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BENSALEM Amel

Theme : Essai de Biocontrdle de la pourriture racinaire du blé dur (Triticum durum Desf.)

causée par Biploaris sorokiniana par des actinobactéries endophytes.

Résumé :

Un total de 12 souches d’actinobactéries de différents genres ont fait I’objet d’une évaluation de
leurs capacités a produire des enzymes lytiques, a solubiliser des phosphates inorganiques, a libérer
I’ammoniaque, et a produire des phytohormones, ainsi que les principaux mécanismes impliqués
dans le biocontrole et I’effet PGPR. Les résultats montrent que la souche ML2 appartienne au genre
Streptomyces sp.et la souche MB22 (Nocardiopsis sp). présentent une activité antagoniste, elles sont

avérées les meilleures d’aprés leurs capacité a produire I’HCN et les enzymes lytiques.

La majorité des actinobactéries endophytes peuvent solubiliser les phosphates inorganiques. Les
isolats ML2 et MB22 produisent le taux le plus élevé d’AG3 et AlIA. Pour cette raison, ces derniers
ont fait I’objet d’un essai d’inclusion des spores dans des billes d’alginate de sodium et en poudre de
talc, afin d’évaluer leurs pouvoir de biocontrdle vis- a- vis des dommages occasionnés par Bipolaris
sorokiniana sur les plantules du blé dur.

Les résultats du biocontr6le de cet agent phytopathogene in vivo en sol stérilisé et en sol non
stérilisé ont permis de classer les isolat ML2 et MB22 comme les meilleurs agents de biocontrdle
contre la pourriture racinaire. Ils ont montrés une action trés prononcée sur la réduction des
symptébmes de cette maladie sur les plants, et ce, comparativement au fongicide chimique
(Dividend). Les deux meilleures souches choisies ont prouvé leurs efficacités par la réduction de
I’incidence de la maladie sur la culture du blé, ainsi que la capacité d’améliorer la longueur des

plantules de blé et la longueur racinaire.

Les biofongicides les plus efficaces sont ceux formulés avec les spores de la souche MB22 sous
forme de poudre de talc, et sous forme d’alginates de sodium, et la souche ML2 sous forme de

poudre de talc.

Mots clé : Actinobactéries endophytes, Triticum durum, Biocontrole, pourriture racinaire, Bipolaris

sorokiniana, biofongicide.
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Memory title: test of Biocontrol of common root rot of durum wheat (Triticum durum Desf.)

caused by Bipolaris sorokiniana by endophytic actinobacteria strains.

Abstract:

A total of twelve isolates of endophytic actinobacterial of various kinds were the object of an
evaluation of their capacities to produce lytic enzymes, to solubilize inorganic phosphates, to release
ammonia, and to produce phytohormones, as well as the principal mechanisms implied in the
biocontrdle and effect PGPR. The results show that isolate ML2 belongs to the kind Streptomyces
sp.and MB22 (Nocardiopsis sp). Present an antagonistic activity, they are proven the best according

to their capacity to produce the lytic enzyme, and HCN.

The majority of the actinobacteria endophytes can solubilize inorganic phosphates. Isolates ML2
and MB22 produce the highest rate of AG3 and AlA. For this reason, the latter were the object of a
test of inclusion of the spores in sodium alginate balls and talc powder, in order to evaluate their
power of biocontrdle with respect to the damage caused by Bipolaris sorokiniana on the seedlings of

durum wheat.

The results of the biocontréle of this agent phytopathogene in vivo in sterilized ground and
ground not sterilized made it possible to classify isolate ML2 and MB22 like the best agents of
biocontrdle against the Root rot. They showed an action very marked on the reduction of the
symptoms of this disease on the seedlings, and this, compared to chemical fungicide (Dividend).
The two best selected isolate proved their effectiveness by the reduction of the incidence of the
disease on the culture of wheat, as well as the capacity to improve the length of the wheat seedlings
and the length root.

The most effective biofongicides are those formulated with the spores of MB22 in the form of

talc powder, and alginates sodium, and ML2 in the form of talc powder.

Keywords: Endophytic Actinobacteria , durum wheat , Biocontrol, root rot, Bipolaris

sorokiniana, biofongicide.
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Introduction

Introduction

Les céréales constituent I’alimentation de base de la majorité des populations, elles
occupent a 1’échelle mondiale une place primordiale dans le systéme agricole (Slama et al.,
2005).Au cours des dernieres années, la production mondiale du blé est estimée en 2017/2018
a 2 050 Mt. Dans ce contexte, le stock mondial est estimé en baisse de 2,4 %. (Olivia le
Lamer et al ., 2017).

Au cours de sa croissance, le blé peut-étre soumis a un certain nombre d’agressions de
natures diverses, du semis jusqu’a la récolte. De nombreuses attaques parasitaires par une
gamme assez large de ravageurs, de maladies fongiques, en affectant des pertes remarquables
en rendement. Parmi les agents phytopathogénes qui causent beaucoup de dégats aux cultures,
les champignons responsables de la pourriture racinaire telles que Bipolaris sorokiniana sp
(Singh et al., 1994).

Face a cette situation, les producteurs de blé font recours a une panoplie de méthodes de
lutte. Telles que les méthodes culturales, biologiques, et la lutte intégrée. La méthode la plus
utilisée pour controler ces maladies est la lutte chimique qui s’avére tres efficace. Cependant,
ces produits chimiques, qui sont utilisés a 1’heure actuelle présentent des inconvénients
(Tuncw, et Sahinkaya,1998). Cela justifie les recherches actuellement menées dans ce
domaine, qui tendent a mettre au point de nouvelles méthodes de lutte biologique (Rahman et
al., 2007), impliquant des microorganismes vivants. Une alternative de lutte trés efficace
utilise des propriétés antimicrobiennes des actinobactéries (Tanaka et Omura, 1993).

A cet égard, I’objectif de ce travail et d’étudier les mécanismes impliqués dans le
biocontrdle et dans 1’effet PGPB (production des enzymes lytiques, des sidérophores, ’'HCN,
solubilisation des phosphates inorganiques, de I’AIA et I’AG3, et a libérer I’ammoniaque)
des douzes souches d’actinobactéries. En outre, nous nous sommes intéressés a evaluer leur
potentiel dans des essais de biocontréle contre Bipolaris sorokiniana, I’agent causal de la
pourriture racinaire, en testant quelques formulations de biofongicides a base des spores

d’actinobactéries,sous forme des billes d'alginate et en poudre de talc.
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Partie I. Revue bibliographique
I.1. Geénéralités sur le blé
I.1.1. Historique et répartition géographique du blé

Depuis la naissance de 1’agriculture, le blé est la base de la nourriture de I’homme (Ruel,
2006). La decouverte du blé remonte a 15000 ans avant Jésus-Christ dans la région du
croissant fertile, vaste territoire comprenant, la vallée du Jourdain et des zones adjacentes de
Palestine, de la Jordanie, de 1’Iraq, et la bordure Ouest de I’'Iran (Feldman et Sears, 1981).
Ceci correspond au début de la période du Dryas qui fut localement un épisode climatique de
sécheresse et de refroidissement, qui a pu aboutir a 1’arrét progressif du mode de vie
« chasseur-cueilleur » et entrainer la domestication de certaines plantes dont les blés et, via
le stockage alimentaire et la création de premieres communautés villageoises (Wadley et
Martin, 1993). En effet, I'histoire de ’homme est intimement liée a celle des céréales qu’il a
trés tot appris a domestiquer, cultiver et sélectionner (Bonjean et Picard, 1991). La culture de
blé dur a commencé a s’étendre au-dela du croissant fertile au cours du Néolithique, 5000 ans
avant J. C, le blé avait atteint I’Ethiopie, I’Inde, la Grande-Bretagne, I’Irlande et I’Espagne, un

millénaire plus tard, atteignit la chine (Feldman, 2001).

1.1.2. Le cycle biologique du blé

Le blé dur (Triticum durum Desf.) est une graminée annuelle de hauteur moyenne
(Bozzini, 1988). Le cycle biologique de développement de blé dur s’élabore en trois périodes

successives: végeétative, reproductive et maturation.

» Période végétative
La période végétative comprend trois phases :
» Phase germination-levée

La germination de blé dur commence lorsque le grain a absorbé le quart de son poids en
eau (Soltner, 1990). Le coléoptile qui est un étui protecteur de la premiére feuille apparait 4-6
jours aprés la germination (Brink et Belay, 2006). La levée est notée lorsque 50 % des plantes

émergent de terre (Henry et al., 2000).




Revue bibliographique

» Phase tallage

Le tallage commence aprés ’apparition de la troisieme feuille (Figurel) (Kirby et al.,
1985). L’axe principal a émis de nouvelles feuilles et de nouvelles talles, et les premiéres
talles filles se sont a leur tour ramifiées, I’empilement de nceuds rapprochés porteurs de talles
successives est appelé «plateau de tallage » (Lafarge et Durand, 2011). Le nombre de talles

productives dépend du genotype (Acevedo et al., 2002).
» Montaison-gonflement-épiaison

Ce stade est repérable une fois I'ébauche de I'épi du brin-maitre atteint 1 cm de hauteur a
partir de la couronne ou plateau de tallage (Gate, 1995). Selon Baldy, (1984), la montaison

constitue la phase la plus critique du développement du blé (Figure 01).

» Période formation de la graine et maturation

Pendant cette période, est élaborée la composante poids d’un grain (p), appréciée le plus
souvent sous la forme du poids de 1 000 grains (Triboi, 1990). Ainsi que, les hydrates de
carbone et de I’azote des feuilles sénescentes sont accumulées dans le grain (Barbottin et al.,

2005).
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Figure 01. Le cycle de développement du blé.
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1.1.3. Importance de la culture de blé dur
» Dans le monde

Le blé est la variété de céréale la plus cultivée dans le monde. Tout au long de 1’année,
occupent une place primordiale a 1’échelle mondiale, ce dernier en particulier occupe une
place importante dans la production agricole et constitue la nourriture de base pour 35% de la
production mondiale (Kantety et al., (2005). La production mondiale du blé a connu une
augmentation pour la compagne 2015 a 2016 (figure 02), ou elle atteint une valeur de 86.530
MT en I’'Inde et 87.000 MT pour la compagne 2016-2017.Au Union européenne la
production du blé dur a connais un rendement tres élevé avec 144.658 MT durant la
compagne 2016-2017 .La Russie représente une valeur trés importante de 72.500 MT pour la
compagne 2016-2017. Par contre certain pays tels que Turquie ont subi une chute de
rendement, ceci en raison du fait que cette céréale est produite dans des zones et climats trés

variables, comme le bassin méditerranéen (Royo et al., 2000).
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Figure 02 : Production mondiale du blé dur 2017-2018.




> En Algérie

En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systeme
alimentaire et dans I’économie nationale (Djermoun, 2009). La denrée alimentaire a base de
blé dur fournit 60 % des calories dans la ration alimentaire journaliere (Per Pinstrup, 1996).
Ces raisons conferent aux céréales le statut de cultures stratégiques. En Algérie, la production
de blé dur depuis 2012 jusqu’a 2015 a été évoluée de 15606925.8 Quintaux.

La production céréaliére en Algérie est extrémement fluctuante et elle est caractérisee par
I’extréme variabilit¢ du volume des récoltes, car elle reste sous 1’étroite dépendance des

conditions climatiques mais cela démontre aussi I’insuffisante maitrise de cette culture

(Djaouti, 2010).

I.1.4. Les contraintes de la production de blé dur en Algérie

Quelle soit irriguée ou pluviale, la céréaliculture algérienne connait de faibles rendements
attribués entre autre a des facteurs de stress abiotiques et biotiques. Le déficit hydrique,
I’irrégularité des précipitations et la salinité du sol représentent également des limites
importantes pour la croissance des plantes en Algérie (Riah et al., 2014). 1l existe d’autres
facteurs limitant liés a des mauvaises propriéteés physiques du sol et a une faible fertilité des
sols qui pourrait étre dérivé a des pratiques culturales inappropriées appliquées depuis
plusieurs années (Habtegebrial et al., 2007). De plus, il existe aussi les stress biotiques qui
sont ceux causés par les organismes phytopathogénes. Les principales maladies fongiques de

blé dur répandues en Algérie sont regroupées dans le tableau ci-dessous (Sayoud et al., 1999).
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Tableau 01 : Les principales maladies de blé

Maladies

Symptomes

Références

La rouille brune
(Puccinia recondita

f.sp. tritici).

Septoriose (Septoria

nodorum).

Helminthosporioses
(Pyrenophora tritici-

repentis).

Oidium (Erysiphe

graminis f.sp.tritici.)

Pourriture racinaire
(Bipolaris sorokiniana)

Petites pustules circulaires ou ovales de
couleur orange ou brune apparaissent sur la

face supérieure des feuilles.

Des taches ovales brunes sur les feuilles,
elles peuvent étre entourées d’une chlorose ou
d’un jaunissement périphérique. Les pycnides
sont de couleur brune claire moins apparente
que celles provoquées par la septoriose des
feuilles.

Des taches brunes ovoides de 3x5 mm
environ, entourées d'un halo chlorosé, ou a
bords paralléles entre 2 nervures avec en haut
et en bas de la tdche un point de chlorose plus
clair, la maladie s'étend a partir de semences
infectées ou de résidus de récolte.

Un duvet blanchatre ou gris pale sur les
limbes des feuilles basales, puis se
développent sur les feuilles des étages

supérieurs.

taches elliptiques, uniformément brun
fonce, graines infectée avec des points noire

(voir chapitre suivant).

Ezzahiri (2001).

Aouali et
Douici-Khalfi
(2009)

Lamari et al.,

(2005).

Ezzahiri, (2001).

Kumar et al., 2002
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I.1.5. La pourriture racinaire du blé dur causée par Bipolaris sorokiniana

1.1.5.1. La pourriture racinaire du blé dur

Les pourritures racinaires constituent une contrainte sérieuse sur le rendement du blé. Cette
maladie cause des milliards de dollars de pertes de récoltes dans le monde et ceci chaque
annee et conduise a des pénuries alimentaires dévastatrices. Elles sont a la fois causées par
des champignons qui vivent dans le sol naturellement, et qui peuvent attaquer le blé depuis
la mise en terre de la semence. Ces derniers s’associent pour attaquer le blé chaque fois que
cette culture se trouve soumise a un stress hydrique. Parmi ces agents phytopathogénes, le
complexe fongique du genre Fusarium (Fusarium culmorum ; Fusarium graminearum,

Fusarium avenaceam) et cochliobolus (Cochliobolus sativus).

1.1.5.2. Symptomatologie

L’agent causal de la pourriture racinaire du blé dur peut entrainer de nombreux symptémes
(Figure 3) selon I’organe attaqué. Il provoque des taches elliptiques, uniformément brun
foncé, 2 a 10 mm de longueur et pouvant étre bordées d’un halo jaune. Les Iésions foliaires
avaient une longueur de 1-2 mm ; plus tard ces lésions s’étendent rapidement et peuvent
atteindre quelques centimeétres (Acharya et al., 2011). Si les conditions climatiques sont
favorables, les 1ésions s’unissent en formant de large nécroses et induisent un desséchement
prématuré de la plante héte et le rendement grain est alors réduit considérablement (Mathre,
1987).

Les infections des racines et du collet peuvent étre trés séveres lorsque les plantes infectées
se dessechent sans produire de graines. La pourriture des racines et des collets et I’infection
des grains au niveau du germe qui est connue de « Black points » ou points noires sont

également les principaux symptémes de la maladie (Kumar et al., 2002).
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(Source : Kumar et al., 2002).

Figure 03. Principaux symptdmes de la pourriture racinaire. Lésions foliaires chez ’orge (A), blé (B), feuille
étendard de blé (C), pourriture racinaire (D), pourriture des collets (E), points noirs chez les graines (F), graines

saines (G).

1.2. L’agent pathogéne: Bipolaris sorokiniana

1.2.1. Morphologie

Dans la littérature plus ancienne, B. sorokiniana a été connu sous le nom de
Helminsthosporium sorokiniana (Sivanesan, 1990). Ce dernier a été divisé en trois genres
anamorphes : Bipolaris, Drechslera et Exherohilum avec le stade téléomorphe (stade sexué),
Cochliobolus, Pyrenophora et Setosphaeria respectivement (Krishnendu et al., 2011).
Plusieurs synonymes de I’anamorphe ont été utilisé: Helminthosporium sorokinianum,
Drechslera sorokiniana et Helminthosporium sativum (Maraite et al., 1998). Leur mycélium
est composeé des hyphes cotonneux de couleur blanche a noire grisatre selon la souche (Kumar
et al., 2002). Shoemaker (1959) a proposé le nom générique Bipolaris pour les espéces de

Helminthosporium avec des conidies fusibles, droites, ou courbées germant par un tube de




germination dans chaque extrémité (germination bipolaire). Subramanian (1971) a proposé
une clé d’identification des espéces de Bipolaris, dont la forme des conidiophore et des
conidiospores représente le principal critére de d’identification de B. sorokiniana. B.
sorokiniana est caractérisé par des colonies noires foncées dues a la présence de mélanine a
paroi épaisse. La forme des conidies est ovale (60-120 um x 12-20 pum) avec cing a neuf
cellules (Bashyal et al., 2010).

1.2.2. Taxonomie

Selon Acharya et al. (2011), la classification de B. sorokiniana apres la découverte du
stade sexué (C. sativus) est la suivante :
Regne: Fungi
Division: Ascomycotina,
Classe: Loculoascomycetes
Sous-classe: Agaricomycetidae
Ordre: Pleosporales
Famille: Pleosporaceae
Genre: Bipolaris

Espece: Bipolaris sorokiniana.
1.2.3. Sources d’inoculum

Les sources d’inoculum de B. sorokiniana dans la nature sont les graines infectées, les
résidus de culture infectés, les hotes secondaires et les conidies dormantes dans le sol qui sont
disséminées par le vent, la pluie ou I'eau d'arrosage, etc. (Dours, 2017).

1.2.4. Cycle biologique

B. sorokiniana peut survivre primitivement sous forme des conidies bruns-noires
(Acharay et al., 2011). La phase sexuée n'est pas importante dans le cycle de la maladie. Le
phytopathogéne héberge a la fois sous forme de conidies a I’extérieur et sous forme de
mycélium a ’intérieur des semences, des résidus de culture et sous formes des conidies
dormantes libres dans le sol (Reis, 1991). Selon Shaner (1981), lors de la germination des
semences infectées, 1'agent causal devient actif, c’est le point de départ de la maladie. Il germe
complétement en quatre heures, puis les hyphes a I’intérieure de cellules infectées passent
immédiatement et se répartissent vers toutes les cellules adjacentes pendant 24 heures ce qui

provoque la granularisation du cytoplasme de la cellule hote (Bisen et Channy, 1983). Le

0
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champignon se transmit plus tard vers le coléoptile avec une efficacité atteignant jusqu’a 87%
(Reis et Forcelini, 1993). Le développement maximal des symptdmes apparait quand les
feuilles restent humide plus que 18 heures avec une temperature dépassant 18°C (Couture et
Sutton, 1978).

Ascospores

— —*_,, Graine
7
Con/dles
@ @

Périthece

(Source : Dours, 2017).
Figure 04. Cycle de vie de Bipolaris sorokiniana.

1.2.5. Les méthodes de lutte
1.2.5.1. La lutte culturale

Cette lutte vise a limiter I’accroissement du taux de I’inoculum dans le sol, et protége les

stades précoces du blé.

Selon Lacroix (2002), la rotation des cultures vise a diminuer I’inoculum primaire dans le
sol. Elle est le moyen de lutte le plus utilisé contre les pourritures des racines et des collets du
blé. Une rotation culturale ou le blé alterne avec d’autres cultures non sensibles, aura un effet

positif sur la diminution du risque d’une infection hative. L’utilisation des semences saines

]
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(Caron, 2013) et L’¢limination des résidus de culture par incinération ou enfouissement

profond (Dill Macky et al., 2000).
1.2.5.2. La lutte chimique

Le traitement des semences avec des fongicides reste 1’une des méthodes les plus utilisées
en agriculture pour traiter les semences. Ces derniers devraient étre utilisés pour contrdler

certaines maladies.

Parmi les fongicides chimiques utilisés en Algérie pour lutter contre le Bipolaris
sorokiniana, le Dividend 030FS (Difénoconazole) qui est le plus répondu comme traitement
de semence, Vitaflo 280 (Carbathiine, Thirame) et Raxil PRO MD (Tebuconazole, métalaxyl

prothioconazole) ( Index phytosanitaires,2015).
1.2.5.3. La lutte biologique

La lutte biologique par l'utilisation de microorganismes antagonistes ou des substances
naturelles connait un intérét important (Rahman et al., 2007). Ces microorganismes utilisent
différents mécanismes pour lutter contre les agents phytopathogenes du sol. Les bactéries,
influencent de manieres bénéfiques sur la plante en la protégeant contre des infections causée
par les agents phytopathogenes appartiennent aux genres Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces et Agrobacterium (Haas et Defago, 2005). Salehpour (2005), a également
travaillé sur la lutte biologique contre B. sorokiniana et les résultats obtenus étaient trés
intéressants. Des résultats prometteurs obtenus par Neched (2015) et Ouyed (2015) avec des
traitements d’éthanol combinés aux ultrasons, mene a la réduction de la contamination par B.
sorokiniana tout en maintenant la germination des grains. Des traitements en utilisant des
substances naturelles ou composés commerciaux comme la chaux et 1’extrait de graines de

pamplemousse.
1.2.5.4. La lutte intégrée

D’aprées Bruno (1997), une lutte efficace contre la pourriture racinaire du blé doit combiner
différentes méthodes culturales d’une fagon raisonnée, I’utilisation des variétés résistantes, les
traitements chimiques et l’utilisation d’éventuels agents de la lutte biologique. Ce type de
lutte ne permet pas une éradication compléte d'une maladie mais permet de maintenir celle-ci

en dessous du seuil de nuisibilité.
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1.3. Les Actinobactéries
I. 3.1. Définition et caractéristiques

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses, a coloration de Gram positive
(Nanjwad et al., 2010). lls ont longtemps été considérés comme des champignons primitifs,
du fait de leur mycélium, souvent a la fois aérien et pénétrant dans le substrat nutritif, du fait
également de la fructification par sporanges libérant des spores chez un grand nombre d’entre
eux (Hasley et Leclerc, 1993 ; Horinouchi, 2002). La morphologie des différents groupes
d’actinobactéries est trés variable. Elle va de formes peu évoluées comme Mycobacterium, a
des formes tres évoluées comme celles du genre Streptomyces qui forme un véritable
mycélium non fragmenté et sporulant (Smaoui, 2010). Ces microorganismes sont capables de
coloniser la rhizosphere grace a leurs caracteres antagonistes et compétitifs vis-a-vis des
autres microorganismes du sol. Certains sont connus pour leur production de sidérophores qui
permettent de chélater le fer et I’individualiser des autres microorganismes (Coa et al., 2005 ;
Getha et al., 2005).

De plus les actinobactéries sont connus par leur capacité de produire des antibiotiques qui
leur permettent d’inhiber la croissance des agents phytopathogenes (El-Tarabily et
Sivasithampar, 2006). Certains d’autres sont parasites de champignons en produisant des
enzymes qui leur permettent de dégrader la paroi des cellules fongiques ; le parasitisme des
mycélia de champignons par les actinobactéries a été décrit dans plusieurs travaux (El-
Tarabily et Sivasithampar, 2006). Tréjo-Estrada et al. (1998) ont montré une corrélation entre
la production d’antibiotiques dans le sol et I’efficacité des actinobactéries dans la lutte contre

les agents phytopathogenes.
1.3.2. Taxonomie des actinobactéries

La classe des Actinobacteria est divisée en 5 sous-classes Chacune de ces sous classes
est constituée d'un ou de plusieurs ordres eux-mémes constitués d'une ou de plusieurs
familles. Dans la sous-classe des Actinobacteridae, I'ordre des Actinomycetales est subdivisé
en 10 sous-ordre (Stackebrandt et al., 1997 ; Labeda et Kroppenstedt, 2000 ; Stackebrandt et
Schumann, 2000), 193 genres et plus de 1 711 especes. D’apres Lechevalier et Lechevalier

(1965), la classification du genre Streptomyces s’établi comme suit :

Y
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Ordre : Actinomycetales.
Classe ; Actinobacteria.
Sous- Ordre Streptomycineae.
Famille : Streptomycetaceae.
Genre : Streptomyces.

1.3.3. Propriétés genérales des actinobactéries

1.3.4. Morphologie

Les filaments mycéliens qui peuvent produire des spores, soit uniques (Micromonospora),
soit en chaines (Streptomyces), soit groupées dans des sporanges (Actinoplan). D’autres
structures morphologiques sont observées chez certaines espeéces d’actinobactéries a savoir:
des sclérotes pour le genre Chainia, des synnemas (ou corémies) pour les Actinosynnema et
des veésicules, différentes des sporanges, chez les Frankia et les Dactylosporangium (Neyra,
1992). L’analyse des hyphes des actinobactéries par imagerie révele la présence de deux
catégories de filaments, boulette et les hyphes dispersés. Les hyphes dispersées sont divisées
en deux formes « Librement dispersées » et « Mycélium touffes ou agrégats » (Cox et al.,
1998). La premiere forme (pellet), est un agrégat de plusieurs hyphes enchevétrés, leurs
diametres peuvent varier de plusieurs micrométres a plusieurs millimetres. La seconde forme

des hyphes indépendants dispersés (Cox et al., 1998).
» Mycélium aérien (MA)

Le mycélium aérien peut étre stérile, fragmenté ou sporulant. Les spores sont
généralement non mobiles ou parfois mobiles, isolées ou regroupées par deux, par quatre ou
en chaines plus ou moins longues. Les spores peuvent étre sessiles ou portées par des
sporophores courts ou longs ou encore formées anarchiqguement sur le MA. Chez le genre
Streptomyces, les chaines de spores peuvent étre droites a flexueuses (type RF = Rectus
Flexibilis), en crochets ou en boucles fermées (RA = Retinaculum Apertum) ou encore
spiralées (type S = Spira). La surface des spores peut étre lisse, rugueuse, épineuse ou
chevelue. Quelques genres d’actinobactéries possédent des structures particulieres, comme

les sporanges, les sclérotes, les synnemata ou les endospores (Toumatia, 2010).

» Mycélium du substrat (MS)

u
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Le MS peut étre stérile ou non, fragmenté ou persistant. Il peut produire ou non des

spores (mobiles ou non) ou des sporanges.
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Figure 5. Morphologie des hyphes en croissance dans le milieu liquide (A) (Almaris, 2007) et solide (Zermane,
2008) (B).

1.3.5. Physiologie et écologie

Physiologiquement et écologiquement, il existe deux groupes d’actinobactéries. En
premier lieu, les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, illustrées par le
genre Actinomyces. Ces organismes sont des saprophytes obligés des cavités naturelles de
I’homme et des animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le sol (Mariat et
Sebald, 1990). En second lieu, les formes oxydatives, aérobies, tels que les Streptomyces ou le
sol est leur réservoir principal et a partir duquel elles sont disséminées, en particulier dans
I’air (Reponen et al., 1998). Les Streptomyces disséminés dans les eaux douces et salées,
s’adaptent en formant des spores résistantes caractérisées soit par une psycrophilie, soit par
une halophilie ou par une barotolérance (Mincer et al., 2002; Zaitlin et al., 2003). Certains
genres d’actinobactéries ont été isolés a partir des composts (lacey, 1997; Song et al., 2001).
Quelques espéces d'actinobactéries sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-
Gourgaud, 1985). Le genre Frankia s’intégre aux racines, fixe I’azote et joue un role dans la
protection des plantes contre les pathogénes (Sardi et al., 1992; Thirupl et al., 2001).

En général, les actinobactéries sont des chimoorganotrophes utilisant une grande variété de
sources d'énergie y compris les polyméres complexes. Mais plusieurs espéces sont capables
aussi de croissance chimioautotrophique utilisant 1’oxydation de 1’hydrogéne comme source

d’énergie et le gaz carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990).
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1.3.6. Cycle de vie

Le cycle de vie de nombreux actinobactéries commence par la germination des spores,
processus qui nécessite la présence des ions de calcium. Cette germination donne naissance a
un mycelium primaire ramifié (O'Gara et al., 2008). Un mycélium aérien vient de se dresser
au-dessus du mycélium de substrat. En effet ce dernier 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).

A DI’extremité du mycélium aérien se forme des spores asexuées a paroi fine appelées
conidies ou conidiospores, ces spores naissent par séptation du mycélium primaire
habituellement en réponse a un stresse d’environnement (manque de nutriment). Si les spores
sont localisées dans des sporonges, on les appelle des sporongiospores. Généralement ces
spores ne sont pas résistantes a la chaleur, mais résistent bien a la dessiccation et ont de ce fait
une importante valeur adaptative, les actinobactéries sont immobiles, excepte pour les spores

de certain genres (Actinoplan, Spirillospora, etc.) (Prescott et al., 2010).
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Figure 6 : Cycle de développement des actinobactéries sur milieu solide.

1.3.7. Interaction Plante — actinobactéries

(1
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1.3.7.1. Les actinobactéries rhizospheriques

Dans le sol relativement sec, humique et calcaireux les actinobactéries représentent la
fraction dominante de la microflore avec des cellules viables de 1’ordre de 106/g sol
(Goodfellow et Williams, 1983). Cependant dans les sols submergés, anaérobiques ou acides
le nombre est relativement faible 102/g sol sec. Williams et Wellington (1982) ont rapporté
que parmi les actinobactéries 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%.
Souvent, un nombre important d’actinobactéries est rencontré dans la rhizosphere que dans le
sol environnant, il dépend de I’espéce et de 1’age de la plante (Goodfellow et Williams, 1983).
L’effet rhizospherique est exprimé par le ratio R: S (Rhizosphére: Sol). Par exemple, le mais
et la feve abritent de 10 a 18 fois plus d’actinobactéries dans leur rhizosphére par rapport au
sol avoisinant (Abraham et Herr, 1964). Le R: S des plantes sahariennes varie de 16 a 50
(Watson et Williams, 1974). Le pourcentage des actinobactéries producteurs d’antibiotiques
est significativement plus élevé chez les isolats rhizospheriques, par comparaison avec ceux

du sol avoisinant (Basil et al., 2004).

1.3.7.2. Les actinobactéries endophytes

Le terme “endophyte” sous-entend un microorganisme capable d’entrer a I’intérieur d’une
plante et d’y survivre au moins une partie de sa vie sans provoquer de symptomes apparents a
son hote végétal. Cette définition correspond a la définition de Hallmann (2001) pour les
bactéries endophytes et inclut également les microorganismes de nature fongique. Certaines
effets dans la promotion de la croissance des plantes de ces endophytes peuvent méme former
des symbioses remarquables avec les plantes comme c’est le cas avec les genres Rhizobium
(Sessitsch et al., 2002) et Burkholderia dans les nodules des Fabacées (Moulin et al., 2001 ;
Chen et al., 2003 ; 2005 ; 2006). Les actinobactéries liberent les cytokinines (Kraigher et al.,
1991), des gibbérellines (Gogala, 1971) ou de I’éthyléne (De Vries et al., 1987).
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1.3.8. Mécanismes impliqués dans la biocontrole et I’effet PGPB

Dans le sol, I"activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous I"influence
des racines, la rhizosphere, qui contient plus d"un million de microorganismes par gramme de
sol. Les micro-organismes trouvent en effet dans ce milieu les substrats énergétiques libérés
par les racines et nécessaires a leur métabolisme: sucres, acides aminés, acides organiques,
hormones, etc. Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables
de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniere bénefique la
plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents
phytopathogénes. Ces bactéries sont alors reprises sous le terme PGPB (Plant-Growth-

Promoting-Bacteria) (Raaijmakers et al., 2002 ; Cavaglieri et al., 2005).
1.3.9. Mécanismes impliqués dans le biocontrole
» Production des enzymes lytiques

Les actinobactéries bénéfiques synthétisent des chitinases, des glucanases, cellulases,
protéases, pectinases, des peroxydases (Tokala et al., 2002) et des glutaminases (Divya Teja
et al., 2014). Des especes 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 dégrader I’amidon (Hasegawa et al., 2006). La production
d’enzymes chitinolytiques par Streptomyces albovinaceus, S. caviscabies, S. griseus, S.
setonii et S. virginiae est considérée comme 1’action antagoniste la plus efficace dans le
contréle 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 synthése des peptides (Thumar et Singh, 2007).

» Production des sidérophores

Le fer est le microélement le plus important utilisé par les bacteries et il joue également le
réle de cofacteur de nombreuses enzymes et protéines (Djibaoui et Bensoltane, 2005). Il 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 la croissance des bactéries et des plantes. Les

sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire secrétées par de nombreux
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champignons et bacteéries, tel que les streptomycetes (Muller et al., 1984), en réponse a la
carence en fer (Pérez-Mirinda et al., 2007). lls solubilisent et transportent le fer vers la cellule
microbienne a travers des récepteurs spécifiques (Cabrera et al., 2001; Sridevi et al., 2008).

» Production de I’Acide cyanhydrique (HCN)

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

naturelle (Lemanceau, 1991).

» Production d’antibiotiques

Les actinobactéries sont considérées comme des candidats idéaux pour la recherche de
divers composés intéressants en industrie pharmaceutique, alimentaire, agricole et autres. A
titre d’exemple, Sanglier et al. (1993) signalent que, durant les années 1988-1992, plus d’une
centaine de métabolites bioactifs ont été découverts. En effet, des composés aux propriétés
trés variées peuvent étre synthétisés tels que les antibiotiques, Les actinobactéries occupent la
premiére place comme fournisseurs de substances bioactives, Ces antibiotiques, dont 40%
possedent des activités antifongiques, ont des structures chimiques trés variées, De plus, au
sein du groupe des actinobactéries, le genre Streptomyces produit a lui seul plus de 7 600
composés bioactifs, soit environ 36% de toutes les molécules d’origine microbienne, et 80%
de toutes les molécules d’origine actinobactérienne (Solecka et al., 2012).

1.3.10. Les microorganismes de lutte biologique les plus utilisés

Plusieurs microorganismes ont été utilisés dans le contr6le des maladies phytopathogénes

(Errakhi, 2008). Le tableau ci-dessous récapitule quelques agents de biocontrole
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Tableau 02. Agents de la lutte biologique utilisés pour la lutte contre des agents phytopathogénes (Errakhi,
2008).

Agent de biocontrole Agents phytopathogenes Mécanisme (s) d’action
cibles
Streptomyces sp.Di-944 Rhizoctonia solani Antibiose
Streptomyces sp. 93 Pythium, Aphanomyces, Antibiose
phytophtora,
Rhizoctonia et Fusarium spp.
Streptomyces Streptomyces scabies Antibiose
diastatochromogenes pon Compéetition
SSll

1.3.11. Induction des systémes de résistance de la plante hote

Des microorganismes de lutte biologique sont capables de déclencher une résistance
systémique induite (ISR) chez la plante hote, ce qui peut rendre I’hote plus résistant a
I’agression future par des agents pathogénes (Jijakli, 2003). L’induction des systemes de
résistance chez la plante a été démontrée pour la premiéere fois par Kempe et Sequira (1983).
Ces derniers ont remarqué que des pré-traitements par des bactéries ont protégé des tubercules
de pomme de terre des infections de Pseudomonas solanacearum.

Le microorganisme antagoniste peut consister en une souche avirulente occupant la méme
niche écologique qu'un agent pathogene. L’induction des systémes de résistance se manifeste
par des modifications au niveau de la composition des parois cellulaires ou la libération des
éliciteurs. Ces derniers sont des substances qui stimulent les mécanismes de défense de la
plante. Celle-ci produira alors des phytoalexines et des protéines PR qui lui conférent une

résistance systémique (Agrios, 1988; Toussaint, 1996).
1.3.12. Mécanismes impliqués dans I’effet PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria)
» Solubilisation des phosphates inorganiques

Le phosphate est le deuxieme élément nutritif le plus important a coté de l'azote. La
fonction la plus importante du phosphate dans le systéme végétal est le stockage de I'énergie.
Il existe dans la nature sous une variété de formes organiques et inorganiques insolubles. La
disponibilité en phosphate dans le sol est faible en raison de la fixation sous forme de

3

L7




Revue bibliographique

phosphates insolubles de calcium, I'aluminium et le fer. Pour cette raison, la carence de
phosphate est un symptdme trés fréquent sur les plantes. Les actinobactéries solubilisant le
phosphate sont les candidats potentiels pour la dissolution des phosphates inorganiques
(Rodriguez et Fraga, 1999; Singh et Kapoor, 1994). Cependant, les informations sur les
actinobacteries qui solubilisent le phosphate sont rares et la recherche est faite pour explorer

les voies de solubilisation de phosphate par les actinobactéries.

» Libération de ’ammoniaque

Parmi les éléments nutritifs nécessaires, et celui qui est le plus souvent limitant pour la
croissance des plantes est I’azote. La majeure partie de cet ¢lément se trouve sous forme
d’azote gazeux (N2) inaccessible aux plantes (Pujic et Normand, 2009). L’azote représente
environ 2% de la matiere séche 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. Elles absorbent I'azote disponible dans le sol par leurs racines
sous la forme dammonium et de nitrates. La biodisponibilité limitée de l'azote et la
dépendance de la croissance des cultures de cet élément ont donné naissance a une industrie
massive des engrais a base de ’azote dans le monde entier (Dobermann, 2007; Westhoff,
2009). Plusieurs recherches ont montré que les actinobactéries ont des effets bénéfiques sur
les plantes, en procurant a la plante I’azote sous forme d’ammonium par leurs associations

avec les légumineuses et certaines graminées (Benmati et al., 2012).
» Production des phytohormones

Les actinobactéries sont capables de produire des phytohormones tel que les auxines, les
gibbérellines ou 1’éthyléne (Ahmad et al., 2005). Parmi les auxines, 1’Acide Indole-3-
Acétique (AIA) joue un rdle essentiel dans la croissance et le développement des plantes
(Ghosh et Basu, 2006). L’ AIA influence plusieurs parameétres physiologiques chez la plante, a
savoir 1’¢longation et la division cellulaire, la dormance apicale, la différenciation des tissus
vasculaires, la production d’éthyléne, I’initiation racinaire (Keyeo et al., 2011) et la
prolifération racinaire aboutissant (Figure 07) ainsi a une meilleure disponibilité en eau et en
nutriments (Ashrafuzzamann et al., 2009). Selon Matsukawa et al. (2007), chez de
nombreuses espéces de Streptomyces, I’AIA stimule la formation du mycélium et améliore

également la production des antibiotiques.
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Figure 07. Réles de I'AlA dans I'amélioration de la croissance des plantes (Khan et al., 2009).

1.3.13. Intérét des actinobactéries
> Intérét des actinobactéries dans le domaine médical et vétérinaire

Les actinobactéries produisent de nombreuses molécules bioactives, en particulier les
antibiotiques, utilisés en thérapie humaine et vétérinaire (Solanki et 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 décrites 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’élevage industriel des animaux comme additif nutritionnel
(Schwarz et al., 2001).

» Intérét des actinobactéries dans le domaine agronomique

Les actinobactéries jouent un réle important dans la fertilisation des sols. lls interviennent
dans la biodégradation des composés organiques récalcitrants et difficilement ou non
dégradables par les autres microorganismes comme les polymeres complexes, les
polysaccharides, les lignocelluloses et la chitine (Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams,
1983). Les actinobactéries sont connus aussi pour leur pouvoir PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). lls solubilisent quelques minéraux insolubles présents dans la

rhizosphére tel que le phosphore et ils sont capables de produire certaines phytohormones (tel
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que I’acide indole 3-acetique, AlA) et des siderophores (Merckx et al., 1987; Leong 1996;
Khamna et al., 2009; Solans et al., 2011).

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

Barakate et al., 2002; Meklat, 2004; El- Tarabily et Sivasithampar, 2006).

» Les biopesticides microbiens

Tout comme les autres agents de lutte biologique, les biopesticides microbiens sont
écologiquement beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité
accrue vis-a-vis des pathogénes contre lesquels ils sont dirigés. Ils sont par conséquence
moins dommageables pour les organismes non ciblés de la microflore endogéne qui exerce
une action bénéfique sur les plantes. De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en
faibles quantités et leurs activités protectrices peuvent relever de mécanismes multiples et
déclenchent donc rarement des phénomenes de résistance chez le pathogéne a cause d"une
faible pression de sélection. Les biopesticides peuvent donc étre complémentaires au
traitement chimique (Adam, 2008).

» Exemples de quelques biofongicides a base d’actinobactéries

Les Streptomyces sont les candidats les plus potentiels pour I’utilisation en lutte
biologique. Environ 60% des antifongiques naturels développés en agriculture ont pour
origine des actinobactéries du genre Streptomyces (Tanaka et Omura, 1993). Nous citons ci-

dessous deux types de biofongicides formulés a base de Streptomyces.

> Actinovate®

Actinovate est un biofongicide produit a base de Streptomyces lydicus, la bactérie forme
une barriére aux maladies en secrétant des produits de défense autour du systéme racinaire. Il
contrle la fonte des semis, les maladies racinaires (causées par Pythium, Phytophtora,
Fusarium et Rhizoctonia) et foliaires (botrytis, mildiou). L’association de 1’actinobactérie

avec les racines de la plante favorise 1’absorption des minéraux et stimule la croissance.

Y



Revue bibliographique

> Mycostop®

Le mycostop est un produit commercial synthétisé par Streptomyces griseoviridis K61 et
Streptomyces lydicus WYEC 108. Il est utilisé dans le traitement des maladies causées par
Phytium sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp. Et Phytophtora sp. (Rugthaworn et al., 2007). Un
outil fiable pour contr6ler la fonte des semis, les maladies racinaires et les flétrissements.

Il stimule la croissance de la plante, induit les mécanismes de défense des plantes efficaces
dans les milieux de cultures organiques et de synthése. Il est autorisé en horticulture
biologique compatible avec les programmes de lutte biologique et intégrée. Pas de risque de
résistance. Il a un effet persistant sur 1’entiéreté de la plante et surtout, sans danger pour 1’étre

humain, I’environnement et les auxiliaires (Verdera, 2009).
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1. Matériel et méthodes

1. Matériel Biologique
> Blé

La variété de blé dur Vitron a été utilisee comme matériel végétal. Elle est d’origine de
I’Espagne mais elle a été demandée et introduite par la Station Expérimentale Agricole de
I’Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) de Sétif en 1997 (ITGC, 2016). La variété
Vitron se caractérise par une épiaison précoce, un rendement élevé, poids de milles grains
élevé, une bonne qualité semouliére, une bonne résistance au mitadinage avec une teneur en
protéine de 13.5%. Elle est résistante a oidium, moyennement sensible a la septoriose et
sensible a la rouille brune et les pourritures racinaires (ITGC, 2016). Nous avons choisi la
variété Vitron parce qu’elle est la plus cultivée par les agriculteurs dans la Wilaya de

Laghouat.
» L’agent phytopathogéne

La souche de Bipolaris sorokiniana utilisée dans notre étude a été isolée prealablement a
partir des collets infectés de blé présentant les symptémes typique, de B. sorokiniana. Apres
I’identification de B. sorokiniana, elle a été purifiée sur un milieu PDA (Potato Dextrose

Agar) et conservée a 4°C (Tigari, 2017).

Figure 08. A. Aspect cultural d’une colonie de Bipolaris sorokiniana sur milieu PDA, B. spore de B.

sorokiniana en germination bipolaire.
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> Les souches d’actinobactéries

Douze souches d’actinobactéries sont utilisées dans notre étude. Ces dernieres ont été
isolées auparavant a partir des racines de plusieurs plantes spontanées sahariennes et a partir
du sol saharien. Elles ont été purifiées sur milieu de culture ISP2 et identifiées au niveau du
laboratoire de microbiologie de 1’université de Laghouat. Ces actinobactéries ont fait 1’objet
de plusieurs travaux de mémoires d’Ingénieurs d’Etat et de Master en agronomie. Le tableau

ci-dessous représente 1’origine d’isolement et le genre de ces souches d’actinobactéries.

Tableau 03. Origine d’isolement des souches d’actinobactéries.

Souche Origine d’isolement Genre

AP4 Aristida Pungens Streptomyces
AR?2 Astragalus armatus Streptomyces
SN6 Solanum nigrum Streptomyces
MB22 Sol saharien de Ghardaia Nocardiopsis
ML1 Medicago laciniata Streptomyces
ML2 Medicago laciniata Streptomyces
PT2 Panicum turgidum Streptomyces
SG20 Sol saharien Streptosporangium
MB23 Sol saharien Nocardia sp.
TL4 Terfezia leonis Streptomyces
TL8 Terfezia leonis Streptomyces
ZP1 Sol de Laghouat Streptomyces

3. Etude des mécanismes impliqués dans le biocontrole
3.1. Activité d’antibiose (Méthode des stries croisée)

L’activité antifongique des souches d’actinobactéries est évaluée par la méthode des stries
croisées sur le milieu ISP2 décrite par (Zitouni et al., 2005). Cette méthode consiste a
ensemencer la souche d’actinobactérie en un seul trait a la surface du milieu solide et en
bordure de la boite de Pétri. Apres incubation de I’actinobactérie, pendant 7 jours a 30°C, les
trois champignons Fusarium graminearum, F. culmorum et B. sorokiniana ont été
ensemencés en stries perpendiculairement a 1’actinobactérie et ré-incubés a 25°C pendant 5
jours. La lecture des résultats se fait en mesurant la distance d’inhibition (absence de
croissance du champignon) entre les bordures de la souche du champignon cible et de la

souche d’actinobactérie a I’aide d’un pied a coulisse.
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Figure 09 : La méthode de stries croisées pour le test d’antibiose.

3.2. Production des enzymes lytiques

Parmi les propriétés les plus significatives des actinobactérie leur aptitude a synthétiser de
tres nombreux métabolites bioactifs, parmi lesquels les enzymes, qui aprés les antibiotiques
sont les produits les plus importants (Lopes et al., 1999).

3.2.1. Production des protéases

Pour tester la capacité des souches d'actinobactéries a produire des protéases, la méthode
décrite par Hariprasad et Niranjana (2009) a été suivie. Le principe de ce test consiste a
déposer un disque gélosé de 6 mm de diamétre d’une culture active de chacune des souches
étudiées a la surface du milieu de culture SMA (Skim Milk Agar). Les boites ont été ensuite
incubées a 30°C pendant 5 jours.

L'activité protéolytique se traduit par la présence ou l'absence d'un halo clair autour des

colonies.
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3.2.2. Production des cellulases

Ce test permet de déterminer la capacité des souches d’actinobactéries a produire des
cellulases en suivant la méthode décrite par Hendricks et al. (1995). Le test consiste a
ensemencer un disque gélosé de 6 mm de diamétre d’une culture active de chacune des
souches étudiées a la surface du milieu ISP9 (International Streptomyces Project) qui contient
le CMC (Carboxy-Methyl-Cellulose) comme une seule source de carbone. Nous avons
effectué la méme manipulation comme décrit précédemment pour le témoin qui ne contient
pas de CMC.

Le résultat positif qui concerne la production cellulolytique se traduit par un halo clair

autour des colonies bactériennes.
3.3. Production des sidérophores

D’aprés la méthode décrite par Schwyn et Neilands (1997), deux milieux de culture ont éte
utilisés: AIM sans fer utilisé comme témoin et le milieu CAS-bleu agar (Chrome Azurol S)
pour étudier la production des sidérophores par les souches d’actinobactéries.

Un disque gélosé de la culture active de 6 mm de diamétre deéposé a la surface du milieu de
culture (4 souches/ boite), et incubé a 30°C pendant 5 jours. Aprés I’incubation, un
changement de couleur du bleu a 1’orange apparait autour de la colonie productrice de
sidérophores. Le changement de couleur est di au transfert des ions ferriques du CAS vers les
sidérophores.

La culture des actinobactéries sur milieu AIM permet de déterminer leur dépendance au

fer. L'absence de croissance indique que l'actinobactérie dépend de fer pour sa croissance.

Figure 10. Photographie montrant le test de sidérophores chez les isolats MB22, ML2, PT2 et SG20.
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3.4. Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

La production de ’HCN est déterminée selon la méthode de Lorck (1948). Les isolats
d’actinobactéries ont été ensemencés sur le milieu Bennett additionnée de glycine (4,4 g/l).
Des feuilles de papier Whatman N°01 (bandelettes de 8 cm) ont été imprégnés d’une solution
de picrate de sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium anhydre),
déposés au fond du couvercle de la boite. Celle-ci est scellée avec du papier parafilm et
incubée a 30°C pendant 7 jours.

Le résultat positif se traduit par le virage du papier Whatman du jaune vers une couleur

orange a marron.

pétri

[ Une boite de

Solution de picrate
de sodium

stérile

[ Papier Whatman

Souches
d’actinobactérie

Figure 11. Protocole expérimental de la production de ’'HCN selon la méthode de Lorck (1948).

4. Etude de quelques mécanismes impliqués dans I’effet PGPB
4.1. Solubilisation des phosphates inorganiques

La méthode décrite par Gaur (1990) permet d’évaluer la capacité des souches
d’actinobactéries a solubiliser différentes sources des phosphates inorganiques sur milieu
Pikovskaya (PVK) contenant du Caz(POa),, AIPO4 0u bien le FePO, comme seules sources de
phosphate inorganique (Pikovskaya, 1948). Des explants de 6 mm de diamétre d’une culture
active de la souche étudiée sont ensemencés a la surface du milieu PVK puis incubé a 30°C
pendant 5 jours. Le diametre du halo transparent autour de la colonie indique la solubilisation
des phosphates inorganiques par la souche d’actinobactérie.
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4.2. Production de phytohormones
4.2.1. Production de ’acide indole-3-acétique (AlA)

La production de I’acide indole acétique a été determinée sur le milieu d’extrait de levure
YT (Yeast Extract Tryptone Agar) additionné de L-tryptophane (1 g/l) (Penrose et Glick,
2003). Les isolats d'actinobactéries sont ensuite ensemencés dans des fioles d’Erlenmeyer de
250 ml contenant chacune 50 ml de bouillon YT avant de les mettre en une incubation a 30 C°
pendant 05 jours sous agitation modeérée en shaker (200 tours/mn ).

Le dosage colorimétrique est réalisé selon la méthode de Loper et Scroth (1986). Les
cultures sont centrifugées a 4000 tours pendant 20 min, 01 ml du surnageant est mélangé
ensuite a 2 ml du réactif de Salkowski. L’apparition de la couleur rouge indique la production
du groupe indole par la souche. La densité optique (DO) est mesurée a 530 nm a 1’aide du

spectrophotometre.

Figure 12. Photographies montrant les étapes expérimentales du test de production de 1’acide indole-3-
acétique (AIA) A : Ensemencement des actinobactéries. B : Incubation en shaker. C : Centrifugation (400 rpm)

D : Addition du réactif de Salkowski ; E : Conservation a 1’obscurité.
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Pour confirmer que les composé€s a groupement indole sont représentés par 1’AlA, une
chromatographie sur couche mince (CCM) sur plaque de gel de silice est effectuée. Des spots
de 20 pl des extraits sont déposés parallélement a un témoin représenté par I’AIA pur. La
migration est effectuée dans un systtme de solvant composé d’acétate
d’éthyle/chlorophorme/acide formique (55/35/10, v/v/v). Apres saturation des cuves, les
plaques sont séchées a 60°C pendant 30 min et pulvérisées par le réactif d’Ehmann pour
induire une fluorescence des taches d’AIA sous lumiére UV (a 254 nm). Les taches d’AIA

sont localisées par rapport a celle de I’AIA pur.
4.2.2. Libération de ’ammoniaque

Ce test est réalisé selon la méthode de Capuccino et Sherman (1992). Il consiste a
ensemencer la suspension bactérienne dans 50 ml d’eau peptonée (EP). Les cultures sont
mises en une incubation a 30°C pendant 7 jours en agitation permanente (200 tours/mn).
Deux millilitres du réactif de Nessler dans chaque tube sont ensuite ajoutée. Le
développement d’une couleur jaune brunéatre ou orange indique la libération de I’ammoniaque

(NH3). La densité optique (DO) est mesurée a 450 nm a 1’aide du spectrophotometre.
4.2.3. Production de I’acide gibbérellique (AG3)

La production de I’acide gibbérellique (AG3) est étudiée selon la méthode de Khamna et
al. (2010). Il consiste a ensemencer la suspension bactérienne dans 50 ml de bouillon ISP2.
Aprés incubation a 30°C pendant 7 jours en agitation permanente (200 tours/mn), les cultures
sont centrifugées a 4000 tours durant 30 min et le surnageant obtenu est acidifié & pH 2,5 puis
centrifugé a nouveau de la méme manicre. L’extraction de I’AG3 du surnageant des cultures
est effectuée par un volume égal d’acétate d’éthyle dans une ampoule a décanter. Un dosage
photométrique de I’AG3 contenu dans la phase organique est effectué. Un millilitre d’une
solution d’acétate de zinc a 10% (m/v) et 1 ml d’une solution de ferrocyanide de potassium
1% (m/v) sont ajoutés a 7,5 ml a I’extrait de ’acétate d’éthyle avant d’étre centrifugés 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 I’obscurité avant de subir une mesure de la densité

optique a une longueur d’onde égale a 254 nm a I’aide d’un spectrophotométre.
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4. Formulation des biofongicides et efficacité de biocontrole et de I’effet PGPB

Les deux meilleures souches sont retenues pour inclure leurs spores sous forme des
biofongicides contre B. sorokiniana et pour voir leur effet PGBP sur les plantes de blé dur
(Nia et Chouieb, 2012).

4.1. Préparation des suspensions de spore

Les souches d'actinobactéries ont été cultivees sur milieux de culture ISP2, pour une
incubation de 5 jours a 30 C°. Par la suite, les spores ont été récupérées a I'aide d'une solution
tensioactif de tween 80 a raison 0.05%. Un volume de la solution de récupération a été mis
dans la boite de Pétri avant d'effectuer un raclage des spores a l'aide d'une anse en platine en
conditions d'asepsie afin d'éliminer toute possibilité de contamination. La concentration des
suspensions meéres sont déterminées par comptage a 1’aide d’une cellule de Thoma. Les
suspensions de spores ont été ensuite ajustée & ~ 10° UFC/ ml, tout en utilisant la méme

solution aqueuse comme agent diluant.

Figure 13. Protocol expérimental de la préparation de suspension des spores.

A. Tapis de spore d’actinobactéries ; B. L'ajoute de Tween 80 ; D. Raclage de la surface de culture ;

E. Suspension des spores ; suspension des spores.
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4.2. Inclusion des spores dans des billes d’alginate de sodium

Une solution d’alginate de sodium est préparée par dissolution de 4,66 g d’alginate de
sodium dans 200 ml d’eau distillée stérile bouillante. Dix millilitres de la suspension de
spores sont ensuite ajoutés aseptiquement a la solution d’alginate de sodium et homogénéisés
délicatement. Le mélange est ensuite transformé en billes a I'aide d'une pompe péristaltique
sur laquelle a été placé une aguille de 0,6 mm de diameétre ( Zaamom et al., 2016).

Les billes sont directement récupérées dans une solution de chlorure de calcium (CaCl,) a
0,2 molaire sous agitation permanente. Les billes ont été ensuite rincées trois fois a I'eau

distillée stérile puis séchées sous hotte microbiologique pendant 5 jours.

4.3. Formulation des spores en poudre de talc

Seize grammes de poudre de talc et 4 g d’argile verte stériles sont mélangés avec 10 ml de
la suspension de spores de 1’actinobactérie. La "boue" obtenue est mélangée énergiquement a
I’aide d’une baguette en verre pour homogénéiser la répartition des spores avant d’étre
séchées pendant 48 h sous hotte microbiologique a flux laminaire. Les grumeaux obtenus sont
ensuite pilonnés dans un mortier en porcelaine stérile, La poudre contenant les spores de
I’actinobactérie est récupérée par tamisage a un diameétre de 0,2 mm a 1’aide d’un tamis
pédologique stérile. Les spores ainsi formulées en poudre mouillable sont ensuite conservées
a4°C.

4.4. Application in vivo des biofongicides formulés

Les spores formulées ont été utilisé pour réaliser un screening in vivo dans des pots
contenant un sol stérile et non stérile, afin de tester leur efficacité dans le biocontrole de la
pourriture racinaire causée par B. sorokiniana et dans la promotion de la croissance des
plantules de blé dur.

L’¢évaluation de I’aptitude de chacun des biofongicides formulés a réduire I’incidence de la
pourriture racinaire causée par B. sorokiniana sur le blé a été réalisée selon un dispositif de
randomisation totale dans des conditions contrdlées sous serre au niveau de département de
sciences agronomiques. Cing répétitions ont été effectuées pour chaque traitement. Les
graines de blé sont d’abord désinfectées. Dix graines de blé sont ensuite déposées pour chaque

pot.
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Les granules d’alginate de sodium et d’alginate de Na-argile verte, formulées sont ajoutés a
raison de 1 g/Kg et 5g/Kg de sol respectivement puis homogeénéisés a 1’aide d’une hélice
pédologique. Les traitements réalises sont les suivants:

a- Controle négatif (-): des graines de blé désinfectées sont semées dans des pots non
infectées.

b- Contr6le positif (+): des graines de blé désinfectées sont semées dans des pots infectées par
B. sorokiniana.

c- Essai de biocontrdle: des graines de blé désinfectées sont semées dans un sol inoculé par
I’agent phytopathogene et par les différentes formes de biofongicides formulés a base des
spores des deux isolats.

d- Traitements chimique et biologique de référence: des graines traitées par un fongicide
chimique (Dividend®) et un biofongicide (Sérénade® ) sont semées dans des pots infectés.

Apres 6 semaines de culture, I’incidence de la pourriture racinaire et du collet causée par
B. sorokiniana ainsi que les paramétres de croissance de I’effet PGPB sont évalués.
L’incidence de maladie est évaluée par le systeme de notation selon une échelle de couleurs
décrit par Khan et al. (2006): 0, pas de maladie; 1, nécrose brune trés légere; 2, nécrose brune

Iégére a modeérée; 3, nécrose brune étendue et 4, nécrose noire étendue.

5. Analyses statistiques
L’analyse statistique des résultats obtenus dans notre étude a été faite par un logiciel

CoStat version 6.400. Les figures sont réalisées par Excel 2007.
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Partie I11. Résultats et discussion

Notre travail a pour objectif 1’étude de la capacité de douze isolats d’actinobactéries a
produire des enzymes lytiques, a solubiliser des phosphates inorganiques, a libérer
I’ammoniaque, et & produire des phytohormones (AIA et AG3).

Nous nous somme intéressé aussi a la préparation d'un biofongicide a base des spores des
souches d'actinobacteries les plus intéressantes, et d’évaluer leur potentiel dans le biocontrole
de la pourriture racinaire, causée par B. sorokiniana et leur effet PGPB sur des plantules de
blé dur.

1. Etude de quelques mécanismes impliqués dans le biocontrdle
1.1. Activité d’antagonisme

Les isolats d’actinobactéries ont été testés pour leur activité antagoniste contre trois
champignons phytopathogenes (Figure 14). La capacité des souches étudiées a limiter la
croissance d'éventuels phytopathogenes leur confere ainsi un avantage considérable. Le

tableau 04 montre les résultats obtenus.

Zone d’inhibition i

Cham pignons
phytopathogénes

Pied a
coulisse

Figure 14. Photographie montrant les souches présentant un effet d’antibiose sur Bipolaris sorokiniana
(A : MB22 et B : ML2), C : la mesure de la zone d’inhibition de la souche MB22 par le pied a coulisse.
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Tableau 04. Activité d’antagonisme des souches d’actinobactéries testées.

Zone d’inhibition (mm)*

Souche B. sorokiniana F. culmorum F. graminearum
AP4 18.1 4.0 00
AR2 7.0 6.0 00
CA13 25.0 6.0 00
MB23 15.0 17.0 15.0
MB22 29.0 17.9 10.2
ML1 00 00 00
ML2 26.0 15.0 19.0
PT2 20.0 11.0 16.0
SG20 19.0 22.0 20.1
TL4 00 00 00
TL8 00 32.0 6.0
ZP1 10.0 5.0 4.0

¢ Moyenne de trois répétitions.

Les souches AP4, CA13, MB22, PT2, ML2 et SG20 ont une tres bonne activité enregistrée
(par mesure de la longueur des zones d'inhibition) contre les trois souches fongiques ciblées
par ce test.

Les résultats des mesures de la longueur des zones d'inhibition de la croissance de B.
sorokiniana, confronté aux souches d’actinobactéries testées, indiquent que les souches
MB22 et ML2 ont significativement (P < 0.05) un bon potentiel d’inhiber la croissance de ce
champignon, avec un avantage marqué pour la souche MB22 (MB22: 29.0, ML2: 26 mm).
Les souches MB23, ML1, TL4 et TL8 n’inhibent pas la croissance de B.sorokiniana. Par

contre, I’effet antagoniste de la souche TL8 contre F. culmorum est marque.

Les actinobactéries sont bien connus pour leur capacité a produire des produits naturels de
structures complexes et avec diverses activités biologiques (Abdelmohsen et al., 2014). Les
actinobactéries endophytes ML2, CA13 et PT2 du genre Streptomyces ont inhibé la croissance
de B. sorokiniana. Les résultats de la présente étude corroborent plusieurs travaux qui ont
indiqué I’inhibition de la croissance de B. sorokiniana par les Streptomyces (Aouar et al.,
2012 ; Minotto et al., 2016 ; Monteiro et al., 2017). En outre, l'activité antagoniste de
Streptomyces a été illustrée contre une grande variété des agents phytopathogénes (Hamdali et
al., 2008;Toumatia et al., 2015; Zamoum et al., 2015). Dans notre étude, D’activité
antagoniste la plus élevée a été marquée avec la souche MB22 (genre Nocardiopsis) ce qui est
en accord avec les travaux de I’Aouar et al. (2012) dont la souche Vic 8 a pu montrer une

activité antagoniste, inhibant la totalité des champignons phytopathogenes testé
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s (Fusarium oxysporum; Fusarium culmorum ; Bipolaris sorokiniana). Intra et al. (2011)
ont rapporté que Nocardiopsis sp. 94N10-1 (EU196477.1) isolé de la rhizosphére de Cumin
produit des agents antifongiques efficaces contre Colletotrichum.

1.2. Production des enzymes lytiques

L'évaluation de l'activité lytique des souches testées suggére une bonne capacité des
souches dont il est question a attaquer de maniere efficace la paroi fongique. Les activités
protéolytiques et cellulolytique sont étudiées; les résultats sont représentés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 05. Production des enzymes lytiques par les souches actinobactéries étudiées.

Protéase Cellulase
Souche ¢ issance @ de l’auréole (mm)* Croissance @ de Iauréole (mm) *
AP4 + 9.0h - 00 f
AR2 ++ 22.0d + 14.0d
CA13 + 18.0e - 00t
MB23 + 70i * 100e
MB22 it 290 a ++ 20.1a
ML1 + 14.0¢g + 15.0 cd
ML2 . 240 ¢ ++ 18.6 b
PT2 . 230¢ + 16.0c
SG20 ¥ 10.0 h - 00 f
TL4 , 10.0 h - 00 f
TLS + 16.0f - 00t
ZP1 - 27.0b - 00T

2 Moyenne de trois répétitions, (-) : pas de croissance, (+) : croissance modérée ; (++) : croissance importante ; (+++) : croissance tres
importante, les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différents selon le test de PPDS au seuil de 5%.

L’activité protéolytique étudiée sur milieu SMA est caractérisée par une bonne
croissance et une bonne sporulation des souches d’actinobactéries. Ce qui confirme que ces
souches sont capables de dégrader les protéines du milieu utilisé en produisant des protéases.

La croissance des actinobactéries sur milieu CMC contenant la cellulose est variable
selon les souches. Toutefois, nous n’avons observé que les souches : AP4, CA13, SG20, TL4,
TL8 et ZP1 n'arrivent pas a croitre dans le milieu. Cependant, les souches MB22 et ML2
présentent la meilleure production des enzymes lytiques. Les colonies d’actinobactéries sont

entourées d’une auréole claire indiquant la production de ces enzymes.

Les enzymes lytiques dégradent la paroi fongique et les spores des champignons induisant
ainsi a la mort de ces agents phytopathogénes (Tokala et al., 2002; Hoster, 2005). Dans notre

étude la plupart des souches ont synthétise les enzymes lytiques étudiés (protéase et cellulase)
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dont I’avantage est marqué par la souche MB22 suivie de ML2. Plusieurs travaux ont indiqué
que la plupart des isolats du genre Streptomyces et Nocardiopsis présentent une meilleure
production des enzymes lytiques tel que les protéases et les cellulases (Kumar et al., 2002
Meena et al., 2013). La capacité des souches d’actinobactéries du genre Nocardiopsis et
Streptomyces a produire les enzymes lytiques confirment les résultats obtenus par Nia et
Chouyeb (2012), Hamadouche (2016), Taibaoui (2016) et Tiggari (2017).

1.3. Production des sidérophores

L’étude de la capacité des 12 isolats d’actinobactéries a produire des sidérophores sur
milieu CAS-Bleu agar a été testée (Figure 15). Les résultats sont représentés dans le tableau

suivant.

Figure 15 : photographie montrant la présence d’halo claire indiquant la production de sidérophores par les
souches d’actinobactéries.

Tableau 06. Production des sidérophores par les souches actinobactéries étudiées.

Sidérophores AIM sans Fer
Souche - ; : a ;
Croissance @ de I’auréole (mm) Croissance
AP4 * 80e -
AR2 - 00 f /
CA13 + 13.0d -
MB23 ++ 23.0a +
MB22 +++ 24.0a -
ML1 - 00 f /
ML2 ++ 20.0b -
PT2 ++ 20.0b -
SG20 + 18.0c -
TL4 - 00f /
TL8 - 00 f /
ZP1 + 00f /

@ Moyenne de trois répétitions, (-) : pas de croissance, (+) : croissance modérée ; (++) : croissance importante ; (+++) : croissance tres
importante, les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différents selon le test de PPDS au seuil de 5%.
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Les résultats mentionnés dans le Tableau 06 montrent que sept des douze isolats sont
capables de synthétiser les sidérophores. Les colonies d’actinobactéries sont entourées par des
halos clairs indiquant la production de siderophores. La production maximale de sidérophores
a été observée par la souche MB22 et par la souche MB23, ML2 et PT2 respectivement. Les
isolats d’actinobactéries productrices de sidérophores ont subi un deuxiéme screening sur
milieu AIM sans fer pour tester leur dépendance au fer. Nous avons remarqué que la souche
MB23 n’est pas trés dépendantes au fer ce qui est confirmé par leur pouvoir de croitre en son

absence.

La production des siderophores par les microorganismes est bénéfique pour les plantes, car
ils inhibent la croissance des phytopathogenes (compatibilité) (Siddiqui, 2015). Nous avons
remarqué que les souches qui produisent les siderophores en CAS bleu agar sont incapables
de croitre sur milieu AIM sans fer, a I’exception de la souche MB23, ce qui leur confére un
réle important comme des agents de lutte biologique par le phénomene de I'antagonisme au
fer vis-a-vis des champignons phytopathogénes (Hamadouche, 2016). Le r6le des
siderophores produits par les Streptomyces dans les activités antifongiques a été rapporté par
plusieurs travaux de recherche (Cao et al., 2005 ; Hamdali et al., 2010 ; Monteiro et al.,
2016).

1.4. Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

La capacité des souches d’actinobactéries utilis€ées dans notre étude a produire 1’acide
cyanhydrique a été testée (Figure 16). Les résultats de ce test sont mentionnés dans le
tableau 07.

Changement de la couleur
jaune vers I’orange

Figure 16 : Production de HCN par les isolats d’actinobactéries, apparition d’une couleur rouge orange sur

les extrémités de la bande indique une production de I’'HCN.
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Tableau 07. Production de I’acide cyanhydrique (HCN) par les souches actinobactéries étudiées.

Souche Production de I’HCN
AP4 +
AR2 +
CA13 -
MB23 +
MB22 +
ML1 -
ML2 +
PT2 +
SG20 +
TL4 -
TLS8 +
ZP1

+

(-) : pas de changement de couleur, (+) : changement de couleur.

Les résultats obtenus ont montré que la majorité des souches d’actinobactéries sont
capables de produire I’HCN, a I’exception des souches CA13, ML1 et TL4.

L’HCN est considéré comme un élément toxique pour les agents phytopathogenes
(Voisard et al., 1989). Bulmer et Hass (2000) ont confirmé que I’HCN inhibe le cytochrome
C oxydase et autres matalloenzymes. Pal et al. (2000) ont conclu que I’HCN est probablement
un agent de biocontréle plus efficace contre les pathogénes fongiques. En outre, Ahmad et al.
(2008) ont montré I'efficacité de Streptomyces productrices de I'HCN dans le biocontréle de
certains champignons phytopathogénes des sols (Fusarium, Pythium et Rhizoctonia) ou le

contact direct entre les deux microorganismes n'est pas nécessaire.
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2. Etude de quelques mécanismes impliqués dans I’effet PGPB

2.1. Solubilisation des phosphates inorganiques

Tableau 08. Résultats de la solubilisation des différentes sources de phosphates inorganiques par les isolats
d’actinobactéries.

Souches PVK - Ca3(P0O4)2 PVK - AlPO4 PVK - FePO4
Croissance | © de l’auréole | Croissance @ de I’auréole | Croissance | @ de ’auréole
AP4 + 14.0e + 12.0d - 00
AR2 ta+ 8.0f + 10.0e - 00
CA13 ++ 18.0d + 14.0¢c - 00
MB23 + 150e - of - 00
MB22 ++ 20.0c ++ 17.4b - 00
ML1 ++ 18.5cd + 135¢c - 00
ML2 ++ 17.5d + 12.9cd - 00
PT2 +++ 23.0b ++ 20.0 ab - 00
SG20 +++ 25.0a ++ 2143 _ 00
TL4 ++ 18.0d ++ 18.0b - 00
TLS8 +++ 24.0 ab + 11.0e - 00
ZP1 ++ 19.0c ++ 17.1b - 00

@ de lauréole (mm) : Moyenne de trois répétitions, (-) : pas de croissance, (+) : croissance modérée ; (++) : croissance importante ; (+++) :
croissance tres importante, les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différents selon le test de PPDS au seuil de 5%.

Toutes les souches se sont révélées solubilisatrices des phosphates sur milieu PVK,
contenant les phosphates tricalciques et les phosphates d’aluminium, comme seules sources
de phosphore, a I’exception de la souche MB23 pour le deuxiéme milieu. Le tableau 08

montre les résultats obtenus de la solubilisation des phosphates inorganiques sur le milieu.

Le traitement statistique des données a exhibé que les souches PT2, SG20 et TL8 ont
significativement (P < 0.05) fait une bonne solubilisation des phosphates sur les milieux
PVK - Ca3(P0O4)2 et PVK - AIPOA4. L’inaptitude des souches d’actinobactéries a solubiliser
les phosphates a été signalée dans le milieu PVK - FePOA4.

La solubilisation des phosphates inorganique dans la rhizosphére est le meilleur mode
d’action impliqué dans I’effet PGPR. Elle améliore la disponibilité des éléments nutritifs
pour les plantes (Vessey, 2003). Tous les isolats d’actinobactéries ont pu solubiliser les
phosphates sur le milieu tricalcique. Ces résultats sont similaires a ceux obtenu par Pérez et
al. (2009). La difficulté de la solubilisation des phosphates ferriques a été déja signalé par
plusieurs travaux de recherche (Kim et al., 2004; Taibaoui, 2016). Ceci peut étre expliqué
selon les mémes auteurs par un éventuel effet de toxicité par le fer. (Sabarathman et al.2010)

ont rapporté que les deux isolats MADO4 (Nocardiopsis sp.) et MADO6 (Streptomyces sp.)
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ont montré une puissante capacité de solubilisation des phosphates. Par contre, Aouar et al.
(2016) n’a observé aucune solubilisation des phosphates inorganiques par 1’isolat de

Nocardiopsis sp.

2.2. Production de phytohormones
2.2.1. Production de I’acide indole-3-acétique (AlA)

La vérification de la production de I’acide indole-3-acétique (AlA) a été réalisée avec les
douze souches d’actinobactéries dans le milieu YT. Les souches productrices des métabolites
indoles développent une coloration rouge (Figure 17) suite a 1’addition du réactif de
Salkowski, aprés 20 a 60 min d’incubation a 1’obscurité. Les résultats de la production de

I’ AIA sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Apparition d’une couleur
{ rouge

Figure 17 : Révélation de I’acide indole 3-acétique.
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Tableau 09. Résultats de la production de I'acide indole-3-acétique par les isolats d'actinobactéries.

Production de ’AlA

Souche Croissance Concentration (pg/ml)?
AP4 + 275f
AR2 + 16.0h
CA13 + 20.0g
MB23 + 58.14 d
MB22 ++ 109.83 a
ML1 - 00]j
ML2 ++ 99.8b
PT2 ++ 97.3¢c
SG20 * 1161
TL4 - 00]
TL8 17.2h
ZP1 450¢e

2: Moyenne de trois répétitions, (-) : pas de croissance, (+) : croissance modérée ; (++) : les moyennes avec la méme lettre ne sont pas
significativement différents selon le test de PPDS au seuil de 5%.

Les résultats du tableau 09 montrent que la majorité des souches d’actinobactéries ont pu
produire I’ATA sur milieu YT, en présence de L-Tryptophane, a I’exception de la souche ML1
et TL4.La production maximale de I’AIA a été observée chez la souche Nocardiopsis
sp.MB22 avec 109.83 pug.ml-1. La souche ML2 a également produit une quantité importante
d’AIA évaluée a 99.8 pg.ml-1, néanmoins, les souches SG20 et AR2 présentent une faible

production d’AIA de 11.6 et 16.0 pg.ml-1 respectivement.

L’AIA est le plus important du groupe des auxines et quantitativement le plus produit par
les bactéries PGPB (Ashrafuzzaman et al., 2009). L’ AIA augmente la longueur des racines ce
qui donne plus de nutriments pour soutenir la croissance des bactéries de la rhizosphere. Pour
cette raison, les actinobactéries productrices d’AIA peuvent améliorer la croissance des
plantes, en favorisant principalement un bon enracinement et une bonne nutrition de la plante.
(Aldesuquy et al.,1998), a signalé que Streptomyces olivaceoviridis, S. rimosus, et S. rochei
produisent I’AIA et améliorent la croissance des plantules de blé. Le role de I’AIA dans la
promotion de la croissance des plante a été rapporté par plusieurs études (El-Tarabily, 2008;
Khamna et al., 2010 ; Zamoum et al., 2015).

Dans notre étude, la production de I’AIA la plus ¢levée a été significativement signalée
avec la souche MB22. Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres chercheurs (Legault et
al., 2011 ;Aouar et al., 2016 ) dont les résultats ont porté sur le potentiel des souches du genre

Nocardiopsis a produire d’AlA.
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*Chromatographie sur couche mince (CCM)

La vérification qualitative de la production d’AIA ainsi que leur mise en évidence par
CCM ont éte réalisées chez les douze souches testées. Cette confirmation a été effectuée sur
la plague chromatographique et observée sous lumiere UV a 254 nm. Cela nous a permis de
confirmer que la souche Streptomyces sp.ML2 et la souche Nocardiopsis sp.MB22 ont
produit ’AIA. Ce dernier avait un effet prometteur sur le taux de germination et la croissance
racinaire des plantules du blé. La figure 18 montre le résultat obtenu de la chromatographie

sur couche mince (CCM).

Distance de migration de
surnageant de la souche
ML2

Distance de migration de
surnageant de la souche
MB22

Hauteur de la tache de
I’ AIA pur

AlA pur MB22 ML2

Figure 18. Résultat obtenu du test de la chromatographie sur couche mince de I’ AIA produit par les deux
souches ML2 et MB22.

2.4. Production de I’acide gibbérellique (AG3)

La capacité des souches d’actinobactéries utilisées dans notre étude a produire I’acide

gibbérellique a été testée. Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau suivant.
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Tableau 10. Résultats de la production de I’acide gibbérellique (AG3) par les isolats d'actinobactéries.

Production de ’AG3

Souche Croissance Concentration (mg/ml)?
AP4 + 21.71i
AR2 + 35.1¢
CA13 + 00]
MB23 + 55.2d
MB22 + 98.1a
ML1 - 31.0h
ML2 + 440 f
PT2 + 90.0b
SG20 + 66.0 C
TL4 + 32.0h
TL8 ) 00]
ZP1 + 49.0e

a : Moyenne de trois répétitions, (-) : pas de croissance, (+) : croissance modérée ; (++) : croissance importante ;
(+++) : croissance trés importante, les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différents
selon le test de PPDS au seuil de 5%.

Les souches MB22 et PT2 ont produit des quantités d’AG3 appréciables. La synthése de
I’AG3 par des especes du genre Streptomyces, et leur réle dans la promotion de la croissance
des plantules de blé et d’autres plantes cultivées ont été rapportés par plusieurs études (El-
Tarabily, 2008 ; El-Tarabily et al., 2009 ; De Oliveira et al., 2010 ; Toumatia,2014). Les
gibbérellines affectent la division et I'allongement cellulaire et sont impliquées dans plusieurs
processus de développement, tels que la germination des graines, la floraison, la fructification
et le retard de la sénescence dans de nombreux organes d'une large gamme d'espéces
végétales (MacMillan, 2002 ; Bottini et al., 2004).

2.3. Libération de ’ammoniaque

Les isolats d’actinobactéries sont testés pour leur pouvoir de libérer 1’ammoniaque.
L'addition de réactif de Nessler aux surnageant de culture a révéler une réaction positive par
l'apparition d’une couleur jaune brunatre qui indique la présence de I'ammoniaque libéré a
partir des peptones du milieu de culture (Figure 19). Les résultats de ce test sont indiqués dans
le tableaul0.
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Apparition d’une couleur
jaune brunétre.

Figure 19. Libération de ’ammoniaque indiquée par I’apparition de la couleur jaune brunatre pour les souches

d’actinobactéries testées.

Tableau 11. Résultats de la libération de I’ammoniaque par les isolats d'actinobactéries.

Ammoniaque libéré

Souche Croissance Concentration (mg/ml) ?
AP4 + 27.0b
AR2 + 170f
CA13 + 17.0f
MB23 + 25.0c
MB22 + 320a
ML1 - 00g
ML2 + 25.0c
PT2 + 20.0e
SG20 + 18.0f
TL4 + 22.0d
TL8 - 00g
ZP1 + 21.0de

a : Moyenne de trois répétitions, (-) : pas de croissance, (+) : croissance modérée ; (++) : croissance
importante ; (+++) : croissance trés importante, les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement
différents selon le test de PPDS au seuil de 5%.

La majorité des souches testées sont capables de libérer I’ammoniaque dans le milieu de
culture liquide, a I’exception des souches ML1 et TL8. La quantité d’ammoniaque libre a été
trouvée significativement (P < 0.05) plus élevée avec la souche MB22 (32 mg/ml).
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L’ammoniaque libéré par les souches rhizobactériennes joue un role significatif dans
I’interaction plante-PGPR (Chitra et al., 2002). Dans la présente étude, la plupart des souches
ont pu libérer ’lammoniaque qui pourra jouer un rdle important dans la promotion de la
croissance des plantes ce qui est confirmé par Marques et al. (2010), ces chercheurs ont
indiqués qu’il existe une corrélation positive entre la quantité d’ammoniaque libérée par les

actinobactéries et la longueur des plantules de mais.

3. Efficacité de biocontroéle

Les souches MB22 et ML2 formulés sous forme des billes d’alginates et en poudre de talc
ont été testées in vivo dans un sol stérile et non stérile pour évaluer leur efficacité dans le
biocontrdle de la pourriture racinaire du blé dur causée par B. sorokiniana.

Des symptdmes caractéristiques de la maladie ont été observés sur les plantules de blé
(Figure 20).

Symptome de la pourriture
racinaire sur le collet.

Figure 20. Symptdme de la pourriture racinaire observé sur les plantules du blé aprés 6 semaines de culture.

Les résultats de I’incidence de la pourriture racinaire et du collet, en sol stérilisé et en sol

non stérilisé, sont représentés par la figure 21.
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Figure 21. Incidence de la pourriture racinaire du blé dur causée par B. sorokiniana.

Les résultats de I’analyse de la variance ont montré que 1’incidence de la pourriture
racinaire est significativement (P < 0.05) plus élevée dans le témoin positif. Les autres
traitements ont réduit significativement (P < 0.05) I’incidence de la maladie. Aucune
différence significative n’a été observée entre les traitements de biofongicides, le témoin

négatif et I’agent de lutte chimique.

Les traitements de biocontrdle les plus efficaces sont observes respectivement avec la
souche MB22 sous forme de poudre de talc, sous forme d’alginates de sodium et la souche
ML2 sous forme de poudre de talc. L’analyse de la variance montre qu’il n’existe pas de

différence significative entre les deux sols (stérilisé et non stérilisé).

La pourriture racinaire causée par B. sorokiniana cause d’énormes dégats provoquant des
pertes de rendements de la culture de blé (Minotto et al., 2016 ; Monteiro et al., 2017). Il est
admis maintenant que la lutte chimique a des conséquences néfastes sur 1’environnement;
entre autres, la toxicité de la chaine trophique, la pollution des eaux de surface et souterraine
(Vereijken et Viaux, 1990), et surtout la résistance acquise par les agents phytopathogenes
(Knight et Norton, 1989).Pour cette raison, la lutte biologique reste une alternative trés

efficace tout en respectant I’environnement. La production des antibiotiques et des
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métabolites toxiques par les actinobactéries endophytes et rhizospheriques a été rapporté

comme un agent de biocontrdle contre les maladies des plantes (El-Tarabily et al., 2000; Cao

et al., 2005). Actuellement, plusieurs biofongicides utilisés pour le biocontréle des agents
de la pourriture racinaire sont convenables comme des produits commerciaux a 1’échelle
internationale (Paulitz et Bélanger, 2001, Index, 2015). Les résultats de notre étude ont
montré que les biofongcides a base de spores de la souche MB22 (poudre de talc et des billes
d’alginate de sodium) et la souche ML2 (poudre de talc) sont plus efficace dans le
biocontréle de B. sorokiniana dont les différences sont non significatives comparativement au
Dividend. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenu par Sabaratnam et Traquair (2002),
Tamreihao et al. (2016) et Zamoum et al. (2017), qui ont indiqué et confirmé I’efficacité des
biofongicides en poudre de talc a base de Streptomyces, dans le biocontréle de Rhizoctonia
solani. Les formulations solides ou en poudre, sont généralement préférées a celles qui sont
liquides, car elles contiennent des propagules seches qui ont tendance a mieux résister aux

conditions environnementales extrémes, de transport et d’entreposage (Lewis, 1991).

3.1. Effet PGPB des biofongicides

Nous avons étudié les parameétres de la croissance des plantules saines de blé qui ne sont
pas inoculées par le champignon (longueur des plantes, longueur des racines, poids frais et
poids sec) pour voir ’effet des biofongicides bioformulés dans la promotion de la croissance

des plantes du blé. Les résultats sont représentés dans les histogrammes de la figure 22 et 23.
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Figure 22. Effet des biofongicides formulés a base de spores de Nocardiopsis sp. MB22 et
Streptomyces sp. ML2 sur la promotion de la longueur du plant (A), la longueur racinaire (B)
et le poids sec (C) des plantules de blé dur cv. Vitron cultivées en sol stérilisé ou en sol non
stériliseé.
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Figure 23. Promotion de la croissance des plantules de blé par le biofongicide en poudre de talc et en billes

d’alginates de sodium a base des spores de la souche MB22 (A,B) en comparaison avec le témoin négatif (-)

©).

Les résultats mentionnés dans les histogrammes de la figure 22 ont indiqué que les
biofongicides sous forme de poudre de talc bioformulée des deux souches MB22 et ML2,
ainsi que les billes d’alginates a base des spores de la souche MB22 ont amélioré la longueur
des plantules de blé (Figure 23), la longueur racinaire des plantules et le poids sec des
plantules comparativement au témoin négatif.

Les résultats obtenus dans notre étude, concernant 1’effet PGPB des biofongicides se
rapproche de ceux obtenus par Tamreihao et al. (2016), ou ils ont rapporté que la poudre de
talc a base de la souche UCR3-16 du genre Streptomyces améliore la croissance des plantules
de riz dans des conditions contrdlées. Adhilakshmi et al. (2014), ont également constaté que
des souches de Streptomyces améliorent significativement la croissance et le rendement des
cultures et réduit la pourriture racinaire causée par Macrophomina phaseolina. De plus,
I’ajout des agents bactériens proposés comme "PGPB™ améliore la croissance des plantes. Les
la souches Streptomyces griseoviridis K61 et Streptomyces lydicus WYEC 108, ont montré
leurs effets positifs sous forme d’un biofongicide Mycostop®, elles peuvent induire ont induit
les mécanismes de défense des plantes en cas d’attaque par des phytopathogeéne. Le
Sérénade® a base de Bacillus subtilis souche QST713 a induit des réponses nettement
intéressantes contre plusieurs agents phytopathogénes notamment ceux responsables de la

pourriture racinaire.
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Conclusion

La pourriture racinaire, induite par le Bipolaris sorokiniana, constituent une contrainte
sérieuse a la production du blé, et cause des pertes en rendement importantes. Cette contrainte
biotiqgue doit étre jugulée par une méthode de lutte efficace et respectueuse de

I'environnement.

Des tests d’activité d’antibiose sur milieu de culture ISP2, montrent que dix souches
inhibent la croissance mycelienne de Bipolaris sorokiniana. Les souches Streptomyces

sp.MB22 et ML2 avaient une activité d’antibiose ¢élevée vis-a-vis ce champignon.

La majorité des souches d’actinobactéries est caractérisée par une activité protéolytique et

cellulolytique contribuent a la mort de ce champignon.

La plupart des souches testées peuvent produire des sidérophores et ’HCN qui sont deux
éléments tres efficaces dans la suppression des phytopathogenes, avec une production tres

importante remarqué chez les souches ML2 et MB22.

Parmi les souches d’actinobactéries étudiées, deux d’entre elles sont capables de
solubiliser les phosphates inorganiques sur le milieu Pikovskaya. De plus, elles sont capables
de produire I’AIA et I’AG3 in vitro. La souche Nocardiopsis sp. MB22 se distingue par la
production la plus importante, et présente un effet PGPR positif (une augmentation de la taille
du plant, du poids frais et du poids sec).

La souche MB22 peut libérer par un taux assez important d’ammoniaque, qui contribue a

la promotion de la croissance des plantes.

Les souches MB22 et ML2 ont données de trés bons résultats. Pour cette raison, elles sont
utilisées dans la formulation d’un biofongicide a base de spores des actinobactéries, en

poudre de talc et sous forme des billes d’alginates.

Le potentiel de chaque souche en lutte biologique a été apprécié comparativement a un
agent de lutte chimique (Dividend). Des biofongicides formulés ont permis de réduire
significativement la maladie et ils ont également un effet PGPB positif sur les plantules de
blé.
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Conclusion

En perspectives, il serait intéressant d’étudier 1’efficacité des souches sélectionnées, seules
ou combinées, contre les maladies causées par d’autres agents phytopathogene, en étudiant les
différents paramétres de conservation des spores des biofongicides formulées.

Il serait également intéressant d’étudier le pouvoir des actinobactéries dans I’induction de
la résistance systémique acquise chez le blé.
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Memory title: test of Biocontrol of common root rot of durum wheat (Triticum durum Desf.) caused by Bipolaris
sorokiniana by endophytic actinobacteria strains.
Name: Bensalem First name: Amel Directed by: Zaamoum Miyada

Abstract: A total of twelve isolates of endophytic actinobacterial of various kinds were the object of an
evaluation of their capacities to produce lytic enzymes, to solubilize inorganic phosphates, to release ammonia,
and to produce phytohormones, as well as the principal mechanisms implied in the biocontrdle and effect PGPR.
The results show that isolates ML2 belongs to the kind Streptomyces sp.et stock MB22 (Nocardiopsis sp).
Present an antagonistic activity; they are proven the best according to their capacity to produce the lytic HCN
and enzyme. The majority of the actinobacteria endophytes can solubilize inorganic phosphates. Isolates ML2
and MB22 produce the highest rate of AG3 and AIA. For this reason, the latter were the object of a test of
inclusion of the spores in sodium alginate balls and talc powder, in order to evaluate their power of biocontréle
with respect to the damage caused by Bipolaris sorokiniana on the seedlings of durum wheat.

The results of the biocontréle of this agent phytopathogene in vivo in sterilized ground and ground not sterilized
made it possible to classify isolate ML2 and MB22 like the best agents of biocontrble against the root rot. They
showed an action very marked on the reduction of the symptoms of this disease on the seedlings, and this,
compared to chemical fungicide (Dividend). The two best selected isolate proved their effectiveness by the
reduction of the incidence of the disease on the culture of wheat, as well as the capacity to improve the length of
the wheat seedlings and the length root. The most effective biofongicides are those formulated with the spores of
MB22 in the form of talc powder, and alginates sodium, and ML2 in the form of talc powder.

Key words: Endophytic Actinobacteria, durum wheat, Biocontrol, root rot, Bipolaris sorokiniana, biofongicide.

Titre du mémoire : Essai de Biocontrdle de la pourriture racinaire du blé dur (Triticum durum Desf.) causée par
Bipolaris sorokiniana par des actinobactéries endophytes.
Nom: Bensalem Prénom: Amel Encadreur: Zaamoum Miyada

Résumé Un total de 12 souches d’actinobactéries de différents genres ont fait I’objet d’une évaluation de leurs
capacités a produire des enzymes lytiques, a solubiliser des phosphates inorganiques, a libérer 1’ammoniaque, et
a produire des phytohormones, ainsi que les principaux mécanismes impliqués dans le biocontrdle et 1’effet
PGPR. Les résultats montrent que la souche ML2 appartienne au genre Streptomyces sp.et la souche MB22
(Nocardiopsis sp). présentent une activité antagoniste, elles sont avérées les meilleures d’aprés leurs capacité a
produire 'HCN et les enzymes lytiques. La majorité des actinobactéries endophytes peuvent solubiliser les
phosphates inorganiques. Les isolats ML2 et MB22 produisent le taux le plus élevé d’AG3 et AIA. Pour cette
raison, ces derniers ont fait I’objet d’un essai d’inclusion des spores dans des billes d’alginate de sodium et en
poudre de talc, afin d’évaluer leurs pouvoir de biocontrole vis- a- vis des dommages occasionnés par Bipolaris
sorokiniana sur les plantules du blé dur. Les résultats du biocontrdle de cet agent phytopathogéne in vivo en sol
stérilisé et en sol non stérilisé ont permis de classer les isolat ML2 et MB22 comme les meilleurs agents de
biocontr6le contre la pourriture racinaire. lls ont montrés une action trés prononcée sur la réduction des
symptdmes de cette maladie sur les plants, et ce, comparativement au fongicide chimique (Dividend). Les deux
meilleures souches choisies ont prouvé leurs efficacités par la réduction de I’incidence de la maladie sur la
culture du blé, ainsi que la capacité d’améliorer la longueur des plantules de blé et la longueur racinaire Le
biofongicides les plus efficaces sont ceux formulés avec les spores de la souche MB22 sous forme de poudre de
talc, et sous forme d’alginates de sodium, et la souche ML2 sous forme de poudre de talc.

Mots clé : Actinobactéries endophytes, Triticum durum, Biocontr6le, pourriture racinaire, Bipolaris
sorokiniana, biofongicide.
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