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Titre :

Essai d’efficacité de biopesticides contre quelques
ravageurs de plantes

Résumeé :

La présente étude a pour objectif de proposer des solutions alternatives
basées sur l'utilisation des produits naturels a base des bactéries ,afin de lutter
contre le puceron noir de la feve. Nous avons formulé des spores de la souche
Streptomyces DN19 a base de talc et tester ce produit sur le puceron noir de

la féve Vicia fabae.

Aprés avoir étudié les effets de la souche Streptomyces DN19 sur les
pucerons, les résultats obtenus indiquent que l'actinobactérie provoque une
décomposition partielle et parfois totale de I'insecte par rapport au témoin qui

n'a pas changé.

La présente étude montre que la formulation des spores de la souche
Streptomyces DN19 a base de talc testé renferme un potentiel bioinsecticide
utile pour promouvoir des méthodes alternatives a I’emploi des insecticides

chimiques.

Mots clés : Bioinsecticide, Puceron noir, Vicia fabae, Streptomyces



Title:

Efficacy testing of biopesticides against some plant pests

Abstract:

The present study aims to propose alternative solutions based on the use of natural
products based on bacteria "bioinsecticide” to fight against the black bean aphid. We
formulated spores of the Streptomyces DN19 talc-based strain and tested this product on
the black aphid of the Vicia fabae bean.

After studying the effects of the strain Streptomyces DN19 on aphids, theresults obtained
indicate that actinobacteria causes partial and sometimes total decomposition of the insect

compared to the control that did not change.

The present study shows that the formulation of spores of the talc-based strain Streptomyces
DN19 contains a useful bioinsecticide potential to promote alternative methods to the use of
chemical insecticides.

Keywords: Bioinsecticide. Black aphid, Vicia fabae, Streptomyce
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Introduction

Les Iégumineuses font partie de 1I’alimentation traditionnelle locale et constituent une source
principale de protéines dans les pays en voie de développement. Elle présente une grande
importance alimentaire, économique et agronomique. Parmi ces légumineuses figurent les

haricotes, les pois chiches, les feves et les lentilles (Meradsi, 2009).

En Algérie, la culture des légumineuses fait partie des systéemes agraires depuis trés
longtemps. Parmi lesquels la féve occupe la premiere place en raison de sa valeur nutritionnelle
¢levée et son role important dans 1’économie nationale et la production agricole (Aouar-Sadli
et al. 2008). Elle est principalement cultivée dans les plaines et les régions sub littorales en
occupant 50% de la superficie ce qui équivalent a 58000 hectares. Cette superficie est répartie
entre Tlemcen, Chlef, Skikda, Ain Témouchent et Biskra avec un rendement total de 254000
tonnes (Meradsi, 2009).

Malgré la stimulation et les encouragements accompagnant la culture de la feve, cette
derniére est sujette a de nombreuses attaques abiotiques comme le froid hivernal, les gelées
printanicres, la chaleur, la salinité...etc. et biotiques tel que les maladies fongiques, les plantes
parasites et les insectes ravageurs qui influencent négativement sur les récoltes (Maatougui,
1996).

Les insectes présentent 1’un des ravageurs fréquents de culture de feve. Parmi ceux, nous
citons le puceron noir Aphis fabae. Il forme des colonies noir mat disposées en manchon le
long des tiges et principalement aux extrémités et provoque I’enroulement, le desséchementet

la chute des feuilles (Hamadache, 2003).

Pour lutter contre ces ravageurs, plusieurs méthodes de lutte ont été utilisées. Ces derniéres
sont essentiellement chimiques par I’application des pesticides. Cependant [I’utilisation
fréquente de ces pesticides pendant de longues périodes provoque plusieurs problemes en
affectant les organismes et la microflore de sol (Gerhardson, 2002). Ces produits présentent
également une toxicité élevée associée a des risques sur la santé humaine) Copplestone,
1980) .

C’est pourquoi, la lutte biologique est adoptée comme approche prometteuse pour le controle
des agents pathogénes par différents organismes vivants y compris les microorganismes
(Jenvrin et al, 2020). Parmi ces derniers, les actinomycétes peuvent maintenir 1’équilibre
biotique par des activités antagonistes contre un large éventail d’agent phytopathogenes
(Javedet al, 2020).



Introduction

Les actinobactéries de genre Streptomyces présentent un pouvoir de lutte biologique en
raison de leurs capacités prépondérantes a produire divers métabolites secondaires ayant de
nouvellesstructures et des activités biologiques intéressantes y compris 1’activité antifongique
et insecticide (Yang et al ,2019 ).

De ce fait les formulations a base d'actinobactéries bénéfiques constituent une alternative
prometteuse aux produits agrochimiques toxiques.
L’objectif principal de ce travail est de tester I’effet d’une formulation a base

d’actinobactérie Streptomyces DN19 contre les pucerons noirs de féeve
Ce travail regroupe deux grandes parties :

e Une étude bibliographique composée de trois chapitres, le premier a consacré aux
généralités sur la culture de la feve, le deuxiéme chapitre synthétise une connaissance
sur le puceron noir de la feve « Aphis fabae » et le dernier chapitre sur les
actinobactéries

e Une étude expérimentale présente le mateériel et les méthodes utilisées pour la

réalisation de ce travail ainsi que les résultats et discussions.



Chapitre I
La Feve : Vicia fabae



ChapitreI La Féve : Vicia fabae

I.1. Origine:

La feve Vicia fabae est une plante cultivée depuis le néolithique. Elle est originaire de la
région méditerranéenne du Moyen-Orient au cours de la période néolithique (Mathon ,1985).
La plante est I'un des plus anciens Iégumes cultivé les feves, les pois et les lentilles sont les
especes les plus anciennes qui sont introduits dans I'agriculture il y a 10 000 ans (Peron
2006).

De son lieu d'origine, la féve s'est répandu en Europe le long du Nil en Ethiopie, de la
Mésopotamie & I'Inde, I'Afghanistan, I'Ethiopie suite au centre de propagation secondaire
(Cubero., 1974).

1.2. Description botanique :
La féve est une plante diploide (2n = 12 chromosomes) et partiellement allogénique. (Wang

et al, 2012). Elle se compose d’appareil végétatif et reproducteur. L'appareil végétatif

comprend les racines, les tiges et les feuilles. Et son appareil reproducteur il est formé par les

fleurs qui sont a I’origine des fruits et des graines.

1.2.1. Les racines:
Le systeme racinaire de Vicia fabae L. est constitué de racines pivotantes primaires et
secondaires avec des nodules contenant des bactéries immobilisées responsables de la fixation

de I’azote (ex : Rhizobium leguminosarum) (Duc ,1997) fig 1( A) .

1.2.2. Latige:
La tige est simple, dressée, creuse, carrée en section transversale entre 0,80 et 1,20 m
(Chaux et Foury, 1994). La poignée est incluse avec une ou plusieurs branches a sa base.

Ellea souvent une croissance indéterminée. (Duc, 1997) fig 1(B).

1.2.3. Les feuilles :
Les feuille sont alternes, composées pennees et constituées de 2 a 4 paires de folioles. Elles
ont une forme ovale sans vrilles avec une couleur vert bleuatre ou grisatre. Les stipules sont

clairement visibles dans la forme crantée (Chaux et Foury, 1994). fig1(C).



ChapitreI La Feve : Vicia fabae

Figure 01 :I ’appareil végétatif de la feve
(A) : Lesracines ; (B) : latige; (C) : Les feuilles

1.2.4. Les fleurs :

Les fleurs sont de type papillon, de 2 & 3 cm de long, blanches, brunes ou violet avec
des taches noires ou brunes sur chaque aile (Duc, 1997). L'inflorescence est constituée de
grappes axillaires de 1 a 6 fleurs. Une fleur est constituée de : corolle blanche a 5 sépales et 5
pétales (caréne, aile, étendard), 10 étamines sont fusionnées et séparées. L'ovaire se situe dans
la partie supérieure et contient 2 & 4 ovules fusionnés. La floraison débute en moyenne au niveau

du 7°™ neeud et se poursuit aux 20 neeuds suivants.

Les abeilles butinant sur les féves assurent la pollinisation croisée et améliorent le

rendement des plantes par rapport a I'autopollinisation (Benachour et al, 2007) fig 2(A).

1.2.5. Les fruits :

Les fruits sont des gousses charnues, renflé au niveau des graines de 10 a 20 cm de long
selon les variétés. 1l existe des cultivars, contenant un nombre variable de graines (4-9). Quand
elles sont jeunes, les gousses possedent une couleur verte et s'assombrissent a mesure qu'elles
marissent (Brink et Belay ,2006 )fig 2(B).

1.2.6. Les graines :

Les graines sont charnues et vert pale lorsqu'elles sont immatures. A pleine maturité, la

coquilleépaisse et coriace est brune rougeatre a blanc verdatre. Elles prennent une forme plate

avec uncontour presque circulaire ou en forme de rein (Chaux et Foury, 1994).
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Les graines ont un phylum transparent ou noir, parfois entouré de taches brun. (Duc,
1997). La germination des graines peut étre altérée. Cela prend 6 a 10 ans, voire plus, et les
graines germent sous terre. Les cotylédons restent dans le sol et c'est I'épicotyle qui émerge du
sol( Chaux et Foury ,1994) fig 2(c)

Figure 02 : L’appareil reproducteur de la féve
(A) : Lesfleurs ; (B) : Les fruits; (C): Lesgrains
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1.3. Cycle de développement :

La féve est une plante annuelle accomplissant son cycle en 24 a 28 semaines (Launonier,
1979). Son cycle complet de la graine a la graine est environ 5 mois (Chaux et Foury, 1994).
Selon planquaert et girard (1987) la plante a une période vegétative courte qui passe par 6

stades avant d’atteindre le stade maturation (Fig.3) :

1) Stade de levée : correspond a la sortie de la premiere paire de feuilles.
2) Stade deux feuilles : apparition de deux paires de folioles.
3) Début de floraison : ce stade correspond a I’apparition des bouquets floraux.
4) Stade de pleine floraison : c’est le début de la formation des gousses.
5) Maturité : ¢’est le grossissement des gousses.
6) Larécolte : c’est la récolte des gousses séches.

Selon Saada et Osmani (2003), la floraison s’étale sur une longue période, elle se
termine lorsqu’on compte déja a base des plantes plusieurs étages portant des gousses.

En Algérie, les semis ont lieu a 1’automne de novembre, mais la levée se fait en
décembre. Ensuite, le processus de floraison commence au mois de février et mars. Puis la
gousse se forme a la fin de mars et au début d’avril. La maturité de la plante est en mai,

puis nous la récoltons au début de 1’été, en particulier juin.

s Pleine floraison Fin floraison
. 2 4-5 Début 2
Levée [ o o e 2 7 Fleurs+gousses (grossissement maturité
e feuilles floraison
ptates des gousses)

Figure 03 : Stades phénologiques de la feve (Simonneau et al, 2012).
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1.4. Classification :

Selon Reta Sanchez et al. 2008, la féve est classée botaniquement comme suit :

o Embranchement : Spermaphyte.

o Sous embranchement : Angiosperme.

o Classe : Dicotylédone.

o Sous — classe : Dialypétale

o Ordre : Rosale.

o Famille : fabacée es (Iégumineuse).
o Sous famille : Papilionacés.

o Genre : Vicia.

o Espece : Vicia fabae .L.

1.5. Exigences de la culture de feve :

1.5.1. Exigences hydro-pédologiques :

La feve est une culture de climat frais qui peut étre cultivée au niveau de la mer jusqu'a 3700 m

daltitude. (Lin, 2012). Les facteurs qui affectent son développement sont :

1.5.1.1. Sol :

La féeve préfere un sol bien drainé avec un pH neutre (6,5-7,5) et une fertilité modérée
(Brink et Belay 2006). Elle est peu exigeante au niveau du sol et elle est cultivée avec succes
dans des sols argilo-sableux riches en humus (Péron 2006). Cette plante s'adapte a une variété
de sols mais craint les sols légers (risque de sécheresse) et I'exces de bore, elle pousse mieux

sur des sols a texture plus lourde (Jensen et al, 2010),

La feve a un enracinement puissant lui permettant d’exploiter les réserves minerales sur
un important volume de terre, ce qui reduit ses exigences quant a la richesse minérale du sol.
Cependant, les apports phospho-potassiques moderés se reépercutent favorablement sur les
rendements, les quantités généralement préconisées sont de 1’ordre de 50 a 100 unités de

P205 et 75 a 150 unités de K20 (Chaux et Foury. 1994).
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Les graines different dans leur germination sous différents pH, la plupart des graines
germent dans une large gamme de pH de 5 a 8. La croissance des plantes est affectée si le pH

descend en dessous de 3 (Jensen et al ,2010),

1.5.1.2. Eau:

La plante est trés exigeante en humidité du sol surtout pendant les périodes initiales de
son développement. Les phases de floraison et de développement des gousses présentent une

sensibilite élevée vis-a-vis d’un stress hydrique (Chaux et Foury, 1994) .

1.5.2. Exigences climatiques :
1.5.2.1. Température :

Pour la culture des feves la température optimale est autour de 13°c (Brink et Belay
2006). Les températures supérieures a 23°C sont néfastes pour la feve, elles provoquent la chute
prématurée des fleurs, stimulent le développement de maladies virales et fongiques et rend la
plante susceptible a I’attaque des insectes ravageurs. Par contre, cette culture peut résister a des

températures moins de 4°C(Gade ; 1994)

Dans les régions méditerranéennes certains cultivars sont plus rustiques au froid. ils
peuvent tolérer des températures hivernales de — 10°C alors qu’en Europe, ils peuvent supporter
jusqu’a—15°C (Jensen et al, 2010).

1.5.2.2. Lumieére :

La féeve se comporte comme une plante de jour long qui se traduit par une exigence

importante en luminosité (Laumonier 1979 )

1.6. Importance de la féve :

L'utilité de la feve dans l'alimentation humaine et animale comme source de
protéines ainsi que leur effet bénéfique sur la fertilité des sols sont largement reconnues ;
I'utilisation de la feve est principalement orientée vers la consommation humaine en gousses
fraiche a grande proportion et sous forme de graines secs ou au stade pateux a faible proportion
(Maatougui, 1997). La féverole, en revanche, lorsqu'elle est disponible, est strictement utilisée

pour l'alimentation du bétail en graines concassées destinées aux bovins surtout pour
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I'engraissement. La feve peut étre aussi utilisée en engrais vert dans les vergers (Maatougui,
1997).

1.6.1. Intérét agronomiques :

L’espéce Vicia fabae comme toutes les légumineuses alimentaires, contribue a
I’enrichissement du sol en éléments fertilisants, dont 1’incidence est positive sur les
performances des cultures qui les suivent, notamment le blé (Jensen et al. 2010) rapportent
que la féve améliore la teneur du sol en azote avec un apport annuel de 200 kilogrammes de
N/ha.

Selon Al-Ghamdi et Al-Tahir (2001) et elle améliore aussi sastructure par son systéeme
racinaire puissant et dense avec des nodosités. Les residus des récoltesenrichissent le sol en

matiére organique.

1.6.2. Intérét economique :

La culture de la feve et la feverole en Algérie n'ont pas encore bénéficiées de toute I'attention
nécessaire devant assurer leur développement et continuent d'étre marginalisées a tel point que
des régressions importantes en superficies ont été enregistrées depuis 1987. D'autre part, la
productivite et la production (faible) n'ont pas connu d'amélioration ce qui a engendré le recours
aux importations pour satisfaire la consommation qui elle a nettement augmentée (Maatougui,
1997). rapporte qu’elle est cultivée sur I’ensemble des zones agro écologiquesd’Algérie : les
plaines cotieres, les plaines intérieures, les Hauts Plateaux et au niveau de la région de Biskra.

Le tableau (01) suivant montre la superficie et la production de la feve en Algérie durant la
période allant de 2006 a 2016.
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Tableau 01 : Evaluation de la superficie et production de la feve en Algérie (FAO,

2016)

Campagne Superficies(ha) Production(gx) Rendement
2006-2007 31284 279735 8,9
2007-2008 30688 235210 7,7
2008-2009 32278 364949 11,3
2009-2010 34210 366250 10,7
2010-2011 37090 379820 10,2
2011-2012 36835 405070 11
2012-2013 37668 423860 11,2
2013-2014 37499 413889 11
2014-2015 39977 448070 11,2
2015-2016 35147 375980 10,7

Moyenne 35267,6 369283,3 10,39
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1.7. Les maladies de la féve :

1.7.1. Les maladies fongiques :

Le Tableau (02) résume les principales maladies fongiques pouvant entrainer des dégats etperte
de rendement (Abouzeid et al., 1983)

Tableau (02) : les principales maladies fongiques de la féve

Maladies Agent Symptoémes
pathogenes
Taches Botrytis fabae | Taches de couleur chocolat sur les feuilles, tiges et
chocolat Botrytis cinerea | rarement sur les semences. (Touahria, 1994).
Anthracnose | Ascochyta Lésions circulaires sur feuilles, tiges, gousses et graines
fabae (Touahria, 1994).
Rouille Uromyces En cas de forte attaque, le plant devient chétif. Les
fabae fleurs et les gousses avortent.( Touahria, 1994).
Mildiou Peronospora Jaunissement des plantes. Déformations des tiges et des
viciae pétioles.
Apparition d'un feutrage blanchatre sur la face inférieure
de la feuille (Tivoli et al,1986).
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1.7.2. Les insects ravageurs :
1.7.2.1. Les nématodes des tiges :

Les cultures de la féve et de féverole sont infestées par les nématodes de Ditylenchus dispsaci
communément appelés nématodes des tiges. En algérie, elles constituent un probléme sérieux
elles provoguent un gonflement et une déformation de la tige avec décoloration de diverses
parties de la plante. ( Andalousi, 2001). Les plantes sont également rabougries (arrét de la

croissance terminale), tordues et grasses. (Arvalis et Université, 2012).

1.7.2.2. Sitone du pois (Sitona lineatus) :
Il s’agit d’un charangon brun rougeatre de 3,5 a 5 mm de long. . Les larves de cet insecte se

nourrissent de nodules racinaires, perturbant I'apport de I'azote. (Aversenq et al., 2008).

1.7.2.3. Bruche de la feve (Bruchus rufimanus) :

La femelle de B. rufimanus pond sur les gousses et les larves de ce coléoptére se développent

aux dépens des graines qui perdent leur pouvoir germinatif et leur poids. (Boughdad., 1994)

1.7.2.4. Puceron noir (Aphis fabae) :
Puceron noir est un homoptére de 2 mm de long avec un corps trapu. Il forme des colonies
noir mat, disposées en manchon le long des tiges et principalement aux extrémités. Provoque

I’enroulement, le desséchement et la chute des feuilles (Hamadache, 2003).
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Chapitre I1: Puceron noir de la feve

11.1. Genéralités sur les pucerons noirs :
Parmi les insectes les plus fréquents des zones tempérées, les pucerons ou les aphides sont

tres commun et diversifiés (Ortiz—Rivas et al, 2004). Ils sont apparus il y a environ 280
millions d'années et leur diversification est concomitante avec la radiation des angiospermes
(Bonnemain ,2010) ils colonisent la plupart des plantes a fleurs mais aussi les résineux
quelques fougéres et mousses la plupartsont inféode a une seul espéce végétale mais certain

font preuve d’une polyphagie étendue (Faraval, 2006).

11.2. Morphologie et structure :
Les pucerons sont de petits insectes a téguments mous de 2 a 4 mm, avec un corps ovale

légérement aplati. Il est divisé en 3 parties bien défini la téte, poitrine, et ’abdomen (Tanya.,

2002)

Figure 04 : La morphologie d'un puceron noir A : la téte ; B : Thorax
;C : L’abdomen
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11.2.1. La téte :
Elle dispose de deux antennes de longueur tres variable de 3 a 6 articles sont insérées

directement sur le front ou sur des tubercules frontaux plus ou moins proéminentes. Une bosse
sur le front ou un front plus ou moins saillant. Certains articles d'antenne ont des organes
sensoriels ; leur partie distale amincie est nommée fouet ou processus terminalis a 1’arriere de
I’ceil composé Chez les formes ailées la téte est bien séparée du thorax, mais pas chez les
aptéres (Fraval ; 2006) fig 4(A).

11.2.2. Thorax :
Il se compose de trois parties, le prothorax, le mésothorax, et le métathorax, et porte 3 paires

de pattes et deux paires d’ailes. Chez la plupart des especes de pucerons, il y a une coexistence
d'adultes ailés et apteres (Tanya. ; 2002), fig4 (B).

11.2.3. L’abdomen :

Il porte généralement dans sa partie postérieure une paire de cornicules (ou siphons) de forme
et de longueur trés variables parfois pourvues d’une réticulation ou surmontées d’une collerette.
Les cornicules sont absents dans quelques genres et parfois méme chez la méme espece. Le

dernier abdomen (dixieme) forme plus ou moins la queue (cauda) (Tanya, 2002), fig 4(C).
11.3. Les formes du puceron :

Il existe sous plusieurs formes :

11.3.1. Forme apteére :
La forme aptére du puceron noir de la feve mesure environ 2 mm. Il estde couleur vert

olive foncé a noir terne et est recouvert d’une forte sécrétion cireuse blanche leurs antennes et
corniches courtes et noires, leurs queues courtes et noires, (Leclant. 1999) fig
5(A)

11.3.2. Forme aile :

Les pucerons en forme aile sont plus allongés que sans ailes, de couleur plus foncée, avec
des antennes plus courtes, environ les deux tiers de la longueur du corps .Selon Leclant
(1999), le troisieme segment d'antenne contient un certain nombre de capteurs. Les antennes
secondaires sont disposées irrégulierement, et parfois il y a un quatriéme segmentantennaire
fig 5(B).
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Figure (05) : Les formes du puceron noire

(A) : Aphis fabae, adulte ailé ; (B) : Aphis fabae, adulte aptére (intitule duvégétale

I11.4. Classification :

Les pucerons sont un sérieux probléme en agriculture bien gqu'il forme un petit groupe d’insecte
d’environ 4000 especes dans le monde (Dedrver et al 2010) pres de 250 espéces sont de

sérieux ravageur de culture (Illuz 2011)

D’apres Scopoli, 1763 la classification des pucerons est la suivante :

e Reégne: Animalia.

e Embranchement : Arthropoda.

o Classe: Insecta.

e Super- Ordre : Hemipteroidae.
e Ordre: Hemiptera.

e Famille: Aphididae.

e Genre: Aphis.

e Espece: Aphis fabae.
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11.5. Cycle biologique :

Les pucerons noirs de la feve est dioique se produisent en alternance (Hull et al. 1998).ou

ils se développent entre un hote primaire (habituellement la cochlée) et un hote secondaire.

Apreés I'éclosion des ceufs d'hiver, plusieurs générations departhénogenese se produisent.

La croissance sur I'hote principal augmente la proportion d'ailes au sein de la colonie et les
premiéres plumes sont observées en Avril. Les colonies de manchons sont parfois tres denses
sur les plantes hotes secondaires sauvages et cultivées. Ces derniers participent a la reproduction

sexuée et retournent vers leurs hotes a l'automne. (Hull et al. 1998)

La premiére naissance, la fécondation et le frai ont lieu en Octobre. La reproduction
sexuelle n'est pas toujours essentielle dans les climats tempérés. Les populations sont capables

de survivre I'hiver sur un hote secondaire et de continuer la multiplication par parthénogenése.

(Hull et al. 1998)

Fondatrices Fondatrigenes

ceufs

Hoéte primaire

Automne | Eté

D
?
g @ Hiver Printemps

\Gynopare ailé

Héte secondaire

<=

Fondatrigénes

Virginipares

>
<

Figure06 : Cycle biologique de puceron
noir
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11.6. La Plante hote :

Le puceron noir de la féve Aphis fabae habite généralement les extrémités des tiges en
croissance des plantes herbacées, mais peut en fait vivre et se reproduire sur d'autres parties de
la plante. Ce puceron est tres polyphage et peut infester plus de 200 plantes hotes,. La Fusain
d'Europe (Euonymus europaeus) Snowball (Viburnumo Pulus) et Mock Orange (Philadelphus

Colonarius) sont des plantes hotes secondaires possibles. (Hulle et al 1998)

Figure 07 :(a) puceron noirs sur fusain d‘ Europe

(b) Manchons de pucerons noir (Aphis fabae) sur la feve

11.7. Facteurs de développement et de régression des

populationsdes pucerons noirs :

11.7.1. Facteurs abiotiques :
Les facteurs abiotiques sont représentés par différentes conditions climatiques qui
influencent la dynamique des populations de pucerons noire. Certains de ces facteurs sont

résumés dans les points suivants :
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11.7.1.1. Température :

La température optimale est de 20-25°C, et la température la plus basse est en moyenne de
4°C avec une limite de 25-30°C. En revanche, (Ashfaq et al ,2007) ont observé des
conditions de croissance favorables différents ou la température est comprise entre 13,7°C et
30,3°C et I’humidité est relative a 45, 3 %. D’une autre part lluz (2011) souligne que les
conditions climatiques defavorables sont préjudiciables. Les températures excessives telles
que le gel printanier, prévient les infestations de pucerons ailés et repousse les pucerons sans

ailes.

11.7.1.2. Précipitations :

Selon Ould EI Hadj (2004), dans les milieux arides, I'effet des précipitations et la
température est toujours difficile a séparer car les deux sont deux facteurs limitants d'activité
des insectes (Dedryver 1982) a souligné que les fortes précipitations peuvent empécher les
pucerons de voler, en réduisant leur fécondité et augmentent leur mortalité.

11.7.1.3. La durée d’insolation :

L’intensité lumineuse agit sur les possibilités de voe des pucerons et favorise donc la
contamination des cultures (Robert 1982).
11.7.1.4. Le Vent:

Le vent affecte le vol et la propagation des insectes, en particulier les pucerons. Sa vitesse
et sa direction déterminent la distribution et la forme physique (Labrie2010), Les pucerons
peuvent étre transportés sur de longues distances qui peuvent atteindre unmaximum de 150-
300 km (Robert 1982).

11.7.2. Facteurs biotiques :

Les pucerons peuvent autoréguler les populations de deux fagons. D’une part I'émergence
des individus adultes qui quittent les plantes en entrainant un déclin naturel de la population.
De I’autre part, la surpopulation entraine une baisse du poids et de la fécondité des adultes. Le
phénomene sans ailes, est un phénomene qui se rétablit lorsque la densité de population chute
a nouveau (Robert, 1982)

Les plantes hotes peuvent jouer un role dans la dynamique des populations. L’abondance
de pucerons rend les jeunes plantes sensibles a la contamination par les pucerons ailés et ceux
sans ailes y sont plus fertiles. Cette susceptibilité diminue lorsque les plantes atteignent une

certaine croissance mature. (Robert, 1982)
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Un autre facteur biotique est le fait que certains ennemis naturels peuvent contréler les
populations des pucerons (Schmidt et al, 2004). Parmi lesquels on distinct les prédateurs, les

parasites et les champignons entomopathogenes.

11.7.2.1. Les Prédateurs :

Ce sont des organismes vivants, libres a 1’¢tat adulte et larvaire, s’attaquant a d’autres étres
vivants pour les tuer et se nourrir de leurs substances. lls dévorent successivement plusieurs
proies au cours de leur vie. lls appartiennent a des groupes taxonomiques divers. Leur

specificité pour certains d’entre eux est trés large (Deguine et Leclant, 1997) .
11.7.2.2. Les parasitoides :

Un insecte qui pond des ceufs a l'intérieur du corps de sa proie, ou les larves se développent
ce qui conduit a sa mort. La nymphose se produit a l'intérieur de la momie lorsque les
pucerons envahissent, les adultes s'échappent en s'enfouissant dans les pucerons (Robert,
1982).

11.7.2.3. Les pathogenes :

Ce sont essentiellement des champignons phycomycetes singulier au couplet des

entomophthorales, qui sont susceptibles d’inciter des épizooties spectaculairesi (Deguine et

Leclant 1997).

11.8. Impact économique et dégats causés par les pucerons :

Les pucerons sont les plus grands ravageurs des plantes au monde et ont un large éventail
d'effets négatifs sur l'agriculture, la foresterie et I'horticulture (Fournier, 2010). Ils causent de

graves dommages de maniére directe ou indirecte (Christelle 2007).

Quant aux pertes causées par les pucerons a la feve, Parlons-en : un développement chétif et
accusent souvent un retard de croissance et pour les feuilles de la plante envahie sont frisées et
enroulées. Des colonies de pucerons, de teinte foncée, sont constituees et pullulent sur les

pousses, sur la face inférieure des feuilles, sur les fleurs et sur les jeunes cosses.

Les organes végétatifs des plantes sont souvent recouverts d'un enduit brillant, le miellat, qui

attire d'autres insectes.
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11.8.1. Les dégats indirects :

Il existe essentiellement deux types de dommages indirects causes par les pucerons :

v Miellat et fumagine : Les produits a haute teneur en sucre non digérés issus de la
digestion de la séve sont libérés dans la plante sous forme de nectar. Cette substance peut
affecter l'activité photosynthétique des plantes directement en bloquant les stomates ou
indirectement en favorisant le développement saprophytes. Ceux-ci provoquent la formation de
suie et affectent la respiration, 1’assimilation de la chlorophylle ou contamination des parties
comestibles (comme les fruits) (Christelle, 2007).
v Transmission des virus phytopathogénes : /’Aphis fabae véhicule de nombreux virus
pathogeénes provenant de différentes familles de plantes rencontré. Les pucerons entrent en
contact indirectement en se déplacant d'une plante a l'autre (Brault et al, 2010). Cette fonction
est exploitée efficacement par les virus pour se transmettre d'un héte a I'autre. Par conséquent,
de nombreuses especes virales profitent des effets de la migration virale.
11.8.2. Les dégats directs :

L’absorption de la seve influence négativement sur les plantes. Les piqlires de nourriture
sont également irritantes et toxiques pour la plante ce qui entraine et apparition des galles

conduisant a la déformation des feuilles et des fruits et a la perte de fruits(Christel, 2007).

11.9. Lutte contre les pucerons noirs :

11.9.1. La lutte préventive :

Elle est basée sur différentes pratiques culturelles et I'éducation de cette culture. Parmi
lesquelles on trouve I’enfouissement hivernal et la destruction des plantes ayant regu des ceufs
en hiver par la coupe ou desherbage de la végétation sauvage. Cette derniere peut également

fournir un habitat aux especes toxiques qui poussent au début du printemps (Wang et al. 2000)

11.9.2. La lutte biotechnique :

Cette méthode de lutte est basée sur le comportement de certains insectes attirés par
différents attractifs visuels (couleur) ou olfactifs (nourriture, phéromone). Ces couleurs et ces
substances peuvent étre utilisés pour le piégeage de qualité, le pieégeage d'avertissement ou
traitement par taches (Ryckewaert et Fabre, 2001)
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11.9.3. La lutte chimique :

Les insecticide utilise sont les organophosphoré les carbamate et les pyrethrenoide de
synthese et il est apparu une nouvelle famille de produit les chlorocotiniles qui présente la
particularité d’étre trés fortement systémique (Dedreyver 2010) Cependant les insecticides
présentent des inconvénients ils cout est chéres et nuisent a I’écosystéme et a I’environnement
et tue les insecte auxiliaires en plus les puceron peuvent développer des résistances de aux
différentes molécules chimique utilisées (Dogimon et al 2010)

11.9.4. La lutte physique :

Les pucerons sont plus susceptibles de se produire lorsque la température augmente mais
celan’est pas nuisible aux plantes. Le choc thermique est donc 1’un parmi les méthodes de lutte
physique les plus efficaces. Il est génére par la fermeture de I'ouverte de la serre, pendant
quelques heures (3 heures) de contréle sous serre. Dans ces conditions, il est possible que les
températures puissent monter jusqu'a 45°C en tuant prés de 90% des populations de jeunes
pucerons (Jules deuil, 1979).

11.9.5. La Lutte biologique :

D’aprés I’organisation internationale de la lutte biologique contre les animaux et les plantes
nuisibles I’O.I.L.B (1971) Maisonhaute (2009), la lutte biologique est l'utilisation des
organismes vivants (insectes, bactéries, nématodes...etc.) ou de leurs dérivés pour contréler
les populations de nuisibles et empécher ou réduire les pertes ou dommages causés aux

cultures
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I11.1. Historique :

La découverte des actinobactéries a traverse plusieurs péeriodes :
ePremiére periode médicale (1874-1900) :

La découverte des actinobactéries a été faite la premiere fois par Cohen en 18750u il
découvre la premier actinobactérie Streptothrix foeresteri, ces derniéres ont été isolées a partir
de sources humaines. A ce stade, la découverte de leur role dans la pathologie (Leminor et
Veron, 1989).
eDeuxiéme peériode (1990-1940) :

Elle est caractérisée par la découverte des conditions saprophytiques d'habitat des
actinobactéries et les premiéres tentatives pour la distinction entre les groupes pathogenes et
saprophytiques (Baldacci, 1962).
eTroisieme période (1940-1970) :

Elle commence par le constat qu'un méme antibiotique peut étre produit par différents
actinomycetes. Cette période présente le travail effectué et les révisions des conventions de
dénomination. Il s'agit donc des criteres morphologiques et produits biochimiques pour classer
les actinomycetes.
eLa quatrieme période qui débute dans les années 1960 :

Le début de I'utilisation des méthodes génétiques par Hopwood (Chater, 1999 ;
Hopwood, 1973). La génomique (Hopwood, 2003) a bouleversé la classification des especes

(Ventura et al. 2007) et d’étude de I’utilisation biotechnologique de ces microorganismes.

I11.2. Biologie des actinobactéries :

111.2.1. Morphologie des actinobactéries :

Les critéres morphologiques sont liés directement aux caractéres culturaux sur différentes
milieux de culture (Shirling et Gotlieb, 1966). Leur morphologie ressemble fortement a celle
des mycetes (Prescott et al ,1997). Ils ont un diamétre des hyphes, habituellement de 0,5 um
(Eunice, 1983). 1l est deux & dix fois plus petit que celui des champignons (de 2 a 5 um).
(Gottliels, 1973). lls sont plus large, dont la longueur varie de 1,5 a 50um. Les actinobacteries

se présentent aussi sous forme de filaments, de bacilles ou de coccobacilles.

Morphologiquement, elles sont classés en deux groupes, premiérement les organismes qui
forment une masse de filaments ramifiés (mycélium) Quant au deuxiéme type est les
actinobactéries organismes qui se présentent sous des aspects morphologiquement plus

complexes que le premier groupe (Lechevalier, 1985).
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Figure 08 : Morphologie des hyphes actinobactéries (Alonso ; 2007)

11.2.2. Caractéristiques culturales :

Les caracteéristiques culturales des actinobactéries sont déterminées sur différents milieux de
culture. Il s’agit alors de noter la présence ou I’absence de mycélium aérien (MA) ainsi que la
couleur du mycélium aérien (MA) et du mycélium du substrat (MS) .1l faut également noter la
production et la couleur des colorants diffusables et mélanoides.

On utilise les cartes de couleurs pour déterminer la couleur de mycélium et des pigments

111.2.3. Les criteres morphologiques :

Les criteres morphologiques sont exposés dans le ""Manuel Bergey's™ de 1989, 1994 et
2010.11 s’agit de caractéristiques macromorphologiques et des caractéres micromorphologiques
(Tableau 03)
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Tableau 03 : Caractéres macromorphologiques et micromorphologiques (Boudjalal ,2012;
Harir,2018)

Caractéristiques macromorphologiques

Caractéristiques micromorphologiques

Production ou non d'un mycelium aérien
(MA).

Présence d’un mycélium du substrat
(MS).

Détermination de la couleur du MA et du
MS ainsi que des pigments diffusibles

dans le milieu de culture

Fragmentation ou non du MS

Présence de sporanges sur le MA ou sur
le MS, la forme et la taille des sporanges
ainsi que la longueur des
sporangiophores.

Formation de spores sur le MA et /ou sur
le MS, leur forme, leur taille et leur
agencement : isolées, par deux, par quatre
ou en chaines

Mode de sporulation : spores porté par
des sporophores ou myceélium aérien se
fragmentant de maniéré anarchique en
spores.

Présence de spores mobiles ou non
mobiles.

Ornementation de la surface des spores
(lisse,  rugueuses,  épineuses ou
chevelues).

Formation de structures particulieres :

faux sporanges, etc.
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111.3. Cycle de développement des actinobactéries :

Le cycle de vie des actinobacteries (fig.09) est tres similaire a celui des champignons. Il
résulte de trois processus physiologiques principaux : différenciation et sénescence cellulaire
suivie de mort (Danielnko et al, 2005).

Ce cycle commence lorsque les spores se déposent dans un milieu riche en nutriments ou
elles seront stimulées pour germer Cela stimule la spore a sortir de son état dormant et subir
une germination pour former des tubes germinatifs. Les tubes germinatifs se développent et les
cellules ne subissent pas une session binaire. Par I’extension et la ramification, les tubes
germinatifs donnent naissance a un réseau de filaments qui se developpent dans et a travers la
surface d’une plaque de gélose. Ce réseau est appelé mycélium de substrat (FIrdh et Buttner,
2009).

Au fur et & mesure que la colonie commence a se différencier. La différenciation aboutit a
la formation d’un nouveau type de cellule, les hyphes aériens multi géniques en spirale est
terminée, le mycélium se différencie.

Les hyphes aériennes subissent une division cellulaire synchrone donnant naissance a des
compartiments mongoloides, chacun d’entre eux se développera en une spore résistante
(Hasani et al, 2014). La plupart des actinobacteries sont immobiles. Cependant, certains

produisent des spores flagellées appelées zoospores.

Mycélium nycaliun Spore
végétatif egetatif

Figure 09 : Cycle de developpement des actinobacteries (Ait Barka et al, 2016)
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111.4. Taxonomie et critéeres de classification des actinobactéries:

111.4.1. Taxonomie des actinobacteéries :
Les critéres principaux de classification des actinobactéries dépendent sur :

La premiére phase de la classification des actinobactéries est basee principalement sur la
morphologie, la pigmentation et les caracteres de croissance sur des milieux composes de
substrats complexes naturels (Pridhan et Gottlieb, 1948).

La deuxieme phase, consiste a analyser la composition chimique de la paroi cellulaire des
actinobactéries. Ainsi, des groupes stables ont été établis (Keast et al ,1984). Quatre types de
paroi sont distingués selon trois critéres caractérisant la composition et la structure du
peptidoglycane :

111.4.2. Systématique des actinobacteries :

Les actinobactéries Sont rattachés au phylum des Actinobacteria, a la classe des
Actinobacteria, a la sous classe des Actinobacteridae et a 1’ordre des Actinomycetales créé par
Buchanan en 1917 (Bergey’s manual, 2007). Dans I’¢dition 2004 du manuel de la systématique
bactériologique, un arrangement des actinobactérie proposait 9 sous ordres, 38 familles et
121genres.
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Figure 10 : Classification phylogénétique des Actinobacteria, basée sur les
séquencesdu gene codant d’ARNTr 16S (Zhi, 2009).
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I11.5. Physiologie des actinobactéries :
La croissance des actinobactéries est influencée par différents paramétres physiologiques en
particulier I’Oxygéne, le pH, la température, et la salinité. Elles tolerent certains produits

chimiques tels que les antibiotiques et divers autres agents (Athalye et al, 1985)

111.5.1. Oxygene :

Selon le type de respiratoire, les actinomycétes se divisent en deux groupes distincts :
e Formes de fermentation entiérement anaérobies

Ce genre a des caractéristiques uniques : saprophytes, cavités forcées .1l existe dans le

corps des humains et les animaux supérieurs et n'existe jamais dans le sol.

e Formes oxydatives et aérobies telles que Streptomyces.
Dans ce genre, le sol est considéré comme le principal réservoir de distribution. Aérien (Aouar,
2012)

111.5.2. Température :
La température de croissance optimale des actinomycetes mésophiles est de 25 a 30 °C.
D'autres espéces thermophiles existent également, comme les Thermoactinomyces. La
température optimale est de 50-60°C (Ragaswami et al., 2004)
111.5.3. Le pH :

La majorité des actinobactéries sont des bactéries neutrophiles leur pH entre 5 et 9. Dans le
Streptomyces, il y a une forte croissance dans les sols acides a cause de pH compris entre 3,5

et 6,5 et caractérisé acidophile (Aouar, 2012).

111.5.4. Tolérance pour Na Cl :

Les actinomyceétes sont divisés en deux groupes selon leurs besoins en Na Cl :

e Halophiles a des concentrations de 1 a 6 % (poids/volume) Jusqu’a 15-30% pour les
bactéries faiblement halophiles et les bactéries halophiles extrémes.

e Halo tolérant a salinité modérée mais pas essentiel pour leur croissance. Facilement
toléré entre 6 et 8 % de Na CI (p/v). Le Modérément résistant a 18-20% Na Cl. et trés
tolérant Varie de 0% a la saturation en Na ClI (Djaballah, 2010).
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111.6. Ecologie des actinobactéries :

Les actinobactéries sont des bactéries ubiquitaires présentes dans tous les écosystemes sol,
eau douce, eau de mer, air) (Williams et al, 1984). Elles occupent une partie importante du
microbiote géothermique 10-20 %, et parfois plus (Dommergues et Mengenot, 1970). Elles
sont largement distribuées dans la nature en forme de saprophytes, mais certaines formes sont

pathogénes pour I’homme, les plantes ou les animaux.

L'habitat le plus important pour les actinobactéries est le sol dont le genre Streptomyces est
le plus dominant et le plus isolé (Tableu04). Elles sont présentes dans des sols polaires gelés
en permanence tout comme dans les sols désertiques chauds et secs, dans le pétrole brut, les
sols hautement contaminés avec les métaux lourds et méme dans les sédiments océaniques
situés a plus de 4000m de profondeur (Cross, 1981). La plupart des a actinobactéries vivent

dans des conditions faibles en humidité avec tres faible activité de I'eau (Belyagoubi, 2014).

Tableau04 : Répartition des actinobactéries dans la nature
(Goodfellow and Williams, 1983)

Genres Habitats

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau.

Frankia Nodule de racines

Microbispora Sol

Micromonospora Sol, eau

Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiére

Sacchromonospora Matiére en décompositio

Streptomyces Sol, eau, litier

Streptosprangium Sol

Thermomonospora Matiere en décomposition
et fermentation
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I11.7. Métabolisme des actinobactéries :
La différenciation morphologique s'accompagne d'une différentiation métabolique. Un
métabolisme secondaire se met en place donnant lieu a la biosynthése de composés d'une

extraordinaire diversité de structures et d'activité biologique (Choulet et al, 2006).

111.7.1. Métabolisme primaire
Le métabolisme primaire des actinobactéries est semblable a celui des autres organismes.
Les métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et permettent

le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux et al, 1993).

111.7.2. Métabolisme secondaire
Le métabolisme secondaire se différencie du métabolisme primaire par le fait qu'il concerne
des métabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de l'organisme
(Theilleux et al, 1993). De maniere générale, le métabolisme secondaire est considéré comme
I’ensemble des voies de synthése de composés qui n’ont ensuite pas des fonctions apparentes

dans le métabolisme cellulaire (Colombié, 2005)

I11.8. Importance des actinobactéries :

Les actinobactéries sont connues pour produire des métabolites primaires. Secondaire avec des

applications importantes dans divers domaines (fig 11)

i
Probiotics b o o

- S P

Figure 11 ; Application biotechnologiques des actinobactéries (Anandan et al,2016).
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111.8.1. En biotechnologie :

En biotechnologie végétale, les actinobactéries sont largement exploitées pour leur pouvoir

de biocontrole des phytopathologies et de promouvoir la croissance.

Les actinobactéries sont bien connus pour leur production d'antibiotiques et de métabolites
primaires et secondaires qui ont des applications industrielles importantes (Takahashi et
Omura, 2003 ; Hayakawa et al, 2004). Plus de 70% des antibiotiques d'origine microbienne
sont fabriqués par ce grand groupe de bactéries. De plus, de nombreux métabolites
synthétiques peuvent étre des enzymes telles que des enzymes alcalines, des inhibiteurs
d'enzymes, des vitamines, des immun modulateurs (Badji et al, 2006), des herbicides, des

insecticides ou dans la lutte contre les parasites.

Le genre Streptomyces a été largement exploré pour la sélection des agents de biocontréle et
75 % des antibiotiques sont produits par les membres de ce genre (El Tarabily et

Sivasithamparam, 2006)

111.8.2.En domaine médicale et vétérinaire :

Les actinobactéries sont les microbes les plus productifs par rapport aux autres microbes qui
produisent des composés bioactifs ayant une capacité de lutter plusieurs maladies telles que le
cancer, le VIH, les virus, infections microbiennes, protozoaires et autres (Syed et al, 2017 ;

Saranya et al, 2022).

Ils sont capables de synthétiser de nombreux produits naturels y compris les alcaloides, les

polycétides, les stérols et autres (Syed et al, 2017).

Tableau 05 : Importance médicale de certains antibiotiques produits par le
genreStreptomyces et leur maladie ciblée (Bouchlaghem et Aggoun, 2020)

Organisme ou maladie ciblée | Antibiotiques Organisme producteur
Typhoide Chloramphénicol Streptomyces venezuelae.
Tuberculose et Lepre Rifampicine Amycolatopsis Streptomyces

mediteranei.
Staphylococcus aureus Vancomycine Amycolatopsis Streptomyces
Méthicilline résistant(SARM) orientalis.
Cancer Daunomycine Stremptomyces coeruleorubidus
Pathogeénes résistants a la Acide clavularique | Streptomyces clavuligerus.
pénicillin
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111.8.3.En domaine agronomique :

Les actinobactéries ont un réle tres important dans les phénomeénes de la biodégradation et
de la transformation de la matiere organique et les éléments minéraux

Les actinobactéries augmentent le pouvoir suppressif du sol (Errakhi, 2008). A montré
qu‘un sol riche en actinobactéries est suppressif aux maladies phytopathogénes qu‘un sol
pauvre de ces bactéries. Elles sont capables aussi de dégrader ou de recycler certainestoxines
produites par des champignons toxinogénes et réduire aussi leur teneur dans les produitsfinaux
en agro-alimentaire (Williams et al, 1983).

111.8.4. Utilisation d’actinobactéries dans la lutte biologique :

Nous mentionnerons ci-dessous certains cas, des actinobacteries ont été utilisees comme un

agent de biocontrole.

111.8.4.1. Antifongiques d’origine actinobactérienne :

Les actinobactéries sont une source économiquement durable pour la synthese de composés
antifongiques qui inhibent divers champignons phytopathogenes, Parmi les champignons
phytopathogénes, le Fusarium responsable de la fusariose qui s’attaque & plusieurs cultures
telles que le Fusarium oxysporum f. sp. Radicis lycopersici agent causal de la pourriture
racinaire et du collet de la tomate Pour que les actinobactérie(a base de Streptomyces ) soient
utilisées comme un agent de biocontrole et que les résultats soient positifs et vertueux (
Zamoum, 2016).

111.8.4.2. Bioherbicides actinobactériens :

Dans une étude realisée par Dhanasekaran et al, 2010 ; Priyadharsini et al, 2013 Ou il
utilisait la suspension de spores de Streptomyces sur les racines des C. rotundus L Ou les
résultats ont indiquent clairement que les métabolites secondaires de Streptomyces sp. Inhibent
de maniére significative la croissance des racines et des pousses chez C. rotundus L.

111.8.4.3. Bioinsecticides actinobactériens :
Il existe différents métabolites produits par les actinomycétes qui ont une action insecticide.

Nous citons a titre d’exemple :

e L’avermectine : ce métabolite est synthétisé par Streptomyces avermitilis. Il s’agit
d’une substance toxique pour les arthropodes, certaines espéces de lépidoptere. En effet,
elle cibleles canaux chlorure de porte GABA donc la paralysie et la mort d’insecte

(Bloomquist, 2001).
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L’objectif de travail est de tester I’effet de biocontréle d’un bioinsecticideformulé a
base de spore de la souche Streptomyces DN19 contre les pucerons de la feve.
I.1. Formulation de bioinsecticide :
I.1.1. Souche d’actinobactérie :

La souche DN19 appartient a la collection bactérienne de laboratoire de recherche
(Laboratoire de Biologie des Systéemes Microbiens—LBSM—ENS de Kouba—Alger—
Algérie). Elle a été isolée en 2016 de la racine du palmier dattier (Phoenix dactylifera). Cette
souche a été sélectionnée en raison de ses fortes activités antagonistes et de son potentiel élevé

de lutte biologique contre certains agents phytopathogénes (Zamoum, 2016).

Figurel2 : Colonie de la souche DN19 (Streptomyces sp) sur milieu ISP2 (photo
originale 2023).

1.1.2. Préparation de la suspension de spores bactériennes :

La suspension de spores de la souche DN19 est préparée selon la méthode d’Allali 2020
cette méthode consiste a inoculer 1’actinobactérie endophyte en bandes serrées sur toute la
surface du milieu ISP2 (annexe 1). Verser dans une boite de Pétri et incuber a 30°C jusqu'a
sporulation. Apres 10 jours d'incubation, les spores d’actinobactérie ont été collectées a l'aide
d'une solution Tween-80 (0,05 %). Le mycélium aérien a ensuite été gratté a l'aide d’une anse

platine et la suspension mére a été collectée de maniere aseptique dans des boites stériles.
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Figureld : Les étapes de préparation de la suspension de spores bactériennes
(photo originale 2023).

1.1.3. Ajustement de la densité des spores :

La densité des spores est ajustée & 10° spores/ml par la cellule de numérotation Malassez.
La méthode consiste a placer la cellule de comptage sur une surface plane, lissage et retrait de
la suspension cellulaire a 1’aide d’une pipette Pasteur. Ensuite, nous remplissons la chambre de
comptage avec des capillaires, placons la pointe de la pipette légérement inclinée prés de la
plaque sur la plate-forme du treillis central. Le remplissage doit étre fait en une seule fois, sans
bulles d’air et sans inondation de liquide dans les canaux et laissons les cellules se déposer sur

la grille pendant quelques minute.

Afin d’obtenir une suspension comptable, des dilutions décimales sont préparées a partir de
la suspension mere, ensuite le comptage de spores est réalisé par microscope optique au

grossissement GX 40 et la densité est calculée selon la formule suivante :

Formule : N=n *011 *102 * 1000 Spores /ml.

n: La moyen générale = > n/le numéro de répétition

1000 : pour la transmutions m3 aml.
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1.1.4. Formulation des spores en poudre de talc :

La formulation des spores DN19 a base de talc est préparée dans les conditions de stérilité
selon la méthode décrite par Zamoum et al, 2017 et El Komy et al, 2020 avec quelques

modifications.

Un mélange de poudre de talc (100g) avec le carbonate de calcium (1.5 g) est mis dans un
sac autoclavable et stérilisée a 121 °C pendant 15 minutes, Ensuite 25 ml de la suspension de
spore ajustée 10° (spore /ml) sont injectés au sac puis fermé hermétiquement & I’aide d’un ruban
adhesif. Ce mixte doit étre bien mélange pour que les spores soient bien dispersées. Le séchage
est effectué apres, dans une hotte microbiologique pendant 2 a 4 jours. Enfin, la formulation
obtenue est conservée dans des boites stériles) (Fig. 14)

(D)

Figureld : Les étapes de formulation des spores de la souche DN19 en poudre de talc(
photo originale 2023).
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1.1.5. Pureté et viabilité des spores formulées :

En suivant la méthode de Zamoum et al, 2017, nous préparé la suspension mere et pour
celanous avons ajouté la quantité correspondante de 0,2 g dans 4 ml d’eau distillée stérile, la
suspension mere a été vortexé pendant cing minutes, apres nous faisons les dilutions décimales
(01) :10" et (02):102 .Nous avons ensemencé la suspension sur le milieu ISP2 et le

comptage des UFC par le compteur de colonie a été fait.

|.2. Essai de lutte biologique :
1.2.1. Plante hote et insecte ravageur :
Les échantillons de féve contenant des pucerons noire ont été récoltés au mois d’mai 2023

D’un champ dans la région Ghaicha la wilaya de Laghouat.

N

4

Figure 15 : la situation géographique de 1’Ghaicha par

rapport a Laghouate
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Figurel6 : La plante de feve contenant des pucerons noirs

1.2.2. Test de lutte biologique :

Le processus consiste a 1’utilisation des boites petri comme unité expérimentale. Les boites
sont d’abords transformés en systéme ventilés selon la méthode de Bensassi et al, 2015. Les
boites sont tapissées du papier filtre inbibé par 1’eau stérile afin de fournir I’humidité et les
couvercles sont perforés puis recouvris par une moussline.

Dans chaque boite une feuille de féve est mise sur le papier pour qu’elle soit comme substrat
pour les pucerons. Les feuilles sont préalablement traités au niveau des points d’excision et
recouvri par du Cotton stérile trempé dans une solution nourrissante (eau stérile avec le

sucre).

Aprés avoir terminé les préparatifs préliminaires, nous passons a la préparation de la
solution de bioinsecticide par 1’ajout de 2,5g de la poudre de la formulation des spores dans
50ml eau distillée stérile. Par la suite, on transfert les pucerons noires aux boites (10 pucerons
par boite) pour subir un traitement de lutte par pulvérisition du bioinsecticide formulé.( fig 17)

L’essai est réalisé sous forme de trois traitements en dix répétitions avec différents volume

pulvérisés :

e Traitement 1 : Nous prenons 5ml de bioinsecticide formule , puis la
pulvérisons régulierement sur les échantillons jusqu’a épuisement de la
quantite, tout enrespectant et en appliquant les regles d’hygiéne et de
stérilisation.

e Traitement 2 : Nous redimensionnons le volume de bioinsecticide a 10 ml tout en

suivant les mémes étapes précédentes.
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Chapitre I Matériel et méthodes
e Tritements 3 : prendre 15 ml de la solution de bioinsecticide meére, et nous

pulvérisons les échantillons.
e Tritements 4 : témoin negatif traité a I'eau distillée.
Apreés avoir terminé le test, les échantillons ont été conservés dans un endroit
propre disponible sur les conditions de stérilisation, puis la mortalité des insectes
est relevée d'une maniere réguliére aprés une periode de contacte (24 h ,48h 72h,

96h) a I’aide de loupe binoculaire.

Figurel? : L’application de bioinsectide formulé sur les
échantillonsde la feve.

1.3.  Analyses statistique :

Les données recueillies a partir de dix répétitions de chaque expérience ont été analysés
statistiquement a 1’aide de logiciel Statbox pour Microsoft Office Excel 2003.
Les analyses réalisées sont la variance (ANOVA) et le test de NEWMAN-KEULS avec un

seuil de signification (P =5) .
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Chapitre 11 Resultats et discussions

Résultats :

Dans la partie expérimentale, nous avons formulé un bioinsecticide a base d’une
actinobactérie en passant par une multitude des étapes précédemment détaillées dans la partie
des méthodes.

I1.1. La formulation des spores de la souche DN19 en poudre de talc :

Les résultats de la formulation des spores de la souche Streptomyces DN19 en poudre de

talc, sont mentionnés dans la fig18.

Figure 18 : la formulation de la souche DN19 en poudre de talc

11.2. Pureté et viabilité des spores formulées :
La pureté de bioinsecticide a été vérifiée avant de le tester dans les conditions in vivo. Aprés
7 jours d‘incubation a 28°C, nous avons remarqué le développement des colonies pures

identiques et sans contamination de la souche DN19 fig 19.

Dilutions (01)

Figure 19: Colonies d’actinobactéries DN19
obtenuesapres culture du bioinsecticide
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Chapitre II Resultats et discussions

11.3. Evaluation de I’effet insecticide formulé a base des spores
de la souche d’actinobactérie Streptomyces sp DN19 sur les

pucerons noirs de féeve(Aphis fabae) :
La Figure (20) représente I’évolution du taux de mortalité des pucerons en fonction du

tempssous ’effet de Traitement 1 (V1=5ml) par rapport au témoin. Les résultats obtenus
montrent que le taux de mortalité du traitement 1 ne se différe pas du témoin au premier
jour. Une légere mortalité estimée a 33.33% a été remarquée au sixieme jour chez les
insectes témoin. Tandis que le traitement a enregistré un taux de 56% au cingquieme jour

et 70% au sixiéme jour.

Les résultats de I’analyse de variance (annexe 2) montrent une déférence trés hautement
significative pour le facteur traitement avec une valeur de p= 0,000 et la méme chose que le

deuxiéme facteur qui est le temps.

100,00%

90,00%
80,00%
70,00%

60,00%

50,00% /-
40,00% /
30,00%

D1 D2 D3 D4 D5 D6

Taux de mortalité en %

Figure(20) : Evolution du taux de mortalité des pucerons en fonction du temps sous I’effet de

traitement 1

Pour D’effet de deuxiéme traitement (V2=10 ml) presenté par la Figure
(21), la mortalitécommence a s’apparaitre depuis le premier jour 10%. Quelques
jours plus tard (D4 ; D5 : D6)
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Chapitre 11 Resultats et discussions

Nous avons noté une augmentation significative du taux de mortalité avec une

valeur de80% ; 90% respectivement et reste faible pour le témoin au sixieme jour.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%

50,00%

le taux de mortalité en %

40,00%

D1 D2 D3 D4 D5 D6

Temps par jour
e f—

Figure(21) : Evolution du taux de mortalité des pucerons en fonction du temps sous

I’effet detraitement 2

Quant au troisieme traitement (V=20ml), nous avons remarqué une
augmentation significative du taux de mortalité depuis le premier jour 40% par
rapport au témoin 0% et une décimation totale (100%) au troisieme jour. Comme le

montre la Figure 22.

°\9100,00% »
c
3 90,00%
£ 80,00%
£
o 70,00%
© ==
x - o
E 60,00% =

50,00%

40,00%

D1 D2 D3 D4 D5 D6
e T = \/3 Temps par iour

Figure (22) : Evolution du taux de mortalité des pucerons en fonction du temps sous

I’effet detraitement 3
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De méme il y avait une interaction entre les deux facteurs le facteur 1 (Le
traitement) et lefacteur 2(date) figure 23, il parait que le témoin est nulle au cours de
toute la périodeexpérimentale Sauf que le dernier jour, nous avons remarqué une légere
augmentation du tauxde mortalité

Comme pour le premier jour d’observation, nous avons enregistré un taux de
mortalité tres faible 6% dans tous les échantillons traités en différentes volume.

Ensuite, le taux de mortalité a commencé a augmenter progressivement au fil des
jours, lorsque nous avons enregistré une proportion significative sur les troisieme et
quatriéme jours,atteignant dans les trois volumes.

Dans les derniers jours (D5, D6), nous avons enregistré de bons résultats dans le taux
de mortalité, ou il a atteint 81% pour le premier et le deuxieme volume, et100% pour
V3.

Cela indique la cohérence des premier et deuxieme facteurs, et chaque fois que les

jours ontpasseé, 1’efficacité de 1’insecticide formulé est apparue.

100,00% .

90,00%

éen%

£ 80,00%

70,00%

60,00%

Taux de mortalit

50,00%

40,00%

30,00% = 4 o d NSO A NS N O o NS
’ Df O oo o0 OfFOOO0OO0OO0OO0OO0O0O0OO
F FooOOoO Q- dd d d N N NN NN NOOOOM
FEERF®E>>>>>>>>>>>>>>>>

2N NNOL

Interaction entre le traitment et le temps

Figure23 : I’interaction entre les traitements et le temps
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Dans la figure 24, nous montrons un histogramme qui représente la différence dans le
taux de mortalité que nous avons enregistrés afin de savoir quel est le traitement le plus
efficace pour éliminer les pucerons par rapport au témoin.

Figure montre I'effet significatif des traitements sur la mortalité de l'insecte enfonction
du temps. Par contre, le taux de mortalité dans le lot témoin (eau distillée) était

significativement inferieur.

100,00%

85,50%
90,00%

80,00%

70,00%
49,00%
60,00%
36,33%

le taux de mortalité en %

>0,00% 26,83%

40,00%

les traitments

Figure 24 : Le classement des traitements en fonction la mortalité de
I'insecte

A partir des courbes présentées précédemment, nous avons montré que c’est a partir du
premier jour que nous avons enregistré les premieres mortalités au niveau des différents
traitements. Un taux de mortalité qui dépasse 36,33 % chez les individus traités par le
volumel (5ml). Par contre nous avons enregistré 49% de mortalité pour le volumel0 ml aprés
le quatrieme jour.

La mortalité réelle est obtenue chez les individus traités par le troisiéme traitement au 3™
jour. Alors que les autres traitements par 5ml et 10 ml n'ont arrivé a exterminer les
populations des pucerons qu'apres le péme jour. (Fig. 25)

Donc, le traitement V3 est le plus efficace sur les pucerons. Il est classé dans le groupe A
en groupes homogeénes Suivi par le deuxieme volume dans le groupe B, puis le premiere

volume dans le groupe C. tandis que le témoin occupait le dernier groupe D( annexe 2)
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Figure 23 : Effet de témoin sur les
pucerons (1’observation par la loupe
binoculaire 40X) (originale 2023).

Figure 24 : Effet de traitement 3 sur les
pucerons (I’observation par la loupe

binoculaire 40 X) (originale2023).
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Discussion

La formulation des spores de la souche DN19 sous forme de poudre de talc a gardé la
viabilité de spores pour obtenir des résultats plus efficace cela peut étre expliqué par la
propagation rapide des spores de Streptomyces dans l'insecte Ces résultats sont similaires a
I’étude de Tamreihao et al. 2016 ; Zamoum et al. 2017 et Plusieurs travaux Sauf qu’ils ont
utilisé la formulation sous forme de poudre de talc comme un biofongicides et prouvé que les
biofongicides sous forme de poudre de talc ont un effet positif dans le biocontréle contre les
champignons.

Les résultats obtenus ont montré que la formulation de spores de la souche DN19 sous
formes de poudre de talc cause la mortalité de puceron noirs de féve surtout lorsqu’il est
utilisé en grand volume. La mortalité est directement proportionnelle au volume du
bioinsecticide testé comme suite) V3 ( ») V2 (») V1(.

L’¢tude de KHIARI (2021) a donné des résultats similaires sur la lutte biologique en
utilisant Streptomyces sp contre la cochenille blanche. Elle est basé sur I’effet de la
pulvérisation les feuilles infectées par la suspension bactérienne d’une souche Streptomyces
sp cette étude a montré une grand efficacité sur la cochenille blanche du palmier dattier. le
genre Streptomycesest connu par la production des substances et des enzymes qui s’attaquent a
des sites bien précisde I’insecte. Par exemple, la chitinase est une enzyme impliquée dans la
dégradation de chitineformant la cuticule de la majorité des insectes lors de leurs changements
de stade de développement.

Nos résultats sont également identiques a 1’étude Mellik 2022 En ce qui concerne 1’effet
antagoniste de Streptomyces rochei (PT2) contre cochenille blanche, elle a constatée qu’ily
avait un effet positif avec décomposition partielle du bouclier par rapport au témoin inchangé.
IIs ont également confirmé que ces microorganismes peuvent étre utilisés comme alternative a
I’utilisation de pesticides nécessaires pour protéger 1’environnement.

Le pouvoir de biocontréle du genre Streptomyces est confirmé par plusieurs autre travaux
de Tamreihao et al. 2016 et Zamoum et al., 2017, qui ont 1’utilisé comme un biofongicide
sous forme de poudre de talc ou ce dernier a prouve son effet positif dans le biocontréle des
maladies fongique , tel que Fusarium oxysporum f. sp. Radicis lycopersici et Rhizoctonia

solani de genre Streptomyces produise des enzymes lytiques
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comme les chitinase et glucanases,qui peuvent dégrader la paroi fongique ainsi qu’il détruit

les protéines par la protéase ou dégradeles spores fongiques par la cellulase.

Les résultats de notre travail ressemblent aussi a ceux qui ont constatés 1’effet de différents
utilise les champignons entomopathogénes contre le puceron de la feve (Khan, S.et al
2012.) lls ont utilisé sur deux souches Verticillium lecanii et Beauveria bassiana contre les
pucerons. L’effet des souches fongiques semblent dépendre du dosage et du temps et sont
proportionnelles au temps aux concentrations du champignon. L’efficacité maximale était due

a la production de métabolites dans le filtrat de culture qui ont aidé a degrader la
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Conclusion

L’amélioration de la production de féve en quantité et en qualité demande une action intégrée
pour minimiser les conséquences des différentes contraintes, entre autres, les Conditions
écologiques, les maladies et les ravageurs. Le puceron noir compte parmi les déprédateurs les
plus redoutables de la feve qui ne cesse de prendre de I’ampleur dans les champs en causant des

dégats importants pour étre une préoccupation en Algérie pour agriculteur.

La lutte chimique semble étre le moyen le plus efficace et le plus utilisé par les agriculteurs
contre cet insecte. Mais vu les effets néfastes des insecticide chimiques sur 1‘environnement et
sur la santé, des méthodes alternatives plus respectueuses a I‘environnement comme la lutte
biologique ont été proposée 1‘utilisation des actinobactéries comme agents de lutte biologique

contre les insectes.

Notre travail a porté sur I’effet antagoniste d’une actinobactéries (Streptomyces DN19) et
sur I’évaluation de I’effet bioinsecticide formulé a partir de la formulation des spores de la

souchede DN19 sur le puceron noir de la feve.

Pour le test effectué, Il qu’il s’est avéré trés lorsqu’il est traité avec le premier volume 5 ml
nous avons enregistré un taux de mortalité considérable pendant la Période d’essai ceci est
compareé aux résultats négatifs du témoin. Alors genous avons remarqué une augmentation de
la mortalité dans le traitement de deuxiéme volume 10ml. Mais les bons résultats ont été
observés dans le troisieme traitement 15ml ou il s’agissait d’une mortalité compléte des

pucerons noirs) 100%de mortalité.

Au terme de ce travail nous pouvons conclure que la formulation d’actinobactéries a base

de Streptomyces DN19 est une activité insecticide sur le puceron noire de la feve.
Le travail effectué ouvre plusieurs perspectives :
o [l serait nécessaire de tester ces formulations sur les champs sur d’autres variétés de

feve dans d’autres wilayas.

e |l serait également trés utile d’étudier les mécanismes qui sont impliqués dans la
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Conclusion

Décomposition et I’élimination puceron noire de la feve par les
actinobactéries

Streptomyces DN19

e Préparer et commercialisé un bioinsecticide d’origine

bactérienne actinobactéries
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Les annexes :

Annexe 01 :

Les milieux ISP ont été préconisés lors de 1° "International Streptomyces Project” (Shirling et
Gottlieb, 1966).

- ISP2 : Glucose : 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; eau distillée g.s.p. 1000
ml; agar: 20 g. pH 7,2.

Annexe 02 :
Les analyse de
varience

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA

VarTOTALE 291918,333 239 1221,416
Var.FACTEUR 1 119001,667 3 39667,222 207,059 0,000
Var.FACTEUR 2 112858,333 5 22571,667 117,822 0,000
Var.INTER F1*2 18678,333 15 1245,222 6,500 0,000
VAR.RESIDUELLE 1 41380,000 216 191,574

Les groupes homogéne :

Id Modalité Moyenne Groupes homogenes
6 F2n6 74,750 A
5 F2n5 69,250 A
4 F2n4 60,250 B
3 F2n3 47,750 C
2 F2n2 32,000
1 F2nl 12,500
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Interaction entre traitement et date

Groupes

Id Modalité Moyenne homogenes
44 F1n4 F2n4 100,000 A
45 F1n4 F2n5 100,000 A
46 F1n4 F2n6 100,000 A
43 F1n4 F2n3 98,000 A B
36 F1n3 F2n6 87,000 A BC
35 F1n3 F2n5 79,000 A BC D
26 F1n2 F2n6 75,000 B C D
42 F1n4 F2n2 75,000 B C D
34 F1n3 F2n4 66,000 C D E
25 F1n2 F2n5 56,000 D EF
15 F1nl F2n5 42,000 E F G
41 F1n4 F2nl 40,000 F G
24 F1n2 F2n4 40,000 F G
16 F1nl F2n6 37,000 F G H
33 F1n3 F2n3 37,000 F G H
14 Finl F2n4 35,000 F G H
23 F1n2 F2n3 31,000 G H
13 F1nl F2n3 25,000 G H I
32 F1n3 F2n2 19,000 G H I
12 F1nl F2n2 19,000 G H I
22 F1n2 F2n2 15,000 H I
31 F1n3 F2nl 6,000 I
11 Finl F2nl 3,000 I
21 F1n2 F2nl 1,000 I
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