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BEN SAAD Kaltoum

Théme : Biocontrdle de Fusarium graminearum par des souches d'actinobactéries endophytes

Résumé :

L’objectif de ce travail est d’étudier le potentiel de biocontrole et I’effet PGPB des isolats
d’actinobactéries endophytiques et rhizosphériques. Les souches les plus performantes ont été
formulées en poudre de talc et en billes d’alginate de sodium, puis testées, en conditions de
culture in vivo, pour leur efficacité de biocontréle contre Fusarium graminearum et dans la
promotion de la croissance de plantules de blé, en comparaison avec un fongicide chimique

systémique (Dividend®) et un biofongicide (Sérénade®).

Au total, 12 isolats d'actinobactéries endophytes et rhizosphériques du genre Streptomyces
Saccharothrix, Streptosporangium et Nocardia sont testés. Les principaux mécanismes de
biocontrdle et de I’effet PGPB ont été évalués. La majorité de ces isolats sont capables de
produire des enzymes lytiques, des sidérophores, de ’'HCN, des phytohormones, et de
solubiliser les phosphates inorganiques. Les résultats montrent que les deux isolats SN2 et

MB15 présentent un effet PGPB et une activité antagoniste importante.

La formulation de biofongicides a montré que le biofongicide en poudre de talc a base des
spores de I’isolat SN2 a présenté le meilleur effet protecteur contre 1’agent phytopathogene
par la diminution de I’incidence de la pourriture racinaire, et le meilleur effet PGPB par

I’amélioration des paramétres de croissance des plantules du blé dur.

Les résultats de ce travail montrent que les isolats SN2 et MB15 ont une efficacité de

biocontréle et de I’effet PGPB ce qui permet de suggérer leur utilisation en lutte biologique.

Mots clé : Actinobactéries, biocontrole, PGPB, Fusarium graminearum, pourriture racinaire,

blé dur, bioformulations.




BEN SAAD Keltoum

Theme: Essay Biocontrol of Fusarium graminearum by entophytic actinobacterial strains.

Abstract:

The aim of this work is to study the biocontrble potential and the PGPB effect of
entophytic and rhizophyric actinobacterial isolates. The best performing strains were
formulated as talcum powder and sodium alginate beads, and then tested under in vivo
culture conditions for their biocontréle efficacy against Fusarium graminearum and in
promoting the growth of wheat seedlings, compared to a systemic chemical fungicide
(Dividend®) and a biofongicide (Serenade®).

A total of 12 entophytic and rhizophyric actinobacterial isolates of the genus
Streptomyces, Saccharothrix, Streptosporangium and Nocardia were tested. The main
biocontr6le mechanisms and the effect were evaluated. The majority of these isolates
produces lytic enzymes, sidérophores, HCN, phytohormones and solubilizes inorganic
phosphates. The results show that the tow isolates SN2 and MB15 show a PGPB effect and

a significant antagonistic activity.

The biofungicide formulation showed that spore based talcum biofongicide SN2 had
the best protective effect against phyopathogenic agent by decreasing the root rot
incidence; it had also the best PGPB effect by improving growth parameters of durum

wheat seedlings.

The results of this work show that the SN2 and MB15 isolates have a hiocontrole
efficacy and the PGPB effect which makes it possible to suggest their use in biological

control.

Key words: Actinobacteria, biocontrole, PGPB, Fusarium graminearum, root rot, durum

wheat, bioformulations.
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- INTRODUCTION



Introduction

INTRODUCTION

En Algérie, les céréales sont les principales cultures cultivées sur une superficie annuelle
d’environ 3,6 millions d’hectares (MADR, 2012). Le blé dur parmi les céréales les plus
cultivé et consommé en Algeérie et a travers le monde. Il représente avec le riz et le mais
85.4% de la production cérealiere mondiale (Toumatia et al., 2014). La culture de blé est
sujette & de nombreuses attaques parasitaires par une gamme assez large de ravageurs et
maladies cryptogamiques qui occasionnent des pertes substantielles (Rastoin et
Benabderrazik, 2014). La pourriture des racines causées par le Fusarium graminearum, est
une maladie trés fréquente en Algérie elle peut causer une perte importante a 1’échelle

mondiale (Ezzahiri, 2001).

Plusieurs moyens de lutte sont utilisés pour prévenir ou réduire la pourriture racinaire telle
que les pratiques culturales et par I’utilisation des fongicides synthétiques d’origine chimique
qui permettent de protéger les cultures et les récoltes contre ces organismes nuisibles.
Pourtant, leur emploi inconsidéré pourrait faire courir des risques aux consommateurs et
déstabiliser dangereusement les écosystemes (Bousaber, 2012). Pour cette raison, les
méthodes de lutte biologique utilisant des agents antagonistes naturels sont considerées

comme une voie alternative a I’'emploi de pesticides de synthese (Milaire, 1995).

Ces biopesticides peuvent étre constitués d organismes (plantes, insectes, nématodes) ou
de microorganismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice

sur les plantes vis-a-vis des agents phytopathogénes (Lee et al., 2006).

Les biopesticides peuvent étre synthétisé a base de bactéries bénéfiques tels que les
bactéries phytostimulantes ou biofertilisantes  appartenant au genre Azospirillum,
Streptomyces et Saccharothrix qui peuvent stimuler la croissance du végétal via la synthese
de phytohormones (auxines et gibbérellines), la fixation atmosphérique de 1’azote, etc.
(Molina- Favero et al., 2008).

Tout comme les autres agents de lutte biologique, les biopesticides sont écologiquement
beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis
des agents phytopathogenes contre lesquels ils sont dirigés. Ils sont par conséquent moins
dommageables pour les organismes non ciblés de la microflore endogene qui exerce une

action bénéfique sur les plantes (Saravanakumar et al., 2007).



Introduction

De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités
protectrices peuvent relever de mécanismes multiples et déclenchent donc rarement des
phenomeénes de résistance chez le pathogene. Parmi les biopesticides, les produits a base de

bactéries représentent 74% du marché mondial (Lourenco Junior et al., 2006).

A la lumiere des ces informations, l'objectif de notre travail est d’étudier le pouvoir de
douze souches d'actinobactéries a produire des enzymes lytiques, des sidérophores et I'acide
cyanhydrique, et leur pouvoir de biofertilisation par la détermination de la capacité des
souches a solubiliser des phosphates inorganiques, la libérer d'ammoniaque, la produire de
I’acide indole-3-acétique et le gibbérelline. Notre étude vise également l'inclusion des spores
des souches les plus prometteuses sous forme des billes d'alginate de sodium et en poudre de

talc.
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I. LAPLANTE HOTE

1.1. Généralités sur le blé dur

Le blé dur (Triticum durum. Desf) est un appartient de la famille des Poaceae
(Gramineae), appartient au groupe tetraploide (2n = 28) du genre Triticum qui comprend de
nombreuses especes (Laala, 2009). Morphologiquement, le blé dur (Triticum durum Desf) se
différencie du blé tendre (T. aestivum) par un feuillage plus clair, totalement glabre.
L’appareil végétatif est a tallage faible, a chaume long et souple (Olmedo, 1995 ; Soltner,
2005). Les fruits de blé sont secs et indéhiscents appelés caryopses. La graine est grosse, de

section triangulaire trés riche en albumen et de texture vitreuse (Hadria, 2006).

Le blé dur est trés riche en gluten, vue I’importance nutritionnelle élevée. Les semoules de
graines de blé dur, sont la matiére premiére utilisée en alimentation. La semoule issue du blé

dur est également a ’origine de produits alimentaires trés divers, et aliments traditionnels

(Feillet, 2000).

Le blé dur ainsi défini doit avoir une couleur jaune ambrée a brun et présenter une cassure
vitreuse d’aspect translucide et cornée. Ainsi, le législateur a, d’une part, tenu compte de la
définition de I’espece botanique et des possibilités de 1’amélioration variétale, d’autre part,
restreint le terme de blé dur aux blés possédant des caractéres appréciés par les industries

utilisatrices.

Le blé dur est une plante annuelle, mono-cotylédonaire, appartenant au genre : Triticum
qui comprend plusieurs especes. Le blé dur est nommé : « Triticum durum Desf » (Brouillet et
al., 2006).

1.2. La production de blé
1.2.1. Dans le monde

Le blé dur (Triticum durum Desf.) occupe une place importante dans certaines régions du
monde (Pena et Pfeiffer, 2005). La culture du blé dur est concentrée au Moyen-Orient, en
Afrique du Nord, en Russie, aux Dakotas, au canada, en Inde et en Europe meéditerranéenne.
La production de blé dur des différents pays n’est pas stable, ceci en raison du fait que cette

céréale est produite dans des zones et climats tres variables (Royo et al., 2000).

La superficie moyenne consacrée annuellement a la culture du blé dur est estimée a 8

millions d’hectares, pour une production moyenne de 37.9 millions de tonnes durant la
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période (2006-2010). La production de blé dur avait atteint 754.8 millions de tonnes par an
durant ’année 2017 (FAO, 2017). L’Union européenne est le plus grand producteur de blé
dur avec plus de 144 millions de tonnes en (2017). La Chine arrive au deuxiéme rang, elle
produisait plus de 128 millions de tonnes (FAO, 2017).

1.2.2. En Algérie

La superficie totale de 1’Algérie est de 238 174 100 ha dont seulement 3 % représentent
des terres arables (Mara, 1992). La production des céréales est la plus importante, parmi
toutes les productions agricoles en Algérie. Le blé est cultivé a travers I’ensemble des zones
agro-écologiques de 1’ Algérie, mais il est essentiellement localisé dans les régions semi-arides
et méme arides et donc, soumis aux aléas climatiques qui pénalisent fortement les niveaux de
productivité (Boulal et al., 2007). La culture de blé dur occupe une place prépondérante de la
surface agricole algérienne (Figure 01). Durant la période (2010-2015) les superficies

récoltées consacrées au blé dur ont été estimées a environ de 120 000 ha, et la production

représente 55 % de la récolte nationale des céréales lors de la campagne 2014-2015 (MADRP,

Poles agricoles: filier Blé dur

2015).

R k. ’, f%ValemNauonaxe
Nomdupole r’ filidr blé dur

(Source : MADRP, 2015).
Figure 01: Pdles agricoles algériens de filiére blé dur.
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1.3. Caractéeres morphologiques et physiologiques

1.3.1. Caractéres morphologiques

Le blé dur est caractérisée par des feuilles longues et étroites dépourvues de pilosité et a
teinte vert clair. Les chaumes sont longs et a diameétre faible, alors que les épis sont barbus,
compacts, a glumes longues, fortement carénées. Les grains sont allongés, a embryon saillant,
a brosse peu développée. Il est a noter que I’amélioration variétale actuelle a créé des variétés
qui, morphologiquement, se rapprochent des variétés actuelles de blé tendre (Soltner, 2005).
L’appareil végétatif est constitué de talles émises depuis le plateau de tallage situé a la base de
la plante (Figure 02). Ces talles se développent a partir du bourgeon principal (talle
principale) et des bourgeons axillaires (talles secondaires). Chaque talle se compose de
différents phytomeéres formeés de tige, gaine, limbe foliaire, un bourgeon axillaire qui porte a
son sommet un épi formé de deux rangées d’épillets situés de part et d’autre du rachis

(Boyeldieu,1999).

1e talle

' | (de 1 feuille)
\ I 3”e : 2e talle
"."'11':-'::1:. \ 1;..1&,:,- / |

fi qre taille

(de 1) ' (de f2)

Noeuds | N\ {112
empilés| N\ Vg

Rhizome
Racines

A - Début tallage B - Plein tallage C - Plateau de tallage
(en coupe grossie)

(Source : Boyeldieu ,1999)
Figure 02. Culture de céréale au Stade de tallage

1.3.2. Caractéres physiologiques

Le blé dur se caractérise par un tallage faible, il est également caractérisé par le
développement de type printemps, par la longueur de la période de maturation, par sa

sensibilité aux mauvaises conditions de 1’hiver (froid et humidité), et a la verse. Par ailleurs,
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le blé dur est connu par sa résistance élevée aux hautes températures et au déficit hydrique
(Soltner, 2005).

1.4. Cycle de développement

Selon (Boufenar et al., 2006), toutes les céréales ont le méme cycle de développement. Le
développement représente 1’ensemble des modifications phénologiques qui apparaissent au
cours du cycle de la culture. Trois périodes repéres (Figure 03) caractérisent le développement
de blé a savoir :

> Période végétative ou se fait la différentiation des racines et des feuilles ;
> Période reproductrice caractérisée par I’apparition de I’épi ;

» Période de maturation qui s’étend entre la fécondation et la maturation du grain.

epillet fleur

epillet en coupe

grain de blé

cary;pse

albumen

N A 7 cotylédon
coléoptile

plantule

coléorhize

levees

cycle de
5 développement
du ble

~ genTination

AU

¥,

bourgeons awxillaires
(CT du plateau
de thallage)

ﬂgrl’gr;gn début de montaison

(Source : Henry et De Buyser, 2000).
Figure 03 : Cycle de développement de blé

1.5. Contraintes phytosanitaires

Le blé dur, comme toutes les plantes, est soumis a de nombreuses contraintes biotiques
comme le développement de plantes adventices, qui entrent en compétition avec le blé dur en
puisant les élements minéraux du sol. Il peut étre également attaqué par des ravageurs tels
que, les oiseaux (les moineaux et la tourterelle), les rongeurs (les ras des champs), les insectes

(punaise des céréales, pucerons), et les nématodes (Anguina tritici) (Bakour et Bendifallah.;
6
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1990). Ces derniers peuvent transmettre des virus dont les plus répandus sont le BYDV
(Barley Yellow Dwarf Virus), le WSMV (Wheat Streak Mosaic Virus).

D’autres microorganismes sont a 1’origine de plusicurs maladies telles que les bactéries
(Rathyibacter tritici, Erwinia rhapontici), et les champignons phytopathogenes (Nekache,
2013). Parmi les maladies fongiques, nous pouvons citer I’oidium causé par Erysiphe
graminis f. sp. tritici; la tache bronzée (ou tache helminthsporienne) causée par
Phyrenophora tritici-repentis ; la carie causée par Tilletia caries et T. foetida ; les rouilles

causées par Puccinia triticina, P. graminis f. sp. tritici et P. strformis ; les septorioses causé

par Septoria tritici, et S. nodorum, et les pourritures racinaires causées par plusieurs agents
fongiques principalement Fusarium culmorum, et F. graminearum, ces derniers représentent

une contrainte considérable au sein des céréales dans le monde (Ezzahiri, 2001).
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Il. LA MALADIE : POURRITURE RACINAIRE DU BLE

En Algérie, la pourriture racinaire est I’une des maladies redoutables les plus répandues
dans les champs cérealiers. Elle est causee par plusieurs agents fongiques principalement F.

graminearum (Sayoud et al.,, 1999).
I1.1. Symptomatologie

D’aprés Caron (1993), I’attaque de F. graminearum se traduit par I’apparition de plusieurs
symptomes sur les différents organes de la plante. Ainsi, les symptomes sur les racines sont
peu souvent remarqués car ils ne manifestent rien de particulier sur le feuillage ou alors, tres
précocement des mangues a la levée ou des fontes de semis. Ces symptomes racinaires se
présentent sous forme de plages brunes en pourriture humide (Figure 04), de quelques

millimétres a quelques centimétres de longueur, et qui sont observées en lavant les racines.

p

N

(Source : http://www.omafra.gov.on.ca/french/contact.html).

Figure 04 : Pourriture racinaire causée par F. graminearum sur les plants de blé-

Au stade tallage, les gaines présentent rapidement une pourriture humide généralisée, le
reste de la feuille se nécrose alors entierement. De la montaison a la maturité les gaines
présentent ce méme brunissement diffus généralise, mais sous une forme séche (Caron, 1993).
A partir du gonflement, sur les gaines et les feuilles desséchées de la base apparaissent des
ponctuations noires violacées, ce sont les périthéces. L’initiation de la maladie sur les tiges se
fait tres souvent a partir des gaines atteintes qui 1’entourent. A partir de ces points de
contamination, la maladie s’étend le long des nervures sous forme de traits bruns verticaux, la
nécrose se genéralise ensuite autour de la tige. Si la maladie progresse rapidement, les tiges
peuvent étre gravement atteintes ; parfois méme les jeunes talles sont tuées avant que la tige

ne monte ; par contre si la maladie s’installe tardivement, ou si elle progresse lentement


http://www.omafra.gov.on.ca/french/contact.html
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comme cela se passe tres souvent, les attaques de tiges ne sont que superficielles malgré des

gaines entierement détruites (Caron, 1993).

Quand aux symptoémes sur les nceuds, ordinairement, la maladie dépasse facilement la
hauteur du premier nceud, des fragments d’anneaux brun violacés entourent plus au moins
complément ce dernier. Les nceuds supérieurs peuvent aussi étre atteints de la méme fagon,

bien que cela soit moins fréquent (Caron, 1993).

Les symptdmes sur les feuilles sont assez rares, on les trouve plus spécifiquement sur les

blés durs les plus sensibles a Microdochium nivale (Caron, 1993).

I11.2. Taxonomies

Selon Lynch et al. (2003), la classification de F. graminearum est la suivante :

Regne: Fungi

Division: Ascomycetes
Classe: Sordariaceae
Ordre: Hypocréales

Famille: Nectriaceae
Genre: Fusarium

Espéce: Fusarium graminearum
11.3. Agent causal : Fusarium graminearum

De nombreuses espéces fusariennes ont été identifiées dans la nature dont les principales
capables d’induire la pourriture racinaire de blé: Fusarium culmorum ; F graminearum et F.

avenaceam (Xu et Nicholson, 2009).

Le champignon F. graminearum a été identifie comme un facteur limitant majeur de la
production de blé dans de nombreuses régions du monde (Stack, 1999). Ce champignon
filamenteux est réputé pour provoquer de nombreuses pathologies notamment dans les
grandes cultures cérealieres (blé, mais ...etc). En plus des pertes occasionnées par une
diminution de rendement, la production de mycotoxines rend certaines récoltes impropres a la
consommation humaine ou animale. Deux types de toxines majeures sont produits : le
DeOxyNivalenol (DON ou Vomitoxine) et les Trichothécenes (Hatsch, 2004).
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11.3.1. Caractéres morphologiques

D’aprés Botton et al. (1985) cité par Jeunot (2005), les Fusarium ont un thalle a croissance
généralement rapide, blanc a creme, jaune brunatre, rose, rouge ou violet. Les conidiophores
(Figure 04), parfois trés ramifiés, forment sur le thalle des coussinets (sporodochies) et portent
des masses de spores daspects graisseux. Les phialides (Figure 04) sont plus ou moins

allongées et peuvent produire deux types de conidies:

- Les macroconidies (Figure 05) fusiformes, souvent courbées, pluriseptées, avec une

cellule basale pédicellée, portant une sorte de talon.

- Les microconidies (Figure 05) de petites tailles, généralement septées, piriformes,

fusiformes ou ovoides.

Selon Botton et al. (1985) cité par Jeunot (2005), certaines espéces produisent les deux
types de spores, d'autres ne forment que des macroconidies. Les chlamydospores (Figure 05)
sont présentes ou absentes, terminales ou intercalaires, différenciées par le mycélium ou par

les conidies (Figure 05).

* Téte
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Figure 05: Caracteres morphologiques des Fusarium.

(Source: Tabuc, 2007).
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11.3.2 Cycle de développement

Le cycle de vie des Ascomyceétes peut se faire selon deux modes sexué et asexué (Figure
06). La reproduction sexuee prend environ deux semaines (Turkington et al., 2014), selon
deux types de stratégies: la reproduction homothallique et hétérothallique. La premiére
stratégie, connue chez Gibberella zeae, n'a pas besoin de deux parents, la méiose produit des
ascospores qui sont expulsées de force dans l'air par des péritheces en forme de ballon.
L’espéce F. graminearum se reproduit selon un mode de reproduction hétérothallique qui est
caracterisée par la présence d’un locus MAT avec deux formes. La reproduction ne peut se
produire qu’entre individus ayant des loci de différents types. La majorité des Ascomycetes

utilisent cette stratégie de reproduction (Yun et al., 2000 in Hatsch, 2004).

Infection par la forme sexuee Infection par la forme asexuée
Gibberella zeae

ascospores
(spores sexuée)

Fusarium graminearum

goutte de pluie
ou insectes

ascospores
dans l'air aprés
précipitation

macroconidies

Boshs iy asque
?': GvH \
5*‘ 27 ] ) !"‘
FORRC . 4
I O \
\_ L0 V—/’
2 agy s a!
périthéce déthets de cultures déchets de culture
(organe de fructification) ou autres plantes ou autres plantes

@ chlamydospores

(sol ou déchets de cultures
survie durant I'hiver)
% cycle cycle
asexué

sexue

(Source : Turkington et al., 2014).
Figure 06 : Cycle de vie de F. graminearum.

Le champignon F. graminearum produit deux types de spores : les ascospores (Figure 07
A) et les macroconidies (Figure 07 B). Les ascopspores sont produites lors de la reproduction
sexuée dans des asques contenus dans le périthécium. Cette structure sert de canon a spores :

des recherches récentes ont montré que le mécanisme d’expulsion dans les asques serait li¢ a
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une augmentation de pression interne li¢ a un influx d’ion et de mannitol (Trail et al., 2002).
Ces auteurs ont également montre que la décharge de spores se réalisait préférentiellement en
présence de lumiere (Trail et al., 2002).

Les macroconidies sont des spores issues de phénoménes mitotiques. Ces spores sont
particulierement résistantes aux cycles de congélation / décongélation mais perdent

rapidement leur viabilit¢ lors d’exposition a des conditions ou I’humidité relative est

inférieure a 53% (Beyer et al., 2004).

L)
(T.i'*

(Source : Trail et al., 2002).
Figure 07 : Types de spores de F. graminearum. A : Périthécium contenant les ascospores,

B : Macroconidie isolée.

11.3.3. Pouvoir pathogéne

F. graminearum n’est pas capable de former des structures de type appressorium. Par
conséquent, il trouve facilement des sites propices a infection au niveau des plumeaux des
jeunes épis des céréales ou sur des blessures. Ce champignon dispose egalement de chitinases
(8 protéines prédites) mais leur role dans le processus infectieux n’a pas encore été clairement
démontré (Hatsch, 2004).

Les parois végétales sont composées de différents polymeres, cellulose, xylane, pectine
ainsi que de lignine. Le F. graminearum dispose d’un grand nombre d’enzymes lytiques qui
lui permettent de dégrader la paroi cellulaire de la plante. Ces enzymes sont appelées enzymes
de dégradation de paroi (Cell Wall Degrading Enzymes : CWDE). Il a été montré que les
spores de F. graminearum germaient a la surface des épis en produisant des tubes germinatifs.
Ces derniers forment un mycélium dense colonisant préférentiellement les cavités de 1’épi.
Ensuite le mycélium forme des hyphes infectieux qui colonisent I’ovaire. L’analyse des zones
infectées montre une réduction des différents composants de la paroi végétale, indiquant

clairement que les CWDE sont des facteurs importants de pathogénicité (Hatsch, 2004).
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Outre les enzymes lytiques, les mycotoxines de F. graminearum jouent un réle important
lors de I’infection des plantes. Il a été montré que 1I’implication du DON (DeOxyNivalenol)

dans les pathologies végétales est proportionnelle a sa concentration (Hatsch, 2004).

11.4. Moyens de lutte contre la pourriture racinaire

11.4.1. Pratiques culturales

D’aprés Nasraoui (2008), les méthodes culturales de lutte contre le F. graminearum
concernent toutes les actions culturales qui peuvent créer des conditions défavorables au
pathogene et favorables a la plantes. La destruction des repousses et des hotes alternatifs qui
peuvent former des réservoirs de pathogénes durant la saison ou la culture est absente, c’est

une action importante qui réduit le niveau d’inoculum, c’est le cas des rouilles.

Les pathogeénes transmis par le sol et les débris des plantes hotes dans le sol peuvent étre
réduits lorsqu’on cultive des especes végétales avec une rotation de trois a quatre ans. La
rotation des cultures est un moyen de lutte efficace, en particulier, contre les pathogénes

specifiques a certains types de plantes hotes (Champeil et al., 2004).

D’autres opérations culturales sont aussi utilisées pour réduire le niveau d’inoculum. Ainsi,
le labour profond retournant les débris d’hotes infectés apres la récolte permet d’enterrer
I’inoculum dans le sol et le détruire. D’autre part, en labourant pendant 1’été, la haute
température du sol due a la chaleur du soleil, inactive beaucoup de champignons transmis par

le sol et par conséquent diminue le niveau d’inoculum (Nasraoui, 2008).
11.4.2. Lutte génétique

Pour induire ou améliorer la résistance dans les plantes hotes a plusieurs pathogénes, la
résistance génétique a été introduite et augmentée a travers le croisement des variétés
résistantes. En plus de la génétique conventionnelle en usage depuis longtemps, la technologie
du génie genétique a commence a étre de plus en plus utilisée. L’utilisation des variétés
résistantes est 1’un des moyens les plus efficaces dans la lutte contre les maladies des plantes.
C’est aussi un moyen facile, slr et relativement peu cher. La culture de variétés résistantes
élimine les pertes dues aux maladies et permet d’éviter les autres méthodes de lutte qui sont
généeralement chéres et polluantes. Il est toujours préférable d’utiliser les variétés qui ont a la

fois une résistance verticale et horizontale (Toumatia, 2015).
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11.4.3. Luttes physique

Plusieurs agents physiques peuvent étre utilisés pour lutter contre les maladies des plantes.
Ces agents sont la température (haute ou basse), 1’air sec, la lumiére a longueurs d’onde

défavorables, la radiation, et les rayonnements électromagnétiques (Vincent, 2000).
11.4.4. Lutte chimique

Plusieurs stratégies chimiques permettent de lutter contre 1’envahissement d’une plante par
les agents phytopathogenes, de fagon directe ou indirecte mais avec une efficacité limitée.
Toutefois, appliqué a la bonne dose de fongicide et au bon stade, un traitement a 1’aide d’un
produit spécifique est un levier complémentaire pour lutte contre la fusariose. Certains
fongicides agissent sur le systeme énergétique des cellules fongiques en inhibant les processus
respiratoires, et 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. La diversité des agents pathogénes ainsi que la différence d’efficacité des matiéres
actives d’une espece a I’autre complexifient ce moyen de lutte (Rocher, 2004 ; Dorothée,
2013). Parmi les fongicides les plus utilisés en Algérie pour lutter contre les maladies causés

par F. graminearum nous citons le fongicide ACIL, et le Dividend® (Hadjeres, 2015).
11.4.5. Lutte biologique

Elle a pour but de maintenir la population d’organismes bioagresseurs en dessous d'un
seuil de nuisibilité. C’est une méthode de lutte au moyen d'organismes vivants antagonistes,
appelés agents de lutte biologique, sans faire appel a des pesticides (Milaire, 1995). Dans le
sens écologique strict, ’application de la lutte biologique peut étre considérée comme une
stratégie pour restaurer la biodiversité dans les agro-écosystéemes par 1’addition des

antagonistes naturels (parasite ou prédateur) (Altieri, 1999 ; Nautiyal et al., 2000).

La lutte biologique connait ces dernieres années un regain de popularité di en partie a un
certain échec de la lutte chimique. Les traitements chimiques donnent de bons résultats a court
terme mais a long terme, I’accumulation de leurs résidus dans l'environnement représente un
danger non négligeable. Par contre, la lutte biologique a une efficacité relative et demande
plus de connaissances et d'observations, mais a long terme, elle est beaucoup plus intéressante

sur le plan environnemental et économique (Corbaz, 1990 ; Toussaint, 1996).
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Plusieurs microorganismes du sol ont été utilisés pour lutter contre le F. graminearum
(Whipps, 2001; Reyes et al., 2004 ; Haas et Defago 2005 ; Valdebenito et al., 2006 ; Rahman
et al., 2007). Ces microorganismes utilisent différents mecanismes pour lutter contre les
agents phytopathogenes du sol, a savoir : I’antibiose, la compétition, le parasitisme et/ou
I’induction des mécanismes de la résistance de la plante (Lugtenberg et al., 2002 ; Lehr et al.,
2008). Parmi ces microorganismes les actinobactéries (Streptomyces lydicus, S.
violaceusniger), qui peuvent agir par différents mécanismes d’action (Emmert et Handelsman,
1999 ; Toumatia, 2015).
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I11. LES ACTINOBACTERIES

I11.1. Généralités

Les actinobactéries (ou actinomycetes anciennement) constituent 1’ordre des
Actinomycetales. Ce sont des bactéries filamenteuses, septées, ramifiées, prenant
généralement le Gram positif, elles possédent un coefficient de Chargaff (GC %) compris
entre 60-70 % (Larpent, 1989). La plupart d’entre elles sont toujours immobiles et
saprophytes mais quelques-unes peuvent étre pathogenes ou symbiotes de plantes ou
d’animaux. La croissance des actinobactéries est lente avec un temps de géneration de 2 & 3
heures, ils croissent en I’espace de quelques jours a quelques semaines, et ils sont

abondamment distribués dans la nature (Suzuki et al., 2001).

Les actinobactéries ont souvent été confondus avec les champignons, du fait de I’allure
mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi de leur morphologie fongoide : filaments
ramifiés, organes de sporulation, etc. Or, leurs propriétés chimiques, physiologiques, et
immunologiques les rangent parmi les procaryotes. Leur paroi cellulaire ne renferme ni
chitine ni cellulose mais une glycoprotéine contenant de la lysine (formes fermentatives) ou
de I'acide diaminopimélique (formes oxydatives) et leur cytologie est celle des bactéries. Ces
caracteres s’ajoutent a d’autres comme la sensibilité a des actinophages et a des
antibactériens, cela confirment le bien-fondé de la classification des actinobactéries parmi les
bactéries (Larpent, 1989).

Les Actinobacteries se separent en deux groupes physiologiques. Le plus important est
composé de germes ayant un métabolisme oxydatif et habitant surtout le sol. Le second
rassemble des bactéries fermentatives, hotes des cavités naturelles de I’homme et des animaux
(Leminor, 1989), Ils sont présents en surface jusqu’a plus de 2 meétres de profondeur, la zone

optimale étant comprise entre 2 et 15 cm (Breton et al., 1989).
111.2. Taxonomie

Les actinobactéries appartiennent au regne des procaryotes. Selon et Lechevalier (1965), la

position taxonomique du genre Streptomyces s'établit comme suit:

Regne : Procaryotes
Phylum: Actinobacteria
Classe: Actinobacteria
Ordre: Actinomycetales
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Famille : Streptomycetaceae
Genre : Streptomyces
D’apres Stackebrandt et al. (1997), la classification hiérarchique des actinobactéries ne
change pas les descriptions courantes des especes et des genres. Cette classification, basée
sur des caracteres morphologiques, chimio-taxonomiques, etc., a été vérifiée, et il s'est avéré

qu'elle est en accord avec le regroupement phylogénétique basé sur I'ADNr / ARNr 16S.
» Position taxonomique des Streptomyces et des Saccharothrix

Dans ce travail, nous nous s’intéressons a deux especes d’actinobactéries appartenant a
deux genres différents : Streptomyces et Saccharothrix. Donc il est utile de donner quelques

informations sur ces deux genres.

e Le genre Streptomyces

Le genre Streptomyces a été trés longtemps classé dans 1’ordre des Actinomycetales
(Bergey’s Manual, 2004). Cependant, trés réecemment, dans la nouvelle édition du Manuel de
Bergey de 2012, Goodfellow et al. (1984), ont scinde, sur la base des donnees de la biologie
moléculaire, I’ordre des Actinomycetales en plusieurs ordres. Le genre Streptomyces
appartient actuellement a I’ordre des Streptomycetales et a la famille des Streptomycetaceae.
Morphologiquement, ce genre se distingue par la formation d’un mycélium du substrat (MS)
non fragmenté et un mycélium aérien (MA) produisant des sporophores qui forment des
chaines de spores (3 a 10, 10 a 50 ou plus de 50 spores par chaine) pouvant étre droites a
flexueuses (type RF = Rectus Flexibilis), en crochets ou en boucles (type RA = Retinaculum
Apertum) ou encore spiralées (type S = Spiral). Les sporophores ne sont en général pas

verticillés, sauf pour certaines espéces (Figure 08).
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Figure 08: Types de chaines de spores rencontrés chez les Streptomycetes

Le pourcentage de GC des espéces de Streptomyces est compris entre 68 et 78% (Bergey’s

Manuel, 2012). Le genre Streptomyces est celui qui comporte le plus grand nombre d’espéces.

Selon Labeda et al. (2012), il compte actuellement plus de 612 espéces définies sur la base du
gene codant pour I’ARNr 16S et de I’hybridation ADN-ADN.

» Le genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrix était classé dans I’ordre des Actinomycetales et la famille des

Actinosynnemataceae (Labeda et Kroppenstedt, 2000). Actuellement, dans la derniére édition

du Manuel de Bergey de 2012, et apreés les profonds remaniements opérés a 1’échelle

supragénérique, ce genre est actuellement classé dans 1’ordre des Pseudonocardiales et la

famille des Pseudonocardiaceae. Tout comme Streptomyces, le genre Saccharothrix est

rattaché au régne des Procaryotae, au Phylum des Actinobacteria et a la classe des
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Actinobacteria. Ce genre est caractérisé par un mycélium aérien (MA) a filaments ramifiés, se
fragmentant totalement et de maniére anarchique, en de longues chaines de spores ovoides ou
en batonnets, bien différenciées et non mobiles. Le mycélium du substrat (MS) se fragmente
en zigzag donnant des éléments coccoides ou en batonnets non mobiles (Labeda et
Kroppenstedt, 2000). Du point de vue chimique, les espéces du genre Saccharothrix possede
une paroi (Labeda et Kroppenstedt, 2000; Labeda et al.,, 2001) et une composition

membranaire en phospholipides (Lechevalier et al., 1977).

Le genre Saccharothrix compte 21 espéces, dont deux sous-especes. Certains espéces
appartenant a ce genre ont été isolées et identifiées par des chercheurs Algeériens, a savoir S.
algeriensis (Zitouni et al., 2004), S. hoggarensis (Boubetra et al., 2013a), S. saharensis
(Boubetra et al., 2013b), S. tamenrassetensis (Boubatra et al., 2015), S. ghardaiaensis
(Bouznada et al., 2017), et S. isguensis (Chaabane chaouch et al., 2016).

111.3. Cycle de développement

Les actinobactéries possedent un cycle de vie complexe (Figure 09), qui est le résultat de
trois processus physiologiques majeurs : la croissance végétative, la différenciation et la
sénescence cellulaire puis la mort (Danilenko et al., 2005). Il débute par la germination d’une
spore, processus qui nécessite la présence des ions de calcium. Cette germination donne
naissance a un mycélium primaire formé d’hyphes qui se ramifie et non fragmenté et se

développent par croissance apicale (O'Gara et al., 2008).
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Figure 09: Cycle de développement des Streptomycetes.

Le développement du mycélium du substrat vers la partie superficielle donne le mycélium
aérien, les extrémités des hyphes aériens se différencient pour former des spores asexuées a
paroi fine appelées conidies ou conidiospores, qui sont des agents de dissémination (Kim et
al., 2004 ; Smaoui, 2010). Ces spores naissent par septation du mycélium primaire
habituellement en réponse a un stresse d’environnement. La différenciation morphologique
s'accompagne d'une différentiation métabolique. Un métabolisme secondaire se met en place
donnant lieu a la biosynthese de composés d'une extraordinaire diversité de structures et
d'activités biologiques (Choulet, 2006). Le mycélium du substrat s’autolyse et les produits de
la lyse sont utilisés par le mycélium aérien, c’eSt a ce moment-la que les composés
médicalement utiles sont synthétisés, et on les appelle métabolites secondaires (Smaoui,
2010). Le mycélium aérien émerge par la réutilisation de composés assimilés par le
mycélium végétatif tels que I’ADN, les protéines ainsi que des composés stockés résultants
de la lyse du mycélium du substrat (Ou et al., 2008). Lorsque la croissance du mycélium
aérien s’arréte, contrairement au mycélium végétatif, des septas sont formés a des intervalles
réguliers le long de I’hyphe formant des compartiments uni-génomiques. Si les spores sont
localisées dans des sporonges, on les appelle des sporongiospores. Genéralement ces spores

ne sont pas résistantes a la chaleur, mais résistent bien a la dessiccation et ont de ce fait une
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importante valeur adaptative, les actinobactéries sont immobiles, excepté pour les spores de
certains genres (Actinoplan, Spirillospora....etc.) (Prescott et al., 2010). La sporulation est
contrblée par des facteurs extérieurs aux microorganismes et par des facteurs propres a ceux-

ci. C’est un processus hautement régulé (Mccormick et Flardh, 2012).

Parmi les éléments extérieurs favorisant la sporulation, nous retiendrons principalement: la
dessiccation, une concentration élevée en gelose, le glycérol comme source de carbone,
I’'urée comme source d’azote, 1’addition de carbonate de calcium et d’extrait de sol, la
présence de magnésium, de fer et de manganeése, et un pH légerement alcalin voisin de 7,5.
En milieu liquide, les cellules se développent uniquement sous forme de mycélium végétatif,

méme si certains Streptomycetes peuvent sporuler dans cet environnement (Hodgson, 1992).

I11.4. Importance des actinobactéries

111.4.1. Dans le domaine agronomique

Les actinobactéries jouent un réle trés important dans les phénomeénes de biodégradation et
de transformation de la matiere organique. lls peuvent dégrader les substances organiques non
biodégradables par les champignons et les bactéries, tels que les polyméres complexes, les
polysaccharides, la chitine et les lignocelluloses des plantes (Lechevalier, 1981 ; Goodfellow
et Williams, 1983 ; Goodfellow et al., 1984). lIs jouent par conséquent un réle important la
fertilité des sols. Grace a un potentiel enzymatique riche (ligninases, cellulases, xylanases,
amylases, protéases et chitinases), les actinobactéries peuvent dégrader la biomasse et
décomposer des déchets agricoles ou urbains (Goodfellow et al., 1984). Ils sont également
capables de dégrader ou de transformer certaines toxines produites par des champignons
toxinogénes (mycotoxines) et réduire ainsi leur teneur dans les produits finaux en agro-

alimentaire (Holzapfel et al., 2002).

111.4.2. Dans le domaine médical et vétérinaire

Les actinobactéries produisent de nombreuses molécules bioactives, en particulier les
antibiotiques, utilisés en thérapie humaine et vétérinaire (Solankiet al., 2008). Depuis la
découverte des antibiotiques par Fleming chez le champignon Penicillium notatum en 1928 et
par la suite par Waksman et Woodruff en 1940 chez les actinobactéries du sol, plus de 10 000
molécules ont été decrites a partir de ces bactéries mycéliennes (Solecka et al., 2012). En plus
des effets thérapeutiques des antibiotiques exploités en médecine vétérinaire, certaines
molécules sont utilisées dans 1’¢levage industriel des animaux comme additif nutritionnel

(Schwarz et al., 2001).
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I11.5. L’interaction plantes - actinobacteéries

111.5.1. Actinobafctéries endophytes

Le terme « endophyte » sous-entend un microorganisme capable d’entrer a l'intérieur d’une
plante et d’y survivre au moins une partie de sa vie sans provoquer de symptdmes 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 de 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., 2006).

Les interactions actinobactéries endophytes-plante montrent plusieurs similarités avec les
interactions plante-pathogénes au niveau des réactions de la plante. Des études ont montrées
que lors des deux types d'interaction, on trouve une augmentation de production de H,O; ainsi
qu'une activité de peroxydase a lintérieur de la plante caractéristique de la réponse
hypersensible chez les plantes. Seulement, a la différence d'une infection pathogene, une
interaction actinobactéries endophytes-plante ne conduit pas a une maladie et il est supposé
que l'activation des systemes de défense demeure apres la colonisation (Boyle et al., 2001 ;
Bishop, 2002).

111.5.2. Actinobactéries rhizosphériques

Un nombre important d’actinobactéries est rencontré dans la rhizosphére que dans le sol
environnant, il dépend de ’espéce et de 1’age de la plante (Goodfellow et Williams, 1983).
Dans un sol relativement sec, humique et calcaireux, les actinobactéries représentent la
fraction dominante de la microflore avec des cellules viables de ’ordre de 10° UFC/g sol.
Cependant dans les sols submergés, anaérobiques ou acides le nombre est relativement faible
10? UFC/g sol sec (Goodfellow et Williams, 1983). Williams et Wellington (1982) ont
rapporté que parmi les actinobacteéries, la fréquence d’isolement des Streptomyces est de
95,3%, des Nocardia de 1,98%, des Micromonospora de 1,4%, des Actinoplanes de 0,20%,
des Microbispora de 0,18%, des Actinomadura de 0,10%, des Streptosporangium de 0,10%,

Thermoactinomyces 0,14%, Thermomonospora 0,22% et des Pseudonocardia de 0,06%.
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L’effet rhizosphérique est exprimé par le ratio R:S (Rhizosphére : Sol). Par exemple, le
mais et la féve abritent de 10 a 18 fois plus d’actinobactéries dans leur rhizospheére par rapport

au sol avoisinant (Abraham et Herr, 1964).
I11.6. Les interactions entre les microorganismes de la rhizosphere

Hiltner (1904) fut le premier & définir la rhizosphére 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).

Les interactions entre les microorganismes sont nombreuses et tres intenses, ces
interactions sont catalysées par les exsudats racinaires qui favorisent certains groupes de

micro-organismes au dépend d'autres au sein de la communauté microbienne (Aouar, 2012).

Parmi ces microorganismes, certains sont présents dans la rhizosphére sans que leur
influence sur le développement des végétaux ne soit connue. Certains sont associée
mutuellement avantageuse aux microorganismes partenaires, exemple : de Proteris vulgaris
qui a besoin de biotine, mais qui synthétise I'acide nicotinique requis par Bacillus polymyxa
qui le transforme en biotine, alors que d’autres ont des effets d'antagonisme désigne une
inhibition ou une action défavorable d'un organisme vis-a-vis d'un autre a l'intérieur d'une
population microbienne. L'antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition,

un hyperparasitisme, une production de sidérophores ou par une antibiose (Aouar, 2012).

I11.7. Mécanismes d’action liée au biocontrole

Du fait que la lutte biologique contre les maladies des plantes soit la conséquence des
interactions entre la plante, 1’agent pathogéne et 1’agent de biocontrdle, une application
efficace de ce dernier nécessite une bonne connaissance des mécanismes qu’il utilise pour
inhiber les agents phytopathogénes (Toumatia, 2015).En plus de la compétence
rhizosphériques, 1’agent de biocontréle doit disposer aussi de divers mécanismes pour lutter
contre les agents phytopathogeénes du sol, a savoir, 1’antibiose, la compétition, le parasitisme
(Kanini et al., 2013).

11.7.1. Production des enzymes lytiques

Les actinobactéries bénéfiques synthétisent des cellulases, protéases, chitinases (Ameur,
2014). Des espéces appartenant au genre Streptomyces produisent des amylases, des cellulases
et des hémi-cellulases. D’autres sont capables de dégrader la lignine. Streptosporangium sp.,

isolé a partir des feuilles de mais, produit des glucoamylases exploitées en industrie afin de
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dégrader 1’amidon (Hasegawaet al., 2006). La production d’enzymes chitinolytiques par
Streptomyces albovinaceus, S. caviscabies, S. griseus, S. setonii et S. virginiae est considéree
comme |’action antagoniste la plus efficace dans le contrdle de certaines maladies fongiques
en raison de leur action directe sur la paroi fongique (Macagnan et al., 2008). Les protéases
sont parmi les enzymes les plus importantes. Elles dégradent les enzymes des champignons
phytopathogeénes, et elles constituent plus de 65% des applications industrielles totales comme
agents blanchisseurs dans les détergents ou dans la synthese des peptides (Ameur, 2014).

11.7.2. Production des sidérophores

Le fer est le micro-élément le plus important utilisé par les bactéries et il joue également le
role de cofacteur de nombreuses enzymes et protéines (Ameur, 2014). 1l est abondant dans le
sol et se présente sous forme d'oxydes de fer (Fe**) (Compant et al., 2005), mais il demeure
souvent un facteur limitant de la croissance des bactéries et des plantes. Les sidérophores sont
des molécules de faible poids moléculaire secrétées par de nombreux champignons et
bactéries, tel que les streptomycétes (Muller et al., 1984), en réponse a la carence en fer
(Pérez-Mirindaet al., 2007). lls solubilisent et transportent le fer vers la cellule microbienne a
travers des récepteurs spécifiques (Cabrera et al.,2001; Srideviet al., 2008).

11.7.3. Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

Certains gaz volatiles comme I’HCN (antibiotique), sont connus par leur action négative
sur les champignons phytopathogenes. La production de I’HCN est une activité trés commune
chez les espéces appartient au genre Streptomyces (Schipperset al., 1990). Defago et al.
(1990), suggerent que la production de 1’acide cyanhydrique provoquerait sur la plante un
stress auquel elle réagirait par une augmentation de son systeme racinaire et de sa résistance

naturelle (Lemanceau, 1991).

I1.8. Mécanismes d’actions liées a I’effet PGPB

Plusieurs actinobactéries sont utilisées en lutte biologique contre certains agents
phytopathogénes et cela en raison de leurs propriétés antagonistes et leurs roles dans la
promotion de la croissance des plantes a travers différents mecanismes (Pliego et al., 2011).
La production de phytohormones et la solubilisation d’éléments minéraux tels que les
phosphates sont parmi les principaux mécanismes des bactéries bénéfiques a effet PGPR
(Hamdali et al., 2008 ; Khamna et al., 2010).

I1.8.1. Production de phytohormones

Les phytohormones sont des molécules régulatrices de la croissance végétale qui régissent

la croissance et le développement en agissant sur la division, I'élongation et la différenciation
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cellulaires, la régulation de l'activité enzymatique et I'induction de la germination des graines
(Zahir et al., 1996), notamment par la synthése d’acide indole-3-acétique (AlA) (Goudjal et
al., 2013), et d’acide gibbérellique (AG3) (Bottini et al., 2004).

L’auxine AIA est une phytohormone le plus souvent produite par les bactéries a effet
PGPB. Les actinobactéries synthétisent I’AIA a partir de son précurseur, 1’acide indole-3-
butyrique (AIB) (Patten et Glick, 2002). L’AIA, tout comme pour les autres plantes, stimule
la germination des graines de blé, I’élongation racinaire, la formations des racines latérales et

la croissance des plantes par son effet sur la division cellulaire (Duca et al., 2014).

Les gibbérellines synthétisées par des actinobactéries endophytes sont transportées pour
contréler la croissance des organes floraux et des fruits (Kaneko et al., 2003). Elles sont
¢galement impliquées dans 1’induction de la germination en provoquant la sortie de la radicule
a travers la graine et induisent I'expression des genes impliqués dans la modification de la

paroi cellulaire (Goudjal et al., 2013).
11.8.2. Production de ’ammoniaque

L’azote est parmi les éléments nutritifs nécessaires, et le plus souvent limitant pour la
croissance des plantes. La majeure partie de cet élément se trouve sous forme d’azote gazeux
(N2) inaccessible aux plantes (Pujic et Normand, 2009). L’azote représente environ 2% de la
matiére seche totale de la plante qui entre dans la chaine alimentaire. Néanmoins, les plantes
ne peuvent pas accéder directement au gaz nitreux, qui représente environ 80% de
I'atmosphere. Les plantes absorbent I'azote disponible dans le sol par leurs racines sous la
forme d'ammonium et de nitrates. La biodisponibilité limitée de I'azote et la dépendance de la
croissance des cultures sur cet élément ont donné naissance a une industrie massive des
engrais a base de 1’azote dans le monde entier. Plusieurs recherches ont montré que les
actinobactéries (Frankia) ont des effets bénéfiques sur les plantes, en procurant a la plante

I’azote sous forme d’ammonium par leurs associations Symbiotiques (Benmati et al., 2012).
I1.8.3. Solubilisation des phosphates inorganiques

Les phosphates ont de fortes réactivités avec le Calcium, le Fer et I’Aluminium, ce qui les
rend insolubles et inaccessibles par les plantes. Par conséquent, une trés faible quantité de
phosphate sera assimilables par les plantes. Il a été démontré que certaines bactéries
rhizosphériques sont capables de solubiliser les complexes phosphatés insolubles et de les
rendre ainsi a la disposition de la plante (Hamdali ez al., 2008). La transformation de ces
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complexes insolubles par des bactéries bénéfiques en orthophosphate, assimilable par les
plantes, est considérée comme une excellente solution pour remédier a 1’utilisation intensive
des engrais chimiques et a I’accumulation des phosphates insolubles dans le sol (Rodriguez et
al., 2006). La synthése de phosphatases et d’acides organiques a été rapportée pour sa
contribution dans cette solubilisation. Cependant, le rble de certaines souches
d’actinobactéries a également été souligné dans I’amélioration de 1’absorption racinaire et de
la croissance des plantes (Toumatia, 2014).

111.9. Utilisation des actinobactéries

Selon Toumatia (2015), certaines actinobactéries, notamment des Streptomyces spp.,
possedent plusieurs qualités en tant qu’agents efficaces de lutte biologique, elles sont capables
de coloniser la rhizosphére grace a leurs caractéres antagonistes et compétitifs vis-a-vis des
autres microorganismes du sol. Elles disposent également divers mécanismes pour lutter
contre les agents phytopathogenes, a savoir, ’antibiose, la compétition, le parasitisme et/ou
I’induction des mécanismes de résistance de la plante. L’utilisation de ces mécanismes peut se
faire de maniére complexe, indépendante ou synergique. Ces caractéristiques en font des

candidats de choix pour une éventuelle utilisation en lutte biologique (Tableau 01).
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Tableau 01: Utilisation des actinobactéries dans la lutte biologique.

§ Plantes . . o

A Agents pathogénes Agents antagonistes Références

2| hote

3

T Betterave Pythium ultimum Actinoplanes spp Khan et al. (1997).

% Concombre | Pythium aphanidermatum Microbispara rodea El-Tarabily et al. (2006).
o

3 Micromonospora chalcea

@ | Tomate Phytophtora sp. Khamna et al., (2009).
=} Streptomyces sp.

éc’ Lupin Plectosporium tabacinum Actinoplanes spp. Valois et al., (1996).
=

3 Banksia sp | Phytophtora cinnamomi Missouriensis carbonacea | El- Tarabily, (1996).
>

2- Framboise Phytophtora fragariae var. rubi | Nocardioides sp. El- Tarabily, (2003).
[1°]

S

= Streptomyces analatus

2| Vigne Botrytis cinerea Micromonospora Logman et al., (2009).
S

f.: flavogrisea

z

111.10. Bioformulation des actinobactéries

L’élaboration d’un produit de biocontrdle consiste en sa formulation qui dépend du mode

d’application, de la facilité d’utilisation, de la stabilité et/ou de la persistance. Les principaux

facteurs déterminant le choix du type de formulation sont la nature de I’agent de biocontréle,

les sites d'action contre I'agent phytopathogene ciblé et les quantités efficaces (Lewis, 1991).

Selon Lumsden et al., (1995), le maintien de la viabilité et de l'efficacité de 1’agent

antagoniste est la principale préoccupation au cours des différentes étapes du processus de

formulation, c'est-a-dire lors de la production d'inoculum, de la formulation proprement dite et

du stockage.

I11.11. Biofongicides a base d’actinobactéries

De nombreux agents de lutte biologique ont été formulés dans diverses formes de liquides,

solides et poudres mouillables pour contrbler des agents phytopathogenes (Lewis, 1991;
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Lumsden et al., 1995). Parmi les biofongicides formulés a base d’actinobactéries nous

pouvons citer 1’ Actinovate®, 1’ Actino-lIron®, et le Mycostop®.

L’Actinovate®, formulé a base de la souche (Streptomyces lydieus souche WYEC 108), est
un biofongicide qui permet de réprimer la pourriture grise et 1’oidium des fraises, aussi la
pourriture blanche des cucurbitacées et de la tomate. Ce fongicide biologique peut diminuer
des symptdmes de pourriture de fruit, et également remédier la flétrissure fusarienne sur les
cyclamens, le pourridié pythien sur les pétunias, la pourriture des racines et du collet causé
par Rhizoctonia sur les géraniums et le blanc sur les verbanas, la pourriture racinaire du blé

causé par F. graminearum (RAP, 2014 ; Toumatia, 2015).

L’ Actino-Iron® ¢’est un biofongicide fabriqué a base de la souche (Streptomyces lydicus
souche WYEC 108) hautement concentré sur un support en fer et en acide humique. Il protége
les racines contre les agents pathogenes appartenant au genre : Pythium, Phytophthora,

Fusarium, Rhizoctonia et autres maladies a racines (Mediak, 1995).

Le Mycostop® WP, un biofongicide appliqué sous forme d’eau ou de pulvérisation, il est
fiable pour contréler la fonte de semis, les maladies racinaires et les flétrissements. En plus, il
stimule la croissance et induit les mécanismes de défense des plantes. Il est efficace dans les
milieux de culture organiques et de synthése (Verdera, 2014). Ce biofongicide est formulé a

base de la souche (Streptomyces griseoviridis souche K61).
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Il. MATERIEL ET METHODES
I1.1. Matériel biologique
11.1.1. Le blé

Des semences de blé dur (Triticum durum) appartenant a la variét¢ Vitron de I’'ITGC de

Sétif ont été utilisées pour le test de biocontr6le in vivo réalisé dans notre étude.

La variété Vitron a été introduite en Algérie par I’ITGC en 1986 et sélectionnée au niveau
de la station expérimentale de Tiaret (Haut Plateaux de I’Ouest). C’est une variété semi-
précoce, assez sensible a la rouille brune. Elle est productive (50 a 60 gx/ha en sec) et

présente un épi fertile (50 a 60 grains/ épi) et un gros grain (ITGC, 1998).

11.1.2. Origine des isolats d'actinobacteéries

Un total de douze (12) isolats d'actinobactéries endophytes et rhizosphériques ont été
utilisés dans notre travail. Ces actinobactéries ont été préalablement isolées et purifiées sur
ISP2 (International Streptomyces Projet), selon des travaux réalisés auparavant dans le méme
objectif de lutte biologique contre Fusarium graminearum, agent causal de la pourriture

racinaire du blé dur, ainsi que dans la promotion de la croissance de cette plante.
11.1.3. L’agent phytopathogéne

La souche de Fusarium graminearum a été isolée préalablement a partir de racines
infectées de blé présentant les symptdmes typiques de F. graminearum. Aprés 1’identification
de F. graminearum, la souche a été purifiée sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar) et

conservée a 4°C.

11.2. Détermination des mécanismes liés au biocontrole

Tous les isolats d’actinobactéries ont été testés pour leur capacité a produire des enzymes
lytiques, des sidérophores, de ’HCN, et pour leur activité d’antagonisme in vitro contre F.

graminearum

11.2.1. Production d’enzymes

11.2.1.1. Production de protéases

Pour tester la capacité des isolats d'actinobactéries a produire des protéases, la méthode
décrite par Zamoum et al. (2015), a été utilisée. Le principe de cette méthode consiste a

déposé, a partir d'une culture active de chacune des souches étudiées, un disque gélosé de 06
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mm de diameétre a la surface du milieu de culture SMA (Skim Milk Agar) (Figure 10). Les
boites ont été ensuite incubées a 30°C pendant 5 jours. L'activité protéolytique positive se

traduit par la présence d'un halo transparent autour des colonies, dont le diamétre est noté.

<+ Milieu SMA
N P e ~ 4 ] ~N
S\ 1 \«——— | Halo clair autour
1 1 ;
‘\_/ ‘\:’_ S A L des colonies
4 ] ~N
Colonie
@ «—— L —| dactinobactérie
\J - J
4 N\
Absence d'un
halo clair
g J

Figure 10.Schéma représentatif de la production des protéases sur milieu SAM.
11.2.1.2. Production de cellulases

Pour vérifier la capacité des souches d’actinobactéries a produire des cellulases, nous
avons utilisé la méthode de Goudjal et al. (2016). Les souches ont été ensemencées a la
surface du milieu de culture ISP9 contenant le CMC « Carboxyméthylcellulose » comme
source de carbone. Par la suite, les boites ont été incubées a 30°C pendant 05 jours, l'activité
cellulolytique positive se traduit par I’apparition d’un halo clair autour des colonies

d’actinobactéries testées, dont le diamétre est noté.

(\J‘; @: [ Milieu ISP9 ]

/@\‘ / Halo clair autour
\

de la colonie

Figure 11. Schéma représentatif de la production des cellulases par les actinobactéries cultivées sur le milieu

1SP9.
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11.2.2. Production de sidérophores

La production des sidérophores est testée sur milieu CAS-bleu agar (Chrome Azurol S)
selon la méthode décrite par Toumatia et al. (2014). Un disque gélosé de 06 mm de diameétre
d’une culture active des souches étudiées est inoculé a la surface des milieux de culture, puis
incubé a 30 °C pendant 5 jours. Aprés cette période d’incubation, un changement de couleur
bleu et I'apparition d'un halo jaune-orange autour de la colonie productrice des sidérophores,
signifie un résultat positif. La culture des actinobactéries sur le milieu AIM sans Fer permet
de déterminer leur dépendance au fer.

Figure 12. Photographie montrant le test de production de sidérophores sur milieu CAS-bleu agar
(Originale, 2018).

11.2.3. Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

La production de I” HCN est testée selon la méthode de Goudjal et al. (2016). Le principe
de cette méthode consiste & ensemencer les souches d’actinobactéries a la surface du milieu
Bennett additionnée de glycine (4 g/l). Du papier Whatman imprégné d’une solution de
picrate de sodium a été déposé sur le couvercle de la boite de Pétri. Cette derniere est scellée
avec du papier parafilm et incubée a 30°C pendant 7 jours. Le résultat positif se traduit par le

changement de couleur du papier Whatman du jaune vers une 1’orange.
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Figure 13. Test de production de 'HCN (Originale, 2018).

11.2.4. Activité d’antagonisme in vitro

L’activité d’antibiose des souches d’actinobactéries est évaluée par la méthode des stries
croisées décrite par Zitouni et al., (2004). Le principe de cette méthode consiste a ensemencer
I’actinobactérie selon une strie horizontale a la surface du milieu ISP2 en boite de Pétri. Apres
incubation & 30°C pendant 7 jours, les champignons cibles (Fusarium graminearum, F.
culmorum et Bipolaris sorokiniana) sont ensemences selon des stries perpendiculaires a celle
de I’actinobactéric. La boite sera réincubée a nouveau pendant 5 jours a 30°C, et la zone
d’inhibition est évaluée en (mm). Une culture témoin de ’agent phytopathogéne, dans les

mémes conditions, est effectuée en absence de ’actinobactérie.

[ Actinobactérie testée ]

e \ [ Zone d’inhibition ]
\
— |
[ [ Champignons cibles J
\_/

Figure 14. Schéma représentant la méthode des stries croisées.
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11.3. Détermination des mécanismes liés a I’effet PGPB
11.3.1. Production de phytohormones
11.3.1.1. Production de I’acide indole-3-acétique (AlA)

La production de ’acide Indole-3-acétique (AIA) est testée sur le bouillon YT (Yeast
extract-Tryptone), ce test est realisé selon la méthode de (Loper et Scroth, 1986). Le principe
de cette méthode consiste a inoculer 1 ml de la suspension de spores des souches
d’actinobactéries dans des Fioles Erlenmeyers contenant 50 ml du bouillon YT additionnée de
L-Tryptone. Apres incubation dans le shaker (200 rpm, 30 °C) pendant 5 jours (Figure 14), les
cultures liquides sont centrifugées a 4000 rpm pendant 15 min. La production des
groupements indole est révélée par le réactif de Salkowski, un ml du réactif est additionnée a
2 ml du surnageant. Par la suite, la densité optique a été déterminée par spectrophotométrie a

530 nm, apres 30 min d’incubation a 1’obscurité.

Figure 15. Le protocole expérimental de la production de 1’AIA dans le milieu YT (Yeast extract-Tryptone).

A. Ensemencement les souches d’actinobactéries, B. Incubation en shaker,
C. Centrifugation (4000 rpm pendant 15 mn), D. Récupération de surnageant,

E. L’addition du réactif de Salkowski, F. Conservation a I’ombre 30min.
»  Chromatographie sue couche mince (CCM)

La chromatographie est une technique analytique qui permet la séparation des constituants

d’un mélange en phase homogene liquide ou gazeuse. La méthode de Naik et Sakthivel

32



Matériel et Méthodes

(2006) a été adoptée afin de confirmer la production de 1’acide indole-3-acétique (AlA) par
les souches d’actinobactéries. La CCM a été réalisée sur plaque chromatographique
développé sur un systéme de solvant: acétate d’éthyle, chloroforme et 1’acide formique. Aprés
la migration des taches, la plaque a été observée sous lumiere UV a 254 nm. Les R¢ ont été

calculés pour ces taches selon la formule suivante :

[ R =Hauteur de la tache/ Hauteur du front du solvant ]

Les taches de méme Rf avec I’AIA ont été considérées comme AIA. Apres confirmation
de la production d’AIA par CCM, la quantit¢ d’AIA produite par les souches
d’actinobactéries, exprimée en pg/ml de surnageant de culture, a ¢été déterminé par
extrapolation des densités optiques obtenues dans une courbe d’étalonnage tracée par

différentes concentration d’ AIA pur.

11.3.1.2. Production des gibbeérellines (AG3)

La production de gibbérellines (AG3) est testée sur le milieu ISP2 liquide, la méthode
décrite par (Berrios et al. (2004) a été utilisee. Le principe de cette méthode consiste a
ensemencer les souches d’actinobactéries dans des Erlenmeyers contenant 50 ml du bouillon
ISP2, puis incubés dans un shaker a 30 C° pendant 5 jours sous agitation permanent (200
rpm). Les cultures sont centrifugées a 4000 rpm pendant 30 min le surnageant est ensuite

récupéré, puis acidifié a un pH = 2.5.

L’extraction de I’AG3 du surnageant des cultures est effectuée par un volume égal
d’acétate d’éthyle dans une ampoule a décanter. La phase organique est récupérée puis, un
millilitre d’une solution d’acétate de zinc a 10 % (m/v) et 1 ml d’une solution de Ferrocyanide
de potassium a 1% (m/v) sont ajoutés a 7,5 ml de ’extrait a ’acétate d’éthyle avant d’étre
centrifugés a nouveau a 4000 g durant 20 min. Le surnageant obtenu est ensuite acidifié par
2,5 ml d’HCI a 30 % (v/v). Les solutions sont ensuite maintenues 2 h a 1’obscurité avant de
subir une mesure de la densité optique a une longueur d’onde égale a 254 nm a ’aide d’un
spectrophotomeétre. Les concentrations de 1’AG3 contenu dans le surnageant ont été obtenu
par extrapolation des densités optiques dans une courbe d’étalonnage réalisée par différentes

concentration de I’AG3 pur.
11.3.2. Libération de ’ammoniaque

Les isolats d’actinobactéric testées ont été inoculés dans des Erlenmeyers contenant 50 ml

de I’ecau peptonee, puis incubés en agitation permanente (200 rpm) a 30°C pendant 7 jours.
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Les cultures sont centrifugées a 4000 g pendant 15 min, puis 1 ml du réactif de Nessler sont
ajoutés a 1 ml du surnageant et le mélange est complété a 10 ml par 1’eau distillée. Apres
incubation pendant 2 h a 1’obscurité, le développement d’une couleur jaune brunatre ou

orange indique la libération de I’ammoniaque (NH3).
11.3.3. Solubilisation des phosphates inorganiques

La méthode de Franco-Correa et al. (2010), a été adoptée pour étudier la capacité des
souches d’actinobactéries a solubiliser des phosphates inorganiques sur milieu de Pikovskaya
(PVK) additionné de (Ca3(PO4),), (Fe(PO,)z) ou de (AI(POg4),) comme trois sources de
phosphates inorganiques. Les souches ont été ensemencées a la surface du milieu de culture,
puis incubées a 30°C pendant 5 jours. La solubilisation des phosphates inorganiques se traduit
par I’apparition d’auréoles transparentes autours des colonies. Ainsi, la croissance de

I’actinobactérie et le diamétre de I’auréole autour des colonies sont notés.

I1.4. Préparation de I’essai de biocontréle in vivo

11.4.1. Sélection des isolats d’actinobactéries performants

Les isolats d’actinobactéries qui ont donné des résultats positifs sont retenus pour un essai
de formulation de biofongicides qui sont appliqués dans le biocontréle de F. graminearum

dans des conditions de cultures in vivo.
11.4.2. Préparation des suspensions de spore

En vue d’obtenir des spores, les souches d’actinobactéries ont été cultivées sur ISP2 et
incubées pendant 7 jours dans 1’étuve a 30°C. Alors que I’agent phytopathogene a été cultivé
sur milieu PDA et incubé pendant 7 jours a 25°C.

Apres incubation, les spores sont récupérées a l'aide d'une solution de tween 80 a 0,05%.
Par la suite un volume de la solution de récupération a €té mis dans la boite de Pétri. Les
spores sont récupérées par un raclage a l'aide d'une anse en platine en conditions d’asepsie,

pour éliminer toute possibilité de contamination.

La concentration des suspensions de spore a été ensuite ajustée & 10° UFC / ml pour les
actinobactéries et & 10° UFC / ml pour le champignon, respectivement. Le dénombrement des

spores a été réalisé a I’aide d’une cellule de Thomas.
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Figure 16. Protocole de la préparation des suspensions de spore d’actinobactéries.
A. Spore d’actinobactérie, B. Ajout la solution de Tween 80, C. Raclage des spores,

D. Récupération des suspensions de spore, E. Calcul du nombre de spores a I’aide d’une cellule de Thomas.

11.4.3. Bioformulation de biofongicides a base d’actinobactéries sélectionnées

11.4.3.1. Biofongicide en poudre de talc

Les spores des actinobactéries sont formulées en poudre de talc. Nous avons mélangé 16 g
de poudre de talc et 4 g d’argile verte, stérilisés par autoclavage, avec 10 ml de la suspension
de spores de I’actinobactérie sélectionné. A I’aide d’une baguette en verre, nous avons
mélangé la boue obtenue pour homogénéiser la répartition des spores. Le mélange est laissé
sécher pendant 48 h sous hotte microbiologique a flux laminaire, puis pilonné dans un mortier

en porcelaine stérile. La poudre ainsi obtenue est conservées a 4°C.
11.4.3.2. Biofongicide en billes d’alginate de Sodium
Les spores d’actinobactéries sélectionnées sont incluses dans les billes 1’alginate de

sodium. Pour cela, 4 g d’alginate de sodium est mélangé avec 200 ml d’eau distillée stérile,
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puis mélangé avec 10 ml de la suspension des spores d’actinobactéries. Le mélange est
ensuite transformé en billes d’alginate de sodium a 1'aide d’une seringue sur laquelle a été
placé une aguille de 0,6 mm de diametre. Les billes sont directement récupérées dans une
solution de chlorure de calcium (CaCl2) sous agitation permanente. Les billes obtenues sont

séchées pendant 15 jours.
11.4.4. Efficacité des biofongicides formulés in vivo
11.4.4.1. Désinfection superficielle des semences

L’objectif de la stérilisation superficielle des grains est d’éliminer toutes les pollutions
externes d’origines fongiques ou bactériennes. Les grains placés dans un tamis & mailles de

0,5-1 mm, seront désinfectés selon le cycle décrit par Champion (1997) :

» Placer 10 min dans un bécher contenant 300 ml d’une solution d’hypochlorite de
sodium a 2°.

» Placer 20 min dans un bécher contenant 300 ml d’une solution d’éthanol a 70%.

» Rincer, pendent 3 min, dans un bécher contenant 300 ml d’eau distillée stérile (cette
operation est effectuée 3 fois).

Les grains sont ensuite égouttés placés a sécher sur du papier filtre stérile (compter 15 min

minimum dans la zone stérile).
11.4.4.2. Stérilisation du sol et conditionnement des pots

Notre essai a été mené en sol stérilisé et en sol non stérilisé. La stérilisation du sol a été
réalisée par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes. Par la suite, des pots en plastique (12
cm X 15 cm) ont été rempli par 250 g du sol. Par la suite, des graines de blé, désinfectées
préalablement, ont été semées dans chaque unité expérimentale (pot en plastique) a raison de
5 graines par pot (Figure 17). Ces unités expérimentales sont distribuées dans un dispositif en
randomisation totale a 5 répétitions et mises dans la serre. L’irrigation a été faite 4 fois par

semaine avec 1’eau de robinet stérile.
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Figure 17. Photographie montrant le semer des graines de blé

Il est a noter que la suspension de spores du champignon cible (préparé selon la méthode
décrite précédemment) a été ajoutée dans le sol stérilisé et non stérilisé une semaine avant le

semer des graines de blé.

11.4.5. Application de traitements
11.4.5.1. Traitement retenus

Les traitements retenus dans notre expérimentation sont les suivants :

+ Témoins négatif : des graines de blé, désinfectées préalablement, ont été semées dans
des pots contenant du sol stérilisé et non stérilisé.

+« Témoins positif : des graines de blé, désinfectées préalablement, ont été semées dans
des pots contenant du sol stérilisé et non stérilise et infectés par les spores du champignon
cible (F. graminearum).

+¢ Le Dividend® : des graines de blé, désinfectées préalablement et traité par le fongicide
chimique (Dividend®), ont été semées dans des pots contenant du sol stérilisé et non stérilisé.

% Le Sérénade® : des graines de blé, désinfectées préalablement et traité par 1’agent de
lutte biologique (Sérénade®), ont été semées dans des pots contenant du sol stérilisé et non
stérilise.

% Les biofongicides formulés a base des spores d’actinobactéries sélectionnées.

11.4.5.2. Agent de lutte biologique (Sérénade®)

Le Sérénade® (Bacillus subtilis souche QST713) est un agent de lutte biologique
homologué et commercialisé au Canada. 1l est utilisé contre plusieurs agents phytopathogénes

notamment ceux responsables de la fonte des semis. Un gramme de la poudre de Sérénade® a
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¢été dissoute dans 20 ml d’eau distillée, et utilisée pour trempage des graines du blé. Dans
notre travail, le Sérénade® a été utilisé comme traitement dans le but de comparer son effet de
biocontrdle de F. graminearum avec celui des biofongicides formulés a base d’actinobactéries

sélectionnées dans notre travail.
11.4.5.3. Agent de lutte chimique (Dividend®)

Le Dividend® est un fongicide chimique de trés large utilisation pour le traitement des
semences entant que fongicide systémique. Il a été utilisé pour comparer son effet protecteur
avec celui des biofongicides formulés. Cette fongicide chimique systémique se présente sous
forme d’un liquide rouge mouillable, qui a été dilué a 2% dans 1’eau distillée et utilisé pour

traiter les graines du blé.
11.4.6. Biofongicides formulés

Les biofongicides formulés ont été appliqué dans un essai de biocontréle in vivo de F.

graminearum agent causal de la pourriture racinaire du blé dur (Triticum durum Desf.).

Les billes d’alginate de sodium ont ét¢ mélangées directement avec le sol a raison de 5 g
par kilogramme du sol. Pour le biofongicide en poudre de talc, une quantité de 20 g a été

dissoute dans 100 ml de I’eau distillée stérile et puis utilisé pour bactériser les graines du blé.
11.4.7. Paramétres mesureés

Apres 6 semaines de cultures, les plantules de blé ont été récupérées du sol, lavées a I’eau
de robinet pour éliminer le sol. Afin de déterminer I’efficacité des biofongicides formulés,
dans le biocontrole de F. graminearum et dans I’effet PGPB sur les plantules de blé, les
principaux paramétres mesurés sont 1’incidence de la maladie qui correspond au nombre de
plantules malades par rapport au nombre total des plantules semées pour chaque traitement.

Nous avons mesurés egalement le poids frais des plantules du blé par pesée a 1’aide d’une
balance de précision. Le poids sec a été obtenu par séchage des plantules a 80°C jusqu’a
I’obtention d’un poids constant. La longueur de la tige et des racines a été mesurée a 1’aide
d’un pied a coulisse.

11.4.8. Analyses de données

Apres six jours de culture, les résultats obtenus sont soumis a une analyse de la variance
(ANOVA) réalisée a I’aide du logiciel XLSTAT 2014. Les différences entre les moyennes
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sont considérées significatives lorsque P < 0,05. Les histogrammes ont été réalisés par
Microsoft Excel 2010.
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Résultats et Discussion

I1l. RESULTATS ET DISCUSSION

Notre travail porte sur 1’évaluation de la capacité de 12 souches d’actinobactéries
endophytes et rhizosphériques appartenant a différents genres, dans le biocontrole et dans
I'effet PGPB.

La caractérisation des isolats a porté essentiellement sur 1’étude de la capacité de nos
souches a produire des enzymes lytiques, des sidérophores, de I’HCN, [I’activité
antagoniste, 1I’AIA, I’AG3, de libérer ’ammoniaque et de solubiliser les phosphates

inorganiques.

I11.1. Résultats des mécanismes impliqués dans le biocontrole

IIL.1.1. Production d’enzymes lytiques

Les 12 souches d’actinobactéries ont €té testées pour leur capacité a produire les

enzymes lytiques (protéases et cellulases). Les résultats sont représentés dans le tableau ci-

dessous.
Tableau 02. Production des enzymes lytiques par les actinobactéries.

Enzymes lytiques
Souches Protéases Cellulases

Croissance @ de I'halo (mm) Croissance @ de I'halo (mm)
Streptomyces sp. AP4 +/- 9 - 00
Streptomyces sp. AR2 ++ 22 + 12
Saccharothrix sp. MB15 - 00 + 09
Nocardia sp. MB23 + 19 - 00
Streptomyces sp. PT2 + 23 + 18
Streptosporangium sp. SG10 - 00 - 00
Streptosporangium sp. SG20 - 00 - 00
Streptomyces sp. SN2 +++ 26 + 20
Streptomyces sp. SN6 + 18 + 12
Streptomyces sp. TL8 ++ 16 - 00
Streptomyces sp. ZL.2 - 00 + 8
Streptomyces sp. ZP1 +++ 27 + 16

(-) pas de croissance, (+) croissance moyenne, (++) croissance importante, (+++) croissance tres importante
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Les résultats du tableau 01 montrent que parmi les 12 souches testées, 66 % des souches
ont présenté une activité protéolytique positive sur le milieu SMA riche en protéines. Les
deux souches Streptomyces sp. SN2 et Streptomyces sp. ZP1 presentent un diametre du
halo clair de 26 mm et de 27 mm respectivement, ce résultat signifie par une bonne

production de protéases.

Les résultats obtenus montrent que 58% des souches testées ont une activité
Ocellulolytique positive. Les deux souches Streptomyces sp. SN2 et Streptomyces sp. PT2
présentent un diametre du halo clair de 20 mm et de 18 mm respectivement, signifie une

bonne production de cellulases.

Notre travail montre que les isolats testés produisent des enzymes lytiques telles que les
protéases et les cellulases. Plusieurs travaux ont montré la capacité des souches
d’actinobactérie a produire les enzymes lytiques telles que les protéases (Yekkour et al.,
2012 ; Toumatia et al., 2014) et les cellulases (Macagnan et al., 2008 ; DivyaTeja et al.,
2014).

D’aprés nos résultats, la meilleure activité enzymatique a été observée chez les souches
Streptomyces SN2, ZP1, et PT2. Allaoui (2017) a trouvé des résultats similaires et montre
une forte activité enzymatique contre Fusarium graminearum 1’agent causal de la
pourriture racinaire du blé dur. Selon Toumatia et al. (2014), les enzymes lytiques
dégradent la paroi fongique et les spores des champignons induisant ainsi la mort de ces
agents phytopathogenes. Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes, elles
dégradent les enzymes de pathogénicité des champignons phytopathogénes (Thumar et
Singh, 2007).

I11.1.2.Production des sidérophores

Les résultats du test de la production des sidérophores par les souches d’actinobactéries

testées dans notre travail sont présentés dans le tableau 03.
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Tableau 03. Résultats de la production des sidérophores par les actinobactéries.

Croissance sur le milieu Croissance sur le milieu

Souches

CAS-bleu agar AIM sans fer
Streptomyces sp. AP4 + +
Streptomyces sp. AR2 - +
Saccharothrix sp. MB15 + +
Nocardia sp. MB23 - +
Streptomyces sp. PT2 - +/-

Streptosporangium sp. SG10 *+ -
Streptosporangium sp. SG20 + -

Streptomyces sp. SN2 + +
Streptomyces sp. SN6 ++ +
Streptomyces sp. TL8 - +
Streptomyces sp. ZL2 + +
Streptomyces sp. ZP1 + +

+++ : Croissance important ; + : Croissance moyenne ; +/- : Croissance faible & trés faible ; - : Pas de croissance.

Les résultats présentés dans le tableau 03, montrent que 66% des isolats produisent les
sidérophores sur le milieu CAS-bleu agar, ou nous remarquons que les souches
Streptomyces sp. AP4, Streptomyces sp. SN2, Streptomyces sp. SN6, et Streptosporangium
sp. SG10 sont capables de produire des sidérophores en quantité importante. Ce résultat se
traduit par I’apparition d’un halo jaune orange autour des colonies d’actinobactéries
(Figure 18). A I’exception de Streptosporangium sp. SG10 et Streptosporangium sp. SG20,
toutes les souches d’actinobactéries testées sont capables de croitre sur le milieu AIM sans

fer.
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Figure 18. Photographie montrant la présence d’halo clair indiquant la production de sidérophores par les

souches d’actinobactéries.

Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire secrétées par de
nombreux champignons et bactéries, tel que les streptomycetes (Muller et al., 1984).
Concernant la compétition comme mécanisme de biocontréle, de nombreuses études ont
montré le réle combiné de Streptomyces spp. en lutte biologique contre les agents
phytopathogénes du sol et leur faculté de chélater le fer par la synthése de sidérophores qui
font une compétition pour le fer (Kanini et al., 2013).

II1.1.3.Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

La capacité des souches d’actinobactéries a produire I’HCN a été étudiée. L apparition
d’une couleur orange sur le papier Whatman indique la production de ’'HCN (Figure 19).
Les résultats du tableau 04 montrent que parmi les 12 souches d’actinobactéries
testées, uniquement quatre souches (Streptomyces sp. AP4, Streptomyces sp. SN6, et
Streptomyces sp. ZP1, Streptosporangium sp. SG10), ne produisent pas I’HCN soit 33%.
Par contre, 66% présenté un résultat positif.
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Figure 19. Photographie montrant le changement de couleur indiquant la production de ’HCN par la
souche MB15 (Originale, 2018).

Tableau 04. Résultats de la production de ’'HCN

Souches Production de ’HCN
Streptomyces sp. AP4 -
Streptomyces sp. AR2 +
Saccharothrix sp. MB15 +
Nocardia sp. MB23 +
Streptomyces sp.PT2 +
Streptosporangium sp. SG10 -
Streptosporangium sp. SG20 +
Streptomyces sp. SN2 +
Streptomyces sp. SN6 -
Streptomyces sp. TL8 +
Streptomyces sp. ZL2 +

Streptomyces sp. ZP1

(+) : Test positif ; (-) : Test négatif

L’acide cyanhydrique (HCN) est un composé volatil connu par son action négative sur

les champignons phytopathogénes. La production de I’HCN est une activité trés commune

chez les espéces qui appartiennent au genre Streptomyces (Schippers et al., 1990).

Les résultats obtenus dans notre travail montrent que 66% des souches d’actinobactéries

testées produisent ’HCN. Allaoui (2017), ont trouvé des résultats similaires qui montrent

que 50% des souches d’actinobactéries testées produisent I’HCN.
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La production d’HCN est parmi les mécanismes les plus efficaces dans le biocontrdle
des champignons phytopathogenes. Ces composés interviennent au niveau de la chaine
respiratoire de l'agent phytopathogeéne, en inhibant l'activité du cytochrome oxydase
(Ahmad et al., 2008). De plus, plusieurs travaux ont montrés l'efficacité de Streptomyces
productrices de I'HCN dans le biocontréle de certains champignons phytopathogénes des
sols (Fusarium spp., Pythiump spp., Rhizoctonia spp.) ou le contact direct entre les deux

microorganismes n'est pas nécessaire (Ahmad et al., 2008).
I111.1.4. Activité d’antagonisme in vitro

L’activité d’antagonisme in vitro des souches d’actinobactéries testées ont été étudiées,
selon la méthode de stries croisées, vis-a-vis de trois champignons phytopathogenes
(Fusarium graminearum, F. culmorum et Bipolaris sorokiniana). Les résultats donnés dans

le tableau 05 illustrent les zones d’inhibition exprimées en mm.

Tableau 05. Activité antifongique des souches d’actinobactéries selon la méthode des stries croisées.

Zone d’inhibition (mm)

Souches
F. graminearum F. culmorum B. sorokiniana
Streptomyces sp. AP4 00 00 00
Streptomyces sp. AR2 13 20 13
Saccharothrix sp. MB15 22,3 12 14
Nocardia sp. MB23 10 11 19
Streptomyces sp.PT2 17 15 19
Streptosporangium sp. SG10 05 08 10
Streptosporangium sp. SG20 20 22 19
Streptomyces sp. SN2 22 07 14
Streptomyces sp. SN6 00 00 00
Streptomyces sp. TL8 10 08 07
Streptomyces sp. ZL.2 16 15 16
Streptomyces sp. ZP1 13 10 10

Les résultats de ’activité d’antagonisme in vitro des souches d’actinobactéries étudiées
vis-a-vis de trois champignons cibles montrent que 16% des souches posseédent une activité

antagoniste vis-a-vis au moins d’un seul champignon phytopathogene testé (5 mm < zone
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d’inhibition < 22 mm), et 83% des souches d’actinobactéries testées ont présenté une

activité d’antagonisme vis-Vis-Vvis de trois champignons phytopathogenes.

D’aprés les résultats obtenus dans notre travail, la zone d’inhibition la plus importante
(22.3mm) a été observee chez la souche Saccharothrix sp. MB15 contre F. graminearum,
suivie par la souche Streptomyces sp. SN2 (22 mm) et Streptosporangium sp. SG20 avec
une zone d’inhibition de 20 mm. Tandis que les souches Nocardia sp. MB23, Streptomyces
sp.PT2 et Streptosporangium sp. SG20 ont montré une activité positive contre B.
sorokiniana avec une zone d’inhibition de 19 mm, aussi la souche Streptosporangium sp.

SG20 est efficace contre F. culmorum avec une zone d’inhibition de 22 mm (Figure 20).

Zones
d’inhibition

Figure 20. Photographie montrant I’activité antagonistique de la souche Streptosporangium sp. SG20 vis-

vis-vis de trois champignons phytopathogenes cibles.

Les résultats des activités antifongiques sont confirmés par plusieurs travaux ou ils ont
constaté un effet inhibiteur de certaines especes du genre Streptomyces contre plusieurs
champignons phytopathogénes (Ahmed et al., 2008).

Cette activité antifongique des actinobactéries illustrent que certains parmi ces derniers
produisent des substances antifongiques qui agissent spécifiquement sur certains
constituants de la paroi des champignons, comme les chitinases et les glucanases (Yekkour
et al., 2012). En outre, Les Streptomyceétes a eux seuls sont a I’origine de plus de 80% des
antibiotiques secrétés par les actinobactéries (Breton et al., 1989).

L’inhibition de la croissance mycélienne des champignons testés peut s’expliquer par la
synthése de composés antifongiques actifs ou d’enzymes lytiques actives sur la paroi des

champignons phytopathogénes (Tomatia et al., 20014).
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I11.2. Résultats des mécanismes impliqués dans I’effet PGPB
111.2.1. Production de phytohormones

111.2.1.1. Production de I’Acide Indole-3-Acétique (AlA)

La détermination de la capacité des 12 isolats d’actinobactéries testées a synthétiser
I’ATA a été effectuée dans le bouillon YT. La production d’AIA a été révélée par le réactif
de Salkowski. L’apparition d’une couleur rouge (Figure 21) indique la présence d’un

groupement indole dans le surnageant des cultures liquides.

Apparition de la
couleur rouge

Figure 21 : Révélation de I’acide indole 3-acétique.

La concentration de I’AIA dans le surnageant des cultures liquides d’actinobactéries
testées, est obtenu par extrapolation des densités optique dans une courbe d’étalonnage

(réalisée par différentes concentration de I’ AIA pur). Les résultats sont représentés dans le
tableau 06.
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Tableau 06. Production de I’acide indole-3-acétique (AIA) par les souches d’actinobactéries.

Réaction avec o
Densité Concentration d’AIA

Souches le réactif de optique (ngml)
Salkowski
Streptomyces sp. AP4 - 00 00
Streptomyces sp. AR2 - 0 0
Saccharothrix sp. MB15 + 1311 93,64
Nocardia sp. MB23 + 0.814 58.14
Streptomyces sp. PT2 - 0 0
Streptosporangium sp. SG10  * 0.794 56.71
Streptosporangium sp. SG20 + 0.161 11.50
Streptomyces sp. SN2 + 0.380 27.14
Streptomyces sp. SN6 - 0 0
Streptomyces sp. TL8 - 0 0
Streptomyces sp. ZL.2 + 0.427 30.50
Streptomyces sp. ZP1 + 0.376 26.86

(-) absence de la couleur rouge, (+) présence de la couleur rouge

Parmi les 12 souches d’actinobactéries étudiées 58% produisent I’AIA. Les
concentrations de ce dernier dans le surnageant des cultures liquides sont variables d’une
souche a une autre. La production maximale de I’AIA a été observée chez la souche
Saccharothrix sp. MB15 avec 93.64 pg.ml™. Les souches Nocardia sp. MB23 et
Streptosporangium sp. SG10 ont également produit des quantités notables d’AIA estimées
a 58.14 pg.ml™ et 56.71 pg.ml™, respectivement. Les valeurs les plus faibles ont été
obtenues par les souches Streptomyces sp. ZL2 et Streptomyces sp. ZP1 (de 30.50 pg.ml™a
26.86 pug.ml™).

Plusieurs travaux ont montré que les actinobactéries produisent I’AlA (Solans et al.,
20011 ; Goudjal et al., 2013). D’aprés Glick (2007), 1’ AIA produit par ces actinobactéries
augmente la longueur des racines, fournissant a la plante un meilleur accés aux nutriments
du sol. En outre, la production de I’AIA, augmente la quantité¢ des exsudats racinaires
sécretés par les racines ce qui donne plus de nutriments pour soutenir la croissance des

bactéries de la rhizosphére. Pour cette raison, les actinobactéries productrices d’AIA
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peuvent améliorer nettement la croissance des plantes en favorisant principalement un bon
enracinement et une bonne nutrition de la plante.

»  Chromatographie sur couche mince (CCM)

La vérification qualitative de la production de 1’AIA ainsi que leur mise en évidence par
CCM ont été réalisées chez les douze souches testées. Cette confirmation est effectuée sur
plague chromatographique observée sous lumiére UV a 254 nm. Les résultats présentés par
la Figure 22 nous permettent de remarquer que les souches SN2 et MB15 produisent de

I’AIA, elles possedent la méme distance de migration que 1’AIA pur.

Distance de migration des
surnageant des souches (SN2 et
MB15)

Distance de migration de
I’AIA pur

\
Distance de migration de
1I’AIB pur

AIB pur AIA pur SN2 MB15

Figure 22. Analyse Chromatographique sur couche mince de I’AIA pur et celui produit par les souches
d’actinobactéries SN2 et MB15.

111.2.1.2. Production de ’AG3

Les 12 souches d’actinobactéries ont été testées pour leur capacité a produire ’AG3

dans le bouillon ISP2. Les résultats sont présentés dans le tableau 07.
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Tableau 07. Production des gibbérellines (AG3) par les souches d’actinobactéries.

Souches Croissance Der-lSité Concenltration d’AG3
optique (ng.ml™)

Streptomyces sp. AP4 - 00 00
Streptomyces sp. AR2 + 0.52 260
Saccharothrix sp. MB15 + 0.85 425
Nocardia sp. MB23 + 0.41 205
Streptomyces sp. PT2 + 0.48 240
Streptosporangium sp. SG10 - 00 00
Streptosporangium sp. SG20 + 0.32 160
Streptomyces sp. SN2 + 0.21 105
Streptomyces sp. SN6 + 0.18 90
Streptomyces sp. TL8 + 0.63 315
Streptomyces sp. ZL2 + 0.17 85
Streptomyces sp. ZP1 - 00 00

Les résultats du tableau ci-dessus montrant que, parmi les 12 souches d’actinobactéries
étudiées, 75% produisent ’AG3. Les concentrations de cette hormone varient d’une
souche & une autre, avec une valeur maximale de 425 pg.ml™ observée chez la souche
Saccharothrix sp. MB15. Les souches Streptomyces sp. TL8 et Streptomyces sp. AR2 ont
également données des résultats remarquables, les concentrations d’AG3 ont été estimées a

315 pg.ml™ et 260 pg.ml™ respectivement.

Les phytohormones sont de petites molécules régulatrices de la croissance végétale
(Zahir et al., 1996). Les resultats montrent que la majorité des actinobactéries testées sont
capables de synthétiser I’AG3. Leurs concentrations varient d’une souche a une autre.
Globalement, les quantités produites d’AG3 sont remarquables, notamment pour les
souches Saccharothrix sp. MB15; Streptomyces sp. TL8 et Streptomyces sp. AR2;
Nocardia sp. MB23 et Streptosporangium sp. SG10. La synthése de 1’AG3 par des espéces
du genre Streptomyces et leur role dans la promotion de la croissance des plantules de blé
et d’autres plantes cultivées ont été rapportés par plusieurs études (Goudjal et al., 2013 ;

Zamoum et al., 2015).
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Les gibbérellines sont essentiellement impliquées dans la division cellulaire et
I’allongement a I’intérieur du méristéme sub-apical jouant ainsi un role essentiel dans la
germination des graines, la formation des entre-noeuds, la croissance du tube pollinique et
la floraison des plantes (Toumatia, 2015).

111.2.2. Libération de ’ammoniaque

Les souches d’actinobactéries ont été testées pour leur pouvoir de libérer I’ammoniaque.
La révélation de la libération de ’ammoniaque a été révélée par 1’addition du réactif de
Nessler aux surnageants des cultures. L'apparition d’une couleur jaune brunétre indique un
test positif (Figure 23).

D’aprés les résultats obtenus, nous enregistrons que 8 souches soit 66% du total sont

capables de liber I’ammoniaque dans I’eau peptonée. Les résultats sont représentés dans le

tableau 08.

Figure 23. Libération de ’lammoniaque indiquée par la couleur jaune brunatre.
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Tableau 08. Résultats des tests de libération de ’ammoniaque dans I’eau peptonée.

Souches Réaction avec le Densité | Quantité de ’ammoniaque
réactif de Nessler | optique | libérée (mg/ml)
Streptomyces sp. AP4 - 00 00
Streptomyces sp. AR2 - 00 00
Saccharothrix sp. MB15 + 0,263 33,7
Nocardia sp. MB23 - 00 00
Streptomyces sp. PT2 + 1,500 157.4
Streptosporangium sp. SG10 + 1,746 182
Streptosporangium sp. SG20 + 1,389 146.3
Streptomyces sp. SN2 + 1,174 124.8
Streptomyces sp. SN6 + 0,800 87.4
Streptomyces sp. TL8 + 0,581 65.5
Streptomyces sp. ZL2 + 0,943 101.7
Streptomyces sp. ZP1 - 00 00

(-) Pas de croissance; (+) Croissance moyenne ; (++) Croissance importante.

A l'issu de ces résultats, nous remarquons que la majorité des souches testés sont
capables de pousser dans 1’eau peptonée et de libérer I’ammoniaque, sauf les souches
Nocardia sp. MB23 et Streptomyces sp. AP4, AR2 et ZP1. La quantit¢ de I’ammoniaque

libérée varie d’une souche a une autre, elle est comprise entre 33,7 et 182 mg/ml.

L’ammoniaque joue un role important dans la nutrition de la plupart de plantes cultivées
(Gray et Smith, 2005). Plusieurs études ont montrées que les actinobactéries sont capables
de libérer I’ammoniaque, et soulévent des associations symbiotiques de bactéries fixatrices
de l'azote atmosphérique appartenant au genre Rhizobium, Frankia, et Azobacter (Tilak et
al., 2005 ; Benmati et al., 2012).

D’aprés nos résultats, les souches d’actinobactéries testées sont capables de libérer
I’ammoniaque dans le milieu de culture liquide. Taibaoui et Hamadouche (2016) ont
trouvé des résultats semblables. Toumatia et al. (2014), ont également remarques que de
nombreuses especes appartenant au genre Streptomyces telle que ’espéce Streptomyces

caeruleatus ont un réle trés important dans la libération de I’ammoniaque a partir de la
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matiére organique dans le sol. Ce processus peut contribuer efficacement dans la

biofertilisation et la promotion de la croissance des plantes cultivées.

111.2.3. Solubilisation des phosphates inorganiques

Les douze souches d’actinobactéries ont été testées pour leur capacité a solubiliser les
trois formes de phosphates inorganiques (Caz(PQO,),, Fe(PO,), et Al(PO,),) sur le milieu
Pikovskaya. Les résultats sont mentionnés dans le tableau 09.

Tableau 09. Résultats de la solubilisation des trois sources de phosphates inorganiques par les souches

d’actinobactéries.

Souches Caz(POq). Fe(POs); Al (POy);
Croissance Croissance  Croissance
Streptomyces sp. AP4 ++ - + 3 -
Streptomyces sp. AR2 ++ ++ A +++ -
Saccharothrix sp. MB15 +F - +
Nocardia sp. MB23 + - -
Streptomyces sp. PT2 +++4+ + -
Streptosporangium sp. SG10  +* +t +
Streptosporangium sp. SG20 ++ - ++
Streptomyces sp. SN2 +++ + +
Streptomyces sp. SN6 +++ ++ +
Streptomyces sp. TL8 +++ + ++
Streptomyces sp. ZL.2 + - ++
Streptomyces sp. ZP1 + - -

(-) Pas de croissance; (x) Tres faible croissance; (+) Croissance modérée; (++) Croissance moyenne; (+++)
Croissance forte avec disparition de I’opacité du milieu; (++++) Trés bonne croissance avec disparition de
P’opacité du milieu.

L’analyse des résultats du tableau 09 montre que les 12 souches d’actinobactéries sont
capables de se développer sur le milieu solide PVK contenant le Cas(PO,4), comme source
de phosphate inorganique. Les souches Streptomyces sp. SN2 ; Streptomyces sp. SN6 ;
Streptomyces sp. TL8 ont une bonne croissance sur le milieu Pikovskaya et une bonne
solubilisation du complexe Ca3(PQO,),. Cette croissance est caractérisée par le développant

d’un auréole claire autour des colonies. Par ailleurs, une croissance moyenne a tres faible,
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chez les mémes souches, a été observée dans le milieu contenant le phosphate d’aluminium
et le phosphate ferrique.

Le phosphore joue un rdle essentiel dans le transfert de 1’énergie nécessaire a la
croissance et a l’amélioration de la productivit¢ des plantes. C’est un ¢élément

indispensable et irremplagable pour les besoins vitaux des plantes (Selami, 2015).

Plusieurs travaux ont montré le role des especes d’actinobactéries dans la solubilisation
des sels de phosphate insolubles en orthophosphate assimilable par les plantes (Hamdali ez
al., 2008 ; Xiao et al., 2008). En outre, une large gamme d’espéces du genre Streptomyces
a été rapportée pour leur faculté¢ d’améliorer 1’absorption racinaire du phosphate et dans la

promotion de la croissance des plantes (Franco-Correa et al., 2010).

111.3. Formulation des biofongicides a partir des spores de Streptomyces sp. SN2 et
de Saccharothrix sp. MB15

Les souches Streptomyces sp. SN2 et Saccharothrix sp. MB15 ont été choisi parmi les
autres actinobactéries pour effectuer des essais d’inclusion de spores dans des billes

d’alginate de sodium et en poudre de talc. Le choix de ces deux souches était basé sur :

»  Leur activité antifongique remarquée vis-a-vis de nombreux champignons
phytopathogenes. Ces résultats ont été rapportés par des travaux réalisés auparavant dans le
cadre de projet de fin d'étude effectué par Renane (2014), Hamadouche (2016), Taibaoui
(2016), Allaoui (2017) et Aouissi (2017).

»  Leurs potentiels de biocontrdle in vitro de Fusarium graminearum (Allaoui, 2017).

»  En outre, le choix de ces deux souches est basé sur nos résultats positifs observés

par I'étude in vitro des mécanismes de biocontrole et d’effet PGPB.

Les spores des deux souches choisies Streptomyces sp. SN2 et Saccharothrix sp. MB15
ont été formulés en billes d’alginate de sodium (Figure 24 a) et en poudre de talc (Figure
24 b).
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Figure 24. Photographies montrant les billes d’alginate de Sodium (a) et la poudre de talc (b)
(Originale, 2018).

La formulation de spores des isolats SN2 et MB15 a permet d’obtenir des biofongicides
homogénes. De nombreux travaux ont montrés que la meilleure forme d'inclusion des
spores de Streptomyces sp. se fait par l'alginate de sodium (Prosser et Tough, 1991) et en
poudre de talc (Zamoum et al., 2017). Ces formes d'inclusion donnent une viabilité étalée
et une résistance meilleure aux conditions de conservation des spores. De plus, les spores
inclues sont caractérisées par une efficacité de biocontr6le des agents phytopathogenes

dans des conditions expérimentales variables (Woodward, 1985).

111.4. Efficacité de biofongicides formulés

111.4.1. Efficacité de biocontrdle in vivo

Les biofongicides formulés ont éteé testé, dans des conditions de culture in vivo, pour le
biocontrdle de la pourriture racinaire du blé dur causée par Fusarium graminearum et pour
la promotion de la croissance des plantules. Les paramétres mesurés sont ’incidence de la
pourriture racinaire sur les plantules de blé, la longueur racinaire et des tiges, le poids frais
et sec des plantules. Aprés 6 semaines de culture, des symptdmes de la pourriture racinaire

ont été observés (Figure 25).
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Figure 25. Pourriture racinaire observés sur les plantules de blé apres 6 semaines de culture.

La figure 26 représente I’incidence de la maladie sur les plantules de blé selon le

traitement appliqué.
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Figure 26. Incidence de la pourriture racinaire causée par Fusarium graminearum observée aprés 6
semaines de culture in vivo. Les barres d’erreur représentent ’erreur standard a la moyenne de 5 répétitions.
Les histogrammes avec la méme lettre ne sont pas significativement différents selon le test de Newman-
Keuls & P = 0,05.

A la lumiére des histogrammes donnés par la Figure 26, nous remarquons clairement
que le Dividend® et les biofongicides formulés en poudre de talc, & base des souches
Streptomyces sp. SN2, et Saccharothrix sp. MB15, ont diminué significativement (P < 0,05)
I’incidence de la pourriture racinaire causée par F. graminearum dans le sol stérilisé et non
stérilisé. Cependant, aucune différence significative (P < 0.05) n’a été remarquée entre

I’ensemble des résultats obtenus en sol stérilisé et en sol non stérilisé.
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La comparaison des résultats montre une forte incidence de la maladie sur le témoin
positif cultivé dans le sol stérilisé non stérilisé et infecté par les spores de F. graminearum.
Le biofongicide formulé en poudre mouillable a base de la souche Streptomyces sp. SN2 a
donné la meilleure protection des plantules de blé, cultivées en sol stérilisé (19,7 %) et en
sol non stérilisé (18,2 %), suivi par le Dividend® avec 19 %, et puis le biofongicide
formulé en poudre mouillable a base de la souche Saccharothrix sp. MB15 (21, 7 % en sol
stérilisé et 19,9 % en sol non stérilisé). Les biofongicides formulés en billes d’alginate de
sodium a base des souches sélectionnées ont donné un taux de protection faible par rapport
aux biofongicides en poudre mouillable, au Dividend® et au Sérénade®.

Plusieurs auteurs ont rapportés que des essais de biocontrle in vivo ont donné des
résultats satisfaisants en utilisant des Streptomyces contre quelques pathogénes d'origine
tellurique tel que Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. oxysporum, F. oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici, Pythium debaryanum, Phomopsis sclerotiodes, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclertiorum,(Tahvonen et Avikainen, 1987 ; Mohammadi et Lahdenpera, 1992 ;
Hibar et al., 2007, Yekkour et al., 2012 ; Goudjal et al., 2014, Toumaia et al., 2014,
Zamoum et al., 2015).

L’essai de biocontrdle in vivo montre que le biofongicide en poudre de talc a base de
spores de I’isolat SN2 a réduit significativement 1’incidence de la maladie en comparaison
avec ceux formulés en poudre de talc a base de spores de 1’isolat MBI15 et en billes
d’alginate de sodium a baes de spores de deux souches, Dividend® et le Sérénade®
commercialisé. Nos résultats sont en accord avec les résultats de Zamoum et al. (2017) qui
ont rapporté que les graines de tomate bactérisées par la poudre de talc a base de
Streptomyces sp. ZL2, montre une grande efficacité dans la suppression de Rhizoctonia
solani, agent causal de la fonte des semis de la tomate. Cette efficacité peut étre expliquée
selon Bencheikh et al. (2010), par la diffusion rapide des spores des Streptomyces sp. dans

les espaces rhizosphériques.

Les biofongicides formulés en billes d’alginate de sodium ont présenté une efficacité
faible par rapport a ceux formulés en poudre de talc mais plus importante que le
Sérénade®. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Zamoum et al., (2015).
Cependant, Hamadouche (2016) et Taibaoui (2016), ont également trouvés que les

biofongicides formulés en billes d’alginate de Sodium a base des Streptomyces spp.
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montrent une grande performance dans la suppression de Rhizoctonia solani et de

Fusarium oxysporum f.sp radicis-lycopercisi.
111.4.2. Effet PGPB des biofongicides formulés

Les biofongicide formulés ont été étudiées pour leur effet sur les parametres de
croissance des plantules de blé, par la mesure de la longueur des racines et des tiges, du
poids frais et du poids sec des plantules saines cultivées en sol stérilisé et en sol non
stérilisé. L’évaluation de ces paramétres a pour objectif de sélectionner le biofongicide
ayant un effet stimulateur de la croissance des plantules de blé. Les résultats sont présentés

par la Figure 27.
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Figure 27. Effet des biofongicides formulés a base de spores de Streptomyces spp. SN2 et Saccharothrix sp.
MBJ15 sur la promotion de la longueur racinaire (A), la longueur des tiges (B), le poids frais (C) et le poids
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sec (D) des plantules de blé cultivées en sol stérilisé (histogrammes bleu) ou en sol non stérilisé

(histogrammes rouge). Les barres d’erreurs représentent I’erreur standard a la moyenne de cinq répétitions.

La Figure 26 montre la variabilité de I’effet des traitements sur la longueur racinaire, la

longueur des tiges, le poids frais et le poids sec des plantules de blé.

Nous constatons que les biofongicides formulés en poudre mouillable et en billes
d’alginate de sodium a base de spores des souches SN2 et MB15 ont pu améliorer les
parameétres de croissance des plantules de blé et ont donné des valeurs supérieures a celles

données par le témoin négatif (Figure 28), le Sérénade® et le Dividend®.

(A) Témoin (B) MBI5 (Billes )
négatif *algi i ‘ (©) MB15
- d’alginate de Sodium) (Poudre de talc)
.
)

-

Figure 28. Promotion de la croissance des plantules de blé par le biofongicide en poudre de talc et en billes

d’alginate de Sodium a base de spores de la souche MB15 (B, C) en comparaison avec le témoin négatif (A).

Le bactérisation des graines de blé dur par les biofongicides formulés a base des
souches d’actinobactéries choisis sur la base de leur effet PGPB a été montré par les
travaux de Goudjal et al. (2013, 2014) et de Zamoum et al. (2015). Cependant, I’efficacité
de ces souches dans la promotion de croissance des plantules est due probablement a la
sécrétion de substances spécifiques, généralement des métabolites secondaires (Brader et
al., 2014).
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Les biofongicides formulés a base de spores des isolats Streptomyces sp. SN2 et
Saccharothrix so. MB15 en billes d’alginate de sodium montrent un effet PGPB faible par
rapport a ceux formulés en poudre de talc qui ont amelioré les parametres de croissance
des plantules de blé a savoir la longueur des tiges, la longueur racinaire, le poids frais et le
poids sec. Ces résultats sont semblables a ceux trouvés par Zamoum et al. (2017) qui ont
montré que les isolats de Streptomyces spp. utilisés pour la préparation d’une poudre de
talc pour le biocontréle de Fusarium oxysporum fsp. radisici-lycopersici, agent causal de la
pourriture racinaire et du collet de la tomate, stimule la croissance des plantules par

I’amélioration de leur taille et de leur poids en plus de son effet de biocontréle.

D’apres Bencheikh et Setti (2010), ’efficacité des biofongicides en poudre de talc peut
étre expliquée par la diffusion rapide des spores des Streptomyces dans les espaces
rhizosphériques. De plus, la taille des propagules de la poudre de talc est trés appropriée

pour une utilisation comme amendement pendant le travail du sol.

61



- CONCLUSION



Conclusion

CONCLUSION

Les pourritures racinaires sont parmi les maladies les plus importantes qui attaquent
le blé dur en Algérie. Elles sont causées par plusieurs especes du genre Fusarium. En
plus de la perte du rendement engendrée, les qualités sanitaires et technologiques des

graines sont fortement déprécies.

L’objectif de notre travail est d’utiliser 12 souches d’actinobactéries endophytes et
rhizosphériques dans le biocontrdle de Fusarium graminearum, agent causal de la

pourriture racinaire de blé dur, et d’étudier également leur effet PGPB sur les plantules.

La majorité des souches testées sont capables de produire des protéases. A
I’exception des souches MB15, SG10, SG20 et ZL2. Les souches SN2, PT2 et ZP1

présentent la meilleure production de cellulases.

Le test de production des sidérophores montre que les souches AP6, SG10, SN2, et
SN6 sont capables de produire des sidérophores. A 1’exception de SG10 et SG20, toutes

les souches testées sont capable de croitre sur le milieu AIM sans fer.

Les souches AR2, MB15, MB23, PT2, SG20, SN2, TL8, et ZL2 sont capables de
produire I’HCN. La production de se composé, est parmi les mécanismes les plus

efficaces dans le biocontrdle des champignons phytopathogénes.

Les 12 souches d’actinobactérie testées présentent une activité d antagonisme in vitro
plus ou moins importante, vis a vis des trois champignons phytopathogenes testées
(Fusarium graminearum, F. culmorum et Bipolaris sorokiniana). Les souches MB15,

SG20 et SN2 présentent une zone d’inhibition plus importante contre F. graminearum.

Les souches MB15, MB23, SG10, SG20, SN2, ZL2 et ZP1 produisent I’AIA avec
des quantités différentes. Le maximum de production a été enregistré par la souche
MB15 avec une concentration de 93,64 ug.ml. Ce résultat a été confirmé par une

chromatographie en couche mince.

Le test de production de ’AG3 montre que les souches AR2, MB15, MB23, PT2,
SG20, SN2, SN6, TL8 et ZL2 produisent I’AG3. Les souches MB15 et TL8 synthétisent
par des quantités plus importantes avec des concentrations de 425 pg.ml™ et 315 pg.ml™

respectivement.
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Les souches MB15, PT2, SG10, SG20, SN2, SN6, TL8 et ZL2 sont capables de
pousser dans I’eau peptonée et de libérer I’ammoniaque. La quantité de I’ammoniaque
libérée varie d’une souche a une autre. La souche SG10 présente la quantité la plus

importante.

Le test de solubilisation des phosphates inorganiques montre que tous les souches
poussent sure le milieu PVK additionné de Caz(PO,),. La croissance de ces souches est

réduite en présence d’Al (Poy), et encore plus faible en présence du Fe(Poy),.

Les résultats du poids frais et du poids sec des plantules de blé ont montre que
I’enrobage des semences de blé dur, par les spores des souches SN2 et MB15, a
amélioré nettement le poids frais et sec des plantules, comparativement aux témoins

positif et négatif, et aux plantules traitées par le Sérénade® et le Dividend®.

Les résultats obtenus par notre travail ouvrent de nouvelles perspectives pour
I’utilisation des actinobactéries dans le future pour lutter contre des espéces
phytopathogénes telluriques. 1l serait également trés intéressant d’évaluer 1’efficacité de
la combinaison de deux souches Streptomyces sp. SN2, Saccharothrix sp. MB15 contre
des agents phytopathogenes et d’étudier les parameétres de conservation et de viabilité

des biofongicides formulé aprés 6 mois et 12 mois de conservation.
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Résumé : L’objectif de ce travail est d’étudier le potentiel de biocontrdle et I’effet PGPB des isolats d’actinobactéries
endophytiques et rhizosphériques. Les souches les plus performantes ont été formulées en poudre de talc et en billes
d’alginate de sodium, puis testées, en conditions de culture in vivo, pour leur efficacité de biocontréle contre Fusarium
graminearum et dans la promotion de la croissance de plantules de blé, en comparaison avec un fongicide chimique
systémique (Dividend®) et un biofongicide (Sérénade®).

Au total, 12 isolats d'actinobactéries endophytes et  rhizosphériques du genre Streptomyces Saccharothrix,
Streptosporangium et Nocardia sont testés. Les principaux mécanismes de biocontréle et de 1’effet PGPB ont été évalués. La
majorité de ces isolats sont capables de produire des enzymes lytiques, des sidérophores, de I’HCN, des phytohormones, et de
solubiliser les phosphates inorganiques. Les résultats montrent que les deux isolats SN2 et MB15 présentent un effet PGPB et
une activité antagoniste importante.

La formulation de biofongicides a montré que le biofongicide en poudre de talc a base des spores de I’isolat SN2 a
présenté le meilleur effet protecteur contre 1’agent phytopathogéne par la diminution de I’incidence de la pourriture racinaire,
et le meilleur effet PGPB par ’amélioration des parametres de croissance des plantules du blé dur.

Les résultats de ce travail montrent que les isolats SN2 et MB15 ont une efficacité de biocontrole et de 1’effet PGPB ce
qui permet de suggérer leur utilisation en lutte biologique.

Mots clé : Actinobactéries, biocontrdle, PGPB, Fusarium graminearum, pourriture racinaire, blé dur, bioformulations.

Memory title: Biocontrol of Fusarium graminearum by entophytic actinobacterial strains.
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Abstract: The aim of this work is to study the biocontrdle potential and the PGPB effect of entophytic and rhizophyric
actinobacterial isolates. The best performing strains were formulated as talcum powder and sodium alginate beads, and then
tested under in vivo culture conditions for their biocontrdle efficacy against Fusarium graminearum and in promoting the
growth of wheat seedlings, compared to a systemic chemical fungicide (Dividend®) and a biofongicide (Serenade®).

A total of 12 entophytic and rhizophyric actinobacterial isolates of the genus Streptomyces, Saccharothrix,
Streptosporangium and Nocardia were tested. The main biocontrdle mechanisms and the effect were evaluated. The majority
of these isolates produces lytic enzymes, sidérophores, HCN, phytohormones and solubilizes inorganic phosphates. The
results show that the tow isolates SN2 and MB15 show a PGPB effect and a significant antagonistic activity.

The biofungicide formulation showed that spore based talcum biofongicide SN2 had the best protective effect against
phyopathogenic agent by decreasing the root rot incidence; it had also the best PGPB effect by improving growth parameters
of durum wheat seedlings.

The results of this work show that the SN2 and MB15 isolates have a biocontrdle efficacy and the PGPB effect which
makes it possible to suggest their use in biological control.

Key words: Actinobacteria, biocontrdle, PGPB, Fusarium graminearum, root rot, durum wheat, bioformulations.
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