous les isolats présentent
un LL-DAP.De ce fait, les neufs isolats sont attribués au genre Streptomycesconformement
a la clé d’identification de Goodfellow et Simpson(1987).

Nos résultats sont en accord avec la majorité des travaux portant sur 1’identification des
actinobactéries endophytes oule genre Streptomycesest dominant dans plusieurs espéces
vegétales (Beckeret al., 1964; Sabaou et al., 1998).

I11.2.Résultats de I’activité d’antibiose et de production de composés antibiotiques

Les resultats obtenus par Azouaou et Kiboub (2012) et Nia et Chouyeb (2012) ont
montré 1’efficacité de la soucheStreptomyces sp. LA7dans le biocontréle de Fusarium
oxysporum f.sp.radicislycopersici en condition de culture invitro et invivo. C’est pour cette
raison que [Dactinobactéries LA7a été retenues pour illustrer quelques
mécanismesimpliqués dans le biocontrdle, notamment 1’action d’antibiose et la production

des composés antibiotiques.
I11.2.1. Résultats de I’activité d’antibiose par la méthode des stries croisées

La souche Streptomycessp. LA7 a étéconfrontée vis-a-vis de plusieurs agents
phytopathogénes tout en utilisant la méthode des striescroisées. Les résultats ainsi obtenus

sont regroupés dans le tableau 3.
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Tableau 3.Activités d’antibiose de Streptomyces sp.LA7 vis-a-vis de quelques agents
phytopathogeénes.

Champignon cible Zone d’inhibition (mm)
Fusarium solani 09
Fusarium equiseti 17
Fusarium proliferatum 3
Fusariumoxysporum f. sp. lini 12
Fusarium f. sp.albedinis 6
Fusarium f. sp. graminearum 4
Fusarium oxysporum f.sp.radicislycopersici 3
Fusarium moniliform 5
Fusarium sporotrichoides 3
Fusarium culmorum 30
Aspergillus carbonarius 12
Aspergillus ochraceus 5

Selon les résultats du tableau 3, nous remarquons que la présence de la souche LA7
dans le milieu de culture engendre une zone d’inhibition vis-a-vis de tous les champignons
cible testés. Nous remarquons également que I’inhibition varie en fonction des
champignons (Fig.15).

De nombreuses études ont montré ’activité antagoniste de plusieurs especes du genre
Streptomycesvis-a-vis des agents phytopathogenes notamment ceux du genre Fusarium
(Sabaou et al., 1992; Benhamou et Chet, 1997; Baniasadi et al., 2009). De plus, plusieurs
Streptomycesspp. antagonistesdes Fusarium ont été rapporté pour leur efficacité dans le
biocontrole de certaines maladies fongiques (Benhamou et Chet, 1997).Nous pouvons citer
par exemple: [D’action de  Streptomycesgriseoviridiscontre  certainesFusarium
phytopathogénes.

Les travaux de El-Tarabily et al., (2009)montrent que la production des composés
antifongiques est considérée parmi les principaux mécanismes de biocontrole des

champignons phytopathogénes du sol.
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Agents phytopathogene Streptomyces sp.LA7 Zone d’inhibition

Figure 15.Résultat de I’activité d’antibiose des actinobactéries vis-a-vis de quelques

agents phytopathogénes déterminées selon la méthode des stries croisés.

A la lumiére de ces données, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la faculté de

I’isolat Streptomycessp. LA7 a produire des composés antifongiques.
111.2.2.Activité antifongique des extraits de culture de Streptomyces sp. LA7

Le surnageant de culture de la souche Streptomycessp. LA7 a fait 1’objet d’une
extraction des composés antifongiques tout en utilisant le méthanol etl’acétone comme
solvants d’extraction. L’extrait méthanolique et acétonique ont été testés pour leur activité
antifongique vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.radicislycopersici selon lesméthodes

des puits et des disques imbibés. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 4.
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Tableau 4. Activités antifongiques des extraits méthanolique et acétonique contre la

croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici

méthode des puits * méthode des disques *

Champignon cible Extrait Extrait Extrait Extrait

méthanolique | acétonique | méthanolique | acétonique

Fusarium oxysporum f. sp.

- - 22 17 18 14
radicis lycopersici

*: Diamétre de la zone d’inhibition exprimé en mm

L’analyse des résultats motionnés dans le tableau 4 montre que tous les extraits obtenus
ont une activitt contre la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum
f.sp.radicislycopersici. Le maximum de I’activité antifongique a été observé avec 1’extrait
méthanolique appliqué selon la méthode des puits. Ces résultats sont en accord avec ceux
trouvés par Hibar et al.,(2009) qui mettent au point la sécrétion des composés
antifongiques par des Streptomycesspp.et leurs activités antifongiques contre des
champignons phytopathogénesdu genre Fusarium.

Dans le souci de déterminer le nombre de composés antifongiques présent dans 1’extrait

de culture de la souche Streptomycessp. LA7, une bioautographie a été effectuée.

I11.3.Résultatsde la Chromatographie analytique etrévélation microbiologique des

composés antifongiques (bioautographie)

Les résultats de lachromatographie analytique sur couche mince de silice et la révélation
microbiologique des composés antifongiques contre  Fusarium  oxysporum

f.sp.radicislycopersici sont donnés par les photos de la figure 16.
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Figure 16.Révélation microbiologique des composés antifongiques présents dans 1’extrait
méthanolique (a) et I’extrait acétonique (b) du filtrat de culture de la souche Streptomyces
sp. LAT.

D’apres les résultats de la figure 16, nous remarquons pour chaque extrait 1’apparition
d’une seule zone d’inhibition. Ces composés antifongiques, séparés par chromatographie
sur couche mince, sont caractérisés par des taches de Rf=0.75 pour les deux extraits. Ceci
montre clairement que la souche Streptomycessp. LA7a synthétisé un seul composé
antifongique dont 1’activité contre Fusarium oxysporum f.sp.radicislycopersici est

clairement démontréepar bioautographie.

Le composé antifongique produit par cette souche a fait I’objet d’une purification par

chromatographie liquide a haute performance (HPLC).
I11.4.Résultats de la purification des composés antifongiques par HPLC

Le profil d’élution de D’extrait méthanolique du filtrat de culture de la souche

Streptomycessp. LA7 est représente dans la figure 17.
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Figure 17. Profil d’élution par HPLC de I’extrait méthanolique du filtrat de culture de la
souche Streptomyces sp. LA7.

Le chromatogramme de la figure 17 montre I’apparition d’un pic unique et symétrique
dominant dont le temps rétention est de 42 minutes. En vue de confirmer I’activité
antifongique de cette fraction, il serait nécessaire de procéder a plusieurs injections en vue
de récupérer une quantité suffisante de cette fraction. Cette étape n’a pas été effectuée par

défaut de matériel.

I11.5.Résultats de la production, de la révelation et du dosage de I’acide indole-3-

acétique (AlA)

La faculté desisolats d’actinobactéries endophytes a produire des phytohormones (AlA)
a été étudiée par culture en milieu liquide de composition chimique bien déterminée. Les

résultats obtenus sont motionnés dans le tableau 6.
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Tableau 6.Production de I’acide indole-3-acétique (AIA) par les différentes isolats
d’actinobactéries endophytes

Isolat

Production de I’acide indole-3-acétique (ug/ml)

LAl
LA2
LA3
LA4
LAS
LAG6
LA7
LA8
LA9

00.00
17.26
164.49
25.88
65.29
45.80
17.77
37,92
00.00

A I’exception des souchesLA1 etLA9, toutes les autres actinobactéries sont capables de
produire I’AIA a des concentrations allant de 17,26 a 164,49 pg/ml (Tableau 6).

Plusieurs travaux ont montré la faculté de Streptomyces sp.endophytes a produire des

auxines notamment I’AIA (Khamna et al.,2010). D’autre travaux ont montré également la

contribution de ces isolats dans la promotion de la croissance des plantes cultivées tel que

le cas de tomate, par exemple, cultivée sous serre ou en culture hydroponique (Zeevaart et
al., 2003; Nia et Chouyeb, 2013).

L’apparition de la couleur rouge apres révélation chimique des indoles dans le filtrat de

culture des différentes souchesconfirme la présence des composés a fonction indole

(fig.18). En vue de confirmer la présence de I’AlA,une analyse chromatographique sur

couche mince en présence de I’ AIA pure estdonc nécessaire (fig.19).
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Figure 18. Dosage et révélation de 1’acide indole-3-acetique

Les résultats de la chromatographie sur couche mince sont représentés par la
photographie de la figure 19.

Tache de I'AIA
Tache de produitpar la
I'AIA pur souche LA3
Distance de
migration

Ligne de base

[ ]
Témaoin (AIA pur) Extrait de.culture dela Extrait de culture de la
souche LA1 souche LA3

Figure 19.Analyse chromatographique sur couche mince del’extraitsal’acétate d’éthyle du
filtrat de culture des souchesLA1 et LA3et en présence de I’AIA pur.
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Nous remarquons que la souche LAl ne montre aucune tache visible a 220 nm; en
revanche, la souche LA3 montre 1’apparition d’une tache ou le Rf est égale a celui de I’AIA
pur (RF=0.85).Nous pouvons constaterdonc que le composeé a fonction indole présent dans
le filtrat de culture de cette souche est représenté par I’ AIA.

111.6.Résultats de la solubilisation des phosphates inorganiques

Les résultats des tests de solubilisation des phosphates inorganiques sur les milieux de
culture PVK avecdifférentes sources de phosphates inorganiques Caz(POj,)2,AIPO4etFePO,
sont représentés dans le tableau 7.

Tableau 7. Résultats de la solubilisation des phosphates inorganiques par les souches
d’actinobactéries endophytes.

Milieu PVK avec Milieu PVK avec Milieu PVK avec
Souche Caz(PO4), AlIPO, FePO4
Solide Liquide Solide Liquide Solide Liquide
LA1 - - - + - +
LA2 ++ +++ + ++ - -
LA3 ++ +++ + ++ - -
LA4 + +++ + + - -
LAS5 ++ + - ++ - -
LAG - - ta+t + - -
LA7 ++ + + + - +
LAS ++ +++ + +++ - +
LA9 + ++ + +++ - -

« - » Pas de croissance

« £ » Tres faible croissance

« + » Croissance modérée

« ++ » Bonne croissance

« +++ » Trés bonne croissance avec disparition total de 1’opacité de milieu

L’analyse des résultats du tableau 7 montre que la majorité des souches sont capables de
croitre sur milieu PVK contenant les phosphates tricalciques et les phosphates
d’aluminium comme seules sources de phosphore. Les cultures ainsi obtenues, notamment
deStreptomycesspp. LA2, LA3, LA4, LA7, LA8, LA9, ont montré des halos transparents
bien définis autour des colonies sur gélose PVK.Les cultures agitées ont montrées a leur

tour une disparition de 1’opacité des bouillons (fig20).
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Bouillon transparent

Croissance de souche

Figure 20.Culture agitée de la souche Streptomyces sp. LA7 sur milieu Pykoveskaya avec
Caz(POy), et promotion la solubilisation de cette source de phosphore par disparition de
I’opacité du bouillon.

Ces résultats sont similairea ceux trouves par Hamdali et al., (2008) ayant montrés le
réle deStreptomyces spp.isolés de sols marocains dans la solubilisation de différentes
sources de phosphates insolubles et de roche de phosphate. Ces mémes auteursont mis en
évidence, a I’égard de nombreux autres travaux, I’implication des isolats de
Streptomycesdans I’amélioration de la nutrition phosphatée de certaines plantes cultivées et

dans la promotion de leur croissance.

Contrairement aux résultats obtenus avec les phosphates tricalciques et les phosphates
d’aluminium, nous avons remarqué que la majorité des isolats ne peuvent croitre sur milieu
PVK contenantle fer comme seule source de phosphate.Ces résultats sont en accord avec
ceux donnés par Kim et al., (2012) qui rapportent les difficultés de solubilisation des
phosphates ferriques. Ceci peut étre expliqué, selon lesmémes auteurs,par un éventuel effet

de toxicité par le fer (Fig.21).
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Figure 21. Résultats de solubilisation des phosphates par cultures agitéessur milieu
Pykoveskayacontenant le FePO,comme seule source de phosphore.

111.7.Application: Effet PGPB en culture hors sol

Les phosphates solubilisés par voie microbiologique par la souche Streptomycessp. LA7
a partirdes phosphatestricalciques ont été utilisés pour la préparation des solutions de Knop
modifiées. L’effet des différentesvariantes de solution de Knop sur la croissance des
plantules de tomate cultivées sur un support de perlite inerte a permis d’avoir les résultats

représentespar les histogramme de la figure 22.
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Figure 22. Effet de la composition de la solution de ferti-irrigation (solution de Knop et
solutions de Knop modifiées) sur la longueur des plantules (a), la longueur des racines (b),
le poids frais (c) et le poids sec (d) des plantules de tomates cultivées sur un support de
perlite inerte. Les mesures ont été effectuées aprés 30 jours de culture. Les barres d’erreur
représentent les erreurs standards calculéesa partir de 6 répétions. Les barres labellées avec
la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test LSDaP < 0,05.

Kn: solution de knoo
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D’apreés I’histogramme de la figure 22, nous remarquonsque les différentes solutions de
Knop ont permis d’avoir des résultats différents d’un point de vue longueur des plantules,
longueurs des racines, poids frais et poids sec. Dans toutes les cas, la solution de Knop
complet et la solution de Knop préparée par les phosphates libérées microbiologiquement
ont permis d’atteindre les meilleures croissances des plantules de tomate. De plus, une
différence non significative a été obtenue. Ceci confirme que le phosphore solubilisé par
Strepomyces sp. LA7 a été parfaitement utilisé par les plantules. Ceci a permit d’atteindre
des résultats similairesa ceux obtenus par les formes conventionnelles de phosphore

utilisable par les plantes.

La solution de Knop modifiée (sans phosphate) et celle préparée par le phosphate
tricalcique (forme inassimilable par la plante) ont aboutis a une faible croissance des
plantules de tomate comparativement aux résultats des traitementsprécédents. Il est
important de préciser également que pour la majorité des résultats obtenus, des différences
significatives ont été obtenues entre les résultats de ces traitements (Fig.22). Cette faible
croissance peut étre expliquée par une carence phosphatée due a I’absence de phosphore
(knop sans phosphate) ou 1’insolubilité des phosphates tricalciques (Caz(PO,),) et son

inaccessibilité par les plantules de tomate.

Globalement, les résultats obtenus par cette expérience prennent la méme allure avec les
résultats obtenus par Hamdali et al (2008) ou 1’application de la solubilisation biologique
des phosphates par des Streptomyces spp.a été effectuée sur plantules de blé. En outre ces
résultats rejoignent ceux de plusieurs autres travaux mettant en évidence I’importance de
Strepomycesendophytes dans la solubilisation des phosphates inorganiques, la promotion
de la croissance des plantes cultivées et leur role dans la biofértilisation (Hamdali et al.,
2008;Moody et al., 2001).
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Conclusion

Neuf isolats d’actinobactéries endophytes ont été utilisés pour une caractérisation et une
implication dans la promotion de la croissance des plantules de tomate. La détermination
préliminaire de ces isolats selon leur morphologie et par chimiotaxonomique montre que

touts les isolats appartiennent au genre Streptomyces.

La souche Streptomyces sp. LA7 présente une activité antifongique contre les douze
champignons phytopathogénes. Cette activité variait de 3 mm a 30 mm selon la méthode
des stries croisés. L’extraction des composés antifongiques de la souche Streptomyces sp.
LA7 a été effectué en utilisant le méthanol et 1’acétone comme solvants d’extraction. Le
maximum de D’activité antifongique observé contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis
lycopersici a été obtenu par 1’extrait méthanolique appliqué selon la méthode des puits. La
chromatographie analytique (bioautographie) confirme que cette souche produit un seul

composé antifongique actif contre Fusarium oxysporum f. sp.radicis lycopersici.

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) montre I’apparition d’un pic
dominant qui est supposé étre le composé antifongique produit par la souche Streptomyces
sp. LAT.

Parmi les neufs souches d’actinobactéries endophytes, sept souches sont capables de
produire 1’acide indole-3-acétique a des concentrations différentes (17,26 a 164,49 pg/ml)
avec un maximum de production atteint par la souche Streptomyces sp. LA3. Par ailleur, la
majorité des isolats est capable de croitre sur milieu PVK contenant des phosphates
tricalciques et des phosphates d’aluminium comme seules sources de phosphore.
Cependant, la majorité des souches sont incapables de pousser en présence des phosphates

ferriques.

Les essais effectués in vivo pour la variété Marmande montrent que le phosphore
solubilisé par la souche Streptomyces sp. LA7 a été parfaitement utilisé par les plantules de
tomate comparativement a la solution de Knop modifiée (Knop sans phosphate et Knop

avec phosphate tricalcique).
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Au terme de cette étude, et selon les résultats obtenus, nous pouvons conclure que la
souche Streptomyces sp. LA7 a un role trés important dans la promotion de la croissance
des plantules de tomate et I’amélioration de la nutrition phosphatée. De prometteuses
possibilités d’application sont a envisager pour cette souche notamment dans le domaine de

la biofertilisation ou des études complémentaires seront indisponibles.

En perspective, nous projetons de continuer 1’étude de la souche Streptomyces sp. LA7
et de confirmer I’identification de I’espéce par des techniques plus précises, notamment la
taxonomie moléculaire.Il serait nécessaire d’évaluer 1’effet de cette souche en plein champ
et la utiliser comme biofertilisants ou comme de protecteur vis-a-vis des maladies

fongiques de la culture de tomate.
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Annexe | : Courbe d’étalonnage standard de I’acide indole-3- acétique (AlA)
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Figure 23. Courbe d'etalonnage standard d'acide indole-3-acétique

y=0.,013x + 0,008
R*=10,929



Annexe 11 : Les plantes hotes des souches d’actinobactéries utilisées

Souche Plante hote

LAl Astragalus armatus
LA2 Terfezia leonis
LA3 Aristida pungens
LA4 Solanum nigrum
LA5 Phoenix dactylefera
LAG Medicago laciniata
LA7 Cleome arabica
LAS8 Medicago laciniata
LA9 Terfezia leonis




