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Introduction

Tout au long de leur cycle de vie, les plantes et les agents pathogénes interagissent
avec une grande variété d'organismes ; ces interactions peuvent affecter la santé des plantes
d’une maniére positive et/ou négative (Corbaz, 1990; Nakkeeran et al., 2005). On estime
que prés de 50 % de la production agricole mondiale est perdue avant ou apres la récolte

Choudhary et al. (2009) considerent que le contrdle biologique des maladies par
I'introduction de micro-organismes bénéfiques dans la rhizosphere peut étre une solution
de rechange ou complémentaire a l'utilisation des produits chimiques de synthese.
Globalement, I’effet protecteur conféré par ces agents de lutte biologique est bas¢ sur la
compétition pour les nutriments essentiels, sur ’activité antagoniste vis-a-vis de la
croissance des pathogénes via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et /ou sur leur
capacité a stimuler des systémes de défense chez 1’hote végétal

La lutte biologique est 1’une des méthodes prometteuse, elle consiste en 1’utilisation
des microorganismes antagonistes. Parmi ces derniers les actinomycétes qui sont le
meilleur candidat a appliquer sous forme de cellule vivant. Ils sont connus pour leur
production de métabolites bioactifs, leur capacité a coloniser la rhizosphere et les racines
des plantes, leurs aptitudes a contréler les microorganismes phytopathogénes et a former
des spores adaptées a la formation de produits stables. Cependant se sont des caractéres
important pour la réussite du contrdle biologique (Xiao et al., 2002 ;Bressan,2003.).

Les actinomycetes sont des bactéries Gram-positif, caractérisés par un génome a
teneur élevée en GC%. La plupart des membres de ce groupe sont saprophytes et le sol est
leur principal réservoir (Khamna et al., 2009) et sont abondants dans la rhizosphere (Sardi,
1992). Cet environnement est considéré comme une source riche pour l'isolement des
agents de biocontréle et des promoteurs de croissance des plantes (Crawford et al., 1993;
Jiménez-Esquilin et Roane, 2005; Yilmaz et al., 2008). Parmi ces actinomycétes, on trouve
le genre Streptomyces qui est le plus répandue et le plus étudie, il comprend des bactéries
filamenteuses, qui sont bien connus pour leur capacité a produire des antibiotiques et des
enzymes lytiques (Rugthaworn et al., 2007). Ce genre a été largement exploré pour le
criblage des agents de lutte biologique contre des maladies de plantes (El-Tarabily et
Sivasithamparam, 2006b), 75% de composés biologiquement actifs sont produits par ce
genre. Le mode d'action de ces agents de lutte biologique sont divers et comprennent
I’antibiose, la compétition nutritionnelle ou spatiale, 1’hyper-parasitisme et la lyse des

agents pathogénes tel que (A. niger). (Doumbou et al., 2001; Rugthaworn et al., 2007).
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L A. niger est un champignon phytopathogene responsable de divers maladies des
plantes. Dans notre étude nous avons utilisé (Zea mays) comme plantes modéle d’ou les
symptdémes dans ce cas sont multiple, entre autre la fonte de la tige et la pourriture de
semences...etc. Ces maladies ont été contr6lées principalement par I’utilisation des produits
chimiques tels que les fongicides, mais ces derniers ont des impacts nocif tant pour les
plantes que pour I’environnement.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des actinomycetes capable de
jouer un role important dans la lutte biologique contres ces champignons. Dans ce
contexte, le travail présenté dans ce mémoire a pour objectif :

1- d’isoler et identifier quelques souches des bactéries actinomycétes a partir de deux
région de wilaya de M’Sila.

2- L’évaluation du pouvoir antagoniste des souches les plus prometteuses a 1’égard de
champignon phytopathogéne A. niger.

3- L’évaluation in-vitro des souches d’actinomycétes sur la germination et la croissance

des graines de mais. Par 1’utilisation de 1’inoculum.
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I. 1. Généralités sur le mais (Zea mays L.)

Le mais (Zea mays L.), est I’'une des céréales les plus cultivées dans le monde a
cause de la richesse de ses graines en amidon, il représente la premiére production
céréaliere devant le riz et le blé (Paliwal et al, 2001, Mejia, 2003). C’est une plante
tropicale, herbacée, annuelle, de la famille des graminées (Poacées), originaire d’ Amérique
Centrale qui a été introduit en Europe au XVIéme siécle. Il appartient a la classe des
monocotylédones, sous-classe des Commelinidae, ordre de poales, famille des Poacées
(Graminées) (Gallais, 1984; Gay, 1984). La tige du mais est unique, formée de plusieurs
entre-nceuds séparés par des nceuds. Au niveau de chaque nceud, et de maniére opposée,
s’insérent les feuilles a limbes allongées et a nervures paralléles. Le mais est une espece a
pollinisation croisée, ou les inflorescences femelles (épis) et les inflorescences males
(panicules) sont disposées a des endroits distincts sur la plante. Les épis, souvent a raison
d'un épi par tige, sont formés d’un nombre variable de rangées de grains (de 12 a 16), qui
fourniront de 300 a 1000 grains pesant entre 0,19 et 0,3 g chacun. Le grain de mais est
formé d'un embryon, d'un tissu de réserve, l'albumen et d’une enveloppe fine et
translucide, le péricarpe. L'albumen est constitué essentiellement de grains d'amidon ; c'est
I'amidon corné qui donne sa couleur au grain de mais, généralement jaune, mais aussi
blanc, rouge ou noir (Come et Corbineau, 1998). Le systeme racinaire du mais est composé
d’un grand nombre de racines adventives situées sur les nceuds a la base de la tige. Il est
caractérisé par des racines tragantes (dites racines de surface), qui prélevent I’eau et les
nutriments nécessaires a la plante dans les couches les plus superficielles du sol. Ce type
d’exploitation des ressources du sol fait que la plante est trés exigeant en azote et en eau,
proportionnellement aux rendements élevés qu'elle permet, ce qui pose de graves
problémes environnementaux dans les régions tempérées (Come et Corbineau, 1998).

I. 2. Cycle de développement de la plante

Le cycle de développement du mais est relativement court grace a une
photosynthése spécifique qui lui permet de trés bien valoriser la lumiére et la chaleur. Le
développement foliaire de la plante est spectaculaire : elle fabrique une grande quantité de
matiére séche en peu de temps. Le cycle du mais se déecompose en trois phases de
développement bien distinctes, définies par la formation d'un ou de plusieurs organes

essentiels de la plante.
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I. 2. 1. Phase végetative

La germination de la graine mobilise les réserves contenues dans 1’albumen ; le coléoptile
perce le sol et libére les premiéres feuilles. Lors de cette phase, la tige et les feuilles se
développent pour que le jeune plant de mais devient progressivement autotrophe, en méme
temps, les racines tracantes du mais se développent dans les couches superficielles du sol
pour prélever I’eau et les nutriments nécessaires pour la croissance de la plante. La durée
de la phase végétative dépend évidemment de la précocité de la variété et des conditions
climatiques.

I. 2. 2. Phase de reproduction

La phase de reproduction correspond a la formation et au développement des organes
reproducteurs. L’épi commence a se développer un mois avant la floraison ; le nombre de
rangs de grains portés par I’épi est dé¢ja déterminé a cette date. D¢s la fin de la phase
végétative, la panicule commence a se développer, tandis que la formation du pollen
débute 2 & 3 semaines avant la floraison. Le mais valorise trés bien I’irrigation, en
particulier pendant la formation des organes reproducteurs et au moment de la floraison
ainsi que lors du développement du grain. Une irrigation bien menée améliore la quantité
des grains et leur remplissage.

I. 2. 3. Phase du développement du grain de mais

Une fois que la fécondation a eu lieu, le nombre définitif de grains sur la plante est
déterminé. Dans les semaines qui suivent, les grains se développent et accumulent des
réserves d’amidon. A partir de la fin du mois d’aofit, la texture de I’amidon évolue sous
forme laiteux, puis il devient ensuite pateux, et en fin vitreux. La répartition de ces trois
formes d’amidon dans le grain renseigne sur le pourcentage d’humidité dans le grain et

I’état de sa maturité.
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Figure 1. Phases de développement du mais (Zea mays L.), source : http/www.gnis-

pedagogie.org

I. 3. Importance du mais

L’utilisation du mais est tres diversifiée. Il peut servir a I’alimentation humaine,
I’alimentation animale et comme matiere premiere pour 1’industrie. Dans 1’alimentation
humaine, il est principalement consommeé sous forme de grains entier, farines et semoules.
Il est aussi utilisé pour I’ensilage dans 1’alimentation animale. En ce qui concerne
I’industrie, cette céréale est utilisée pour la fabrication d’amidon, d’huile, de protéines, de
boissons alcoolisées et de bio-carburants (FAO, 1993). Dans les pays développés, plus de
78% de la production sont destinés a la fabrication d’aliments pour la production animale
tandis que dans les pays en développement, le mais est une culture vivriére, un aliment de
base pour la population, et au moins 40% de la production sont destinés a 1‘alimentation
humaine. Les 60% restants sont consacrés a I’alimentation animale, I’industrie et au semis
(Vasal, 2001). L’Union Européenne destine environ 8% de sa surface agricole utile ou
13% des terres arables, correspondant & 14 millions d’hectares, a la production de mais. La

culture de mais grain occupe la plus grande surface avec 9,1 millions d’hectares, suivie du
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mais pour fourrage avec 5,9 millions d’hectares, puis le mais pour semence avec 158000
hectares et finalement le mais doux avec 70000 hectares (AGPM, 2012).
I. 4. Maladies du mais : Pourriture de semences

Les symptdmes de la pourriture des semences et de la fonte des semis comprennent
le jaunissement des feuilles, leur flétrissement puis leur mort, et I’apparition de 1ésions

imbibées d’eau et décolorées sur les tiges et les racines

b

Figure 2. Symptémes de la pourriture des grains de mais causée par (Aspergillus Niger) ;

Photo : lowa State University

I. 4. 1. Agent pathogéne : Aspergillus

Les Aspergillus sont frequents dans la nature. lls vivent en saprophytes dans le sol
Mais aussi a sa surface et sur les végétaux. A la faveur de courants d’air, les spores
D’ Aspergillus sont véhiculées et peuvent se déposer sur des substrats divers. On peut isoler
des Aspergillus a 1’extérieur dans I’atmosphére, mais aussi a I’intérieur des habitations, sur
les vétements (VVaubourdolle, 2007).

Les champignons du genre Aspergillus ont été décrits pour la premiére fois en
1729. Ce sont des champignons saprophytes, c'est-a-dire qui tirent leur nourriture de
substances organiques en décomposition. Ce sont des moisissures a filaments hyalins,
cloisonnés, et ils Sont haploides. Le genre Aspergillus comprend aujourd’hui 185 espéces,
dont une vingtaine est retrouvée en pathologie humaine (Badillet et al., 1987). Les
Aspergillus sont ubiquistes, et en région tempérée plus particuliérement a la fin de 1’été, en
automne et en hiver. Ces champignons ont un métabolisme aérobie. De plus ils participent
au recyclage du carbone et de 1’azote de I’environnement. Ils sont thermophiles (certaines
especes peuvent survivre a des températures (certaines espéces peuvent de 70°C) et ne

requiérent pas de nutriments spécifiques (Quatresous, 2011).
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De nombreux Aspergillus noirs ont été isolés du monde entier. A. niger est un
champignon filamenteux qui se développe en aérobiose sur la matiére organique. Dans la
nature, on le trouve dans le sol et de la litiere, dans le compost et le matériel vegétal en
décomposition. A. niger est capable de croitre dans une température de 6 - 47°C avec une
température relativement élevée avec un optimum de 35 a 37°C. La limite d'activité de
I'eau (Water activity: WA) pour la croissance est 0,88, est relativement élevée
comparativement aux autres especes, A. niger, peut pousser sur une tres large gamme de
pH : 1,4 - 9,8. Ces capacités et I'abondante production de conidies, qui sont distribués par
I'intermédiaire de l'air, garantissent l'occurrence omniprésente de l'espéce, avec une

fréquence plus élevée aux lieux chauds et humides (Schuster et al. 2002).
I. 4. 2. Croissance et cycle de développement fongique

Dans [D’environnement les Aspergillus sont sous la forme de champignons
filamenteux ramifiés, cette forme végétative est appelé mycélium. En condition de sevrage
ou d’autres stress, des structures spécialisées se développent a partir du mycélium : les
conidiospores. Il s’agit d’organes de fructification au bout desquels les tétes Aspergillaires
ou vésicules terminales sont retrouvées. Les conidies, spores asexuées unicellulaires et uni
nucléées, sont produites au niveau des organes de fructification par les phialides. Les
phialides sont des cellules conidiogenes fertiles, en forme de bouteille et qui prennent
naissance sur la vésicule terminale. Ce sont les conidies, 2 & 3um de diamétre et trés
volatiles, qui sont responsables de la dissémination du champignon dans 1’environnement.
La germination des spores se déroule en deux étapes. Dans des conditions adéquates, les
conidies gonflent. Cette phase de croissance iso-diamétrale dure 3 a 4h a 37°C. Apres cette
phase de gonflement, la croissance devient polarisée. En effet, on observe ’apparition d’un
tube germinatif qui va s’allonger progressivement et produire un filament ramifie qui

formera la colonie typique de tous les champignons filamenteux (Quatresous, 2011).
I. 5. Développement des maladies
I. 5. 1. Contamination

Les maladies cryptogamique sont transportés par le vent, la pluie ou par contact, les
spores des champignons qui se disseminent et se déposent sur les plantes (Brouillard,
2013). Pour les maladies virales, elles sont transportées par les insectes, les nématodes et
des champignons. En ce qui concerne, les maladies bactériennes elles sont disséminées par

les insectes, le vent et I’ecau. L’agent causale passe par les orifices naturels (stomates,
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lenticelles) ou pénétre par des blessures (notamment celles provoquées par des insectes),

ou encore il est capable de traverser la cuticule
I. 5. 2. Période d’incubation

L’agent causale se ramific et envahit les cellules des tissus ou les espaces
intercellulaires. Cette période prend de 24h a 72h selon le niveau de la sensibilité de I’hote
et des conditions climatiques (Ezzahiri, 2011).Aprés une période d’incubation, ils se
développent et les premiers symptdmes apparaissent (Brouillard, 2013).Accompagnée de
la fructification du champignon, la plante attaquée peut dépérir (nécrose des tissus,

détournement de la séve obstruction des vaisseaux).
I. 6. Mécanismes et moyens de lutte contre les maladies des plantes

La lutte contre les maladies des plantes est basée sur différentes méthodes. La
plupart de ces méthodes est orientée pour protéger les plantes saines des maladies plutét
que de guérir les plantes malades. Seules quelques infections peuvent étre controlées d'une
facon satisfaisante apres que les plantes deviennent malades. Les méthodes de lutte
appliquées en agriculture varient considérablement d'une maladie a une autres en fonction
du pathogéne, de la plante hote et de leur interaction chacun avec l'autre et avec
I'environnement. Le but final de toutes les méthodes utilisées est de combattre les maladies
des plantes et alors d'accroitre la quantité et améliorer la quantité de la production agricole
(Nasraoui, 2006).

Pour empécher ou limiter les dégats causés par les pathogenes sur les cultures,
différentes approches sont disponibles. Les mesures utilisées peuvent étre classées comme
des méthodes biologiques, physiques et mécaniques, et méthodes chimiques. Toutes ces
techniques sont appliquées pour exclure les pathogénes des plantes, éradiquer ou réduire
les inocula des pathogénes, immuniser ou améliorer la résistance des plantes contres ces

pathogenes (Nasroaui, 2006).
I. 6. 1. Moyens de lutte physiques

Différents moyens physiques et mécaniques peuvent étre utilisés pour éliminer ou
limiter le développement de certains ennemis. Ils ne suffisent pas a protéger totalement les
cultures. C'est pourquoi ils sont généralement associés a d'autres moyens de lutte (Eliane,
2010). Certains facteurs physiques, tels que la température (basse et élevée), l'air sec, la
lumiere et la radiation, peuvent étre utilisés pour contrbler les maladies des plantes
(Nasraui, 2006).
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La lutte physique en protection des plantes regroupe toutes les techniques de lutte
dont le mode d’action primaire ne fait intervenir aucun processus biologique, biochimique
ou toxicologique. Par opposition, les autres techniques ne sont efficaces que si une
interaction est établie entre un processus issu du vivant chez I’ennemi visé (physiologie,
comportement, écologie) et 1’agent de lutte. Parfois, I’action primaire a une action
répressive directe comme dans le cas ou des insectes sont tués sur le coup par des chocs
mécaniques. D’autres fois, les réactions au stress induit par la méthode physique apportent
I’effet désiré. Plusieurs techniques de lutte physique ont suffisamment de qualités ou
d'avantages pour enrichir I'arsenal de lutte intégrée. (https://vertigo.revues.org/4093)

L’utilisation de méthodes de lutte physique doit s’inscrire dans une démarche de
lutte intégrée. En effet, comme toute méthode de lutte, les méthodes physiques ont leurs
forces et leurs faiblesses et certaines sont susceptibles d’avoir des effets secondaires sur la
faune et la flore. Dans un contexte de lutte intégrée, la décision d’avoir recours a une
méthode de lutte physique doit donc se faire au mérite en fonction des mémes criteres que
ceux utilisés pour décider de la pertinence d’une pulvérisation d’un pesticide: efficacité,
rentabilité, impacts non-désirés. De plus, il n’existe pas de technique de lutte physique
ayant le potentiel de devenir la seule technique nécessaire (ou suffisante) pour tous les
traitements phytosanitaires sur une culture donnée. Ce potentiel est la force principale du
systéme de protection des plantes reposant sur la pulvérisation de pesticides, mais c’est
probablement aussi sa faiblesse puisque cela tend a amplifier le taux de développement des
résistances et a occulter les techniques alternatives. Seule 1’application du concept de lutte
intégrée permet de sortir du piége de la solution unique et ouvre la porte a I’'implantation
en  conditions  commerciales de  techniques de lutte  physique.
(https://vertigo.revues.org/4093).

Il convient de distinguer deux types fondamentaux de méthodes en lutte physique: les
méthodes actives et les méthodes passives. Les méthodes actives utilisent de 1’énergie au
moment de 1’application pour détruire, blesser ou stresser les ennemis des cultures, ou pour
les enlever du milieu. Ces méthodes n’agissent qu’au moment de 1’application et ne
présentent pratiquement pas de rémanence. Les méthodes passives procedent par une
modification du milieu et ont un caractere plus durable. On peut aussi classer les méthodes

physiques selon le mode d’utilisation de 1’énergie, soit la lutte mécanique, lutte thermique,
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I. 6. 1. 7. Rotation des cultures

La culture continue avec une seul espece de plante hote favorise d'habitude
I'accumulation de pathogénes adaptés a cette culture, en particulier ceux qui sont transmis
par le sol. Mais avec une rotation de 3 ou 4 ans en utilisant des plantes non- hotes, chaque
culture suivante réduit énormément I'inoculum des pathogenes.
Plusieurs inocula de pathogénes ont été réduits en utilisant la rotation des cultures telles
que les cas des pathogene Thielaviiopsis basicola du coton et Fusarium solani du haricot.
Mais, pour certains autres pathogenes, I'inoculum est graduellement réduit seulement en
monoculture car dans cette situation, des populations antagonistes se développent
progressivement et leur développement n'est pas interrompu par le changement des
cultures (Nasraoui, 2006).
I. 6. 2. Lutte chimique

La lutte chimique consiste a effectuer des traitements a base de produits chimiques
pour défendre les végétaux contre leurs ennemis .Différentes appellations sont utilisées
pour antiparasitaires a usage agricole, produits agro-pharmaceutiques, produits
phytopharmaceutiques. Actuellement, la lutte chimique est le moyen le plus utilisé pour la
défense des végétaux. 78600 tonnes de substances actives ont été épandues en France en
2008, en majorité des herbicides et des fongicides (Eliane, 2010).
La lutte chimique contre les champignons phytopathogénes est largement utilisée et s'est
révélée depuis toujours une méthode de lutte efficace et indispensable (Leroux, 2003;
Pezet et al., 2004). L'utilisation des composées chimiques, qui sont toxique aux
pathogénes, est le moyen le plus commun du contrdle des maladies des plantes. Quand ces
produits chimiques ont pour du cible les pathogénes, ils sont appelés fongicides. lls
inhibent la germination, la croissance et/ou la multiplication des pathogénes ou ils les tuent
complétement.
I. 6. 2. 1. Mode d'application des fongicides
A. Traitement du sol

En agriculteurs intensive, le sol peut étre traité pour contrbler différentes maladies
transmises par le sol, telles que fonte des semis, brulure de plantules, pourritures des
racines et du collet, qui sont causee par des champignons comme Fusarium, Verticilium,
Pythium et d'autres. Les fongicides peuvent étre appliqués au sol comme fumigeant,
liquides, poudres, etc. Ils peuvent aussi étre incorporés dans I'eau d'irrigation ou dans les
fertilisants (Nasraui, 2006).

10
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B. Traitement des semences

Le terme traitement de semences n'est généralement pas limité au traitement des
semences mais implique aussi le traitement des autres organes de multiplication tel que les
tubercules, les bulbes, les rhizomes, les greffages,...ect. Le traitement des semences avec
les fongicides était utilisé pour le contréle des pathogénes véhiculés sur/dans les semences
et ceux existant dans le sol. Les fongicides de contact et systémique sont utilisés contre les
pathogenes transmis par les semences qui adhérent a la surface des semences (Nasrauli,
2006).
C. Traitement des parties aériennes

Sur les parties aériennes des plantes, les fongicides peuvent étre appliqués en
pulvérisation ou poudrage. L’application en pulvérisation liquide est généralement plus
facile et souvent plus efficace que le poudrage. Avec l'irrigation par aspersion au champ,
les fongicides peuvent étre incorporés a l'eau et ainsi appliqués a travers le systéme
d'irrigation (fongigation). Dans certains cas, les fongicides peuvent étre mélangés avec
d'autres pesticides tels que des herbicides et des insecticides dans des traitements
chimigques combinés utilisés contre différents agents pathogenes (Nasraui, 2006).
D. Traitement des produits en conservation

Pour controler les maladies des produits végétaux en conservation, plusieurs
fongicides spécifiques ont été développés. Les fruits et [égumes peuvent étre lavés dans des
solutions de fongicides immédiatement aprés la récolte ou trempés avant le stockage.
Plusieurs fongicides peuvent étre utilisés en dép6ts sous forme de gaz ou cristaux et poudre

qui se subliment en gaz (Nasraoui, 2006).

I. 6. 3. Lutte biologique

En agriculture biologique, les produits agricoles doivent étre obtenus sans
utilisation de produits chimiques de synthese. Ainsi, en ce qui concerne la défense des
végétaux, seuls les moyens biologiques, les moyens culturaux et les pesticides a base de
substances naturelles sont autorisés (Eliane, 2010). D'apres Vanhui (1991), la lutte
biologique peut étre définie par 1’'usage d'organismes vivants ou de leurs produits pour
empécher ou réduire les pertes ou les dommages causé par des organismes nuisibles,
s'appuie sur une stratégie de défense écologique et durable. Les organismes vivants
utilisées, communément appelés auxiliaires, antagonismes ou agents de lutte, peuvent étre

parasitoides (parasites vivantes aux dépens d'une hoéte qui meurt apres leur

11
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développement), des prédateurs (insectes, acariens, nématodes) ou bien des pathogénes
(virus, bactéries, champignons).
I. 6. 3. 1. Réle de PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria)

Parmi les microorganismes a effets bénéfiques indirects, il existe notamment des
bactéries dont I'effet global favorise la croissance de la plante (Lemanceau, 1992). Le
terme PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria) désigne les bactéries qui ont été
introduit par Kloepper et Schroth (1978). Différents mécanismes sont a I'origine des effets
PGPR des bacteéries rhizosphériques.

I. 6. 3. 2. Mécanismes d'action d'un agent de lutte biologique

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique s'appuie sur un
ou plusieurs mécanismes d'action tels que la compétition (pour éléments nutritifs, oxygene,
espace), l'antibiose, le parasitisme, la diminution de l'agressivité du pathogénes et
I'induction de la résistance chez la plante. L'étude de ces mécanismes d'action est une étape
importante dans le développement de la lutte biologique (Jijkli, 2003).

A. Antibiose

La sécrétion de substances antibiotiques par les microorganismes est un phénomeéne
fréquent. Certains métabolites sont d'interférer avec la germination, la croissance
mycélienne et/ou la sporulation des agents phytopathogénes. D'autres entrainent le
relalgage de composés cellulaires suite a la perturbation de la perméabilité cellulaires.
L'antibiose est le mode d'action le plus étudié chez les agents de lutte biologique (Jijakli,
2003). Elle consiste en la production par I'agent antagoniste d'antibiotiques efficaces contre
’agent pathogéne (Corbaz, 1990).

B. Compétition

La compétition pour les éléments nutritifs entre en jeu lorsqu'il y a simultanément
consommation du méme composé par plusieurs microorganismes. Pour étre un compétiteur
efficace, un agent antagoniste doit étre capable d'utiliser rapidement et efficacement les
élements nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la plante (Jijakli,
2003).

C. Parasitisme

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux
microorganismes ou les tissus vivants de I'un constituent une base nutritive pour l'autre
(Helluy et holmes, 2005).
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I. 6. 4. Microorganismes utilisés en lutte biologique

Plusieurs microorganismes ont été utilisés dans le contréle des maladies

phytopathogenes (Errakhi,

2008) sont

endomopathogenes. (Tableau 1).

les bactéries,

les champignons, virus

Tableau 1. Microorganismes commercialisés en lutte biologique (Silvy et Riba., 1999).

Groupe Action Espece Cible
Bacteries Insecticides a | B. thuringiensis (var. | Lépidopteres, Coléopteres, Larves de
base kurstaki, var.israelensis, | Diptéres, Coléopteres, Lépidopteres
d’endotoxines | var.lenebrionis, Lépidopteres, Coléoptéres du sol
var.aizawai, var.galleriae, Lepidoptéres, Diptéres (culex sp.)
var.japonesis,var.xentari) Coléopteres (Costelytra, Zealandica,
insecticides - Basillus sphaericus Cirisium arvense, Poa annua,
Herbicides - Serratia entomophila Tetranychus cinnabarinus. T. urticae,

- Pseudomonase syrinicus pv.
agetis

- Xanthomonase campestris
pv.poae

Panonyclus ulmi, Mauvaises herbes
Acariens (sur citrus, thé, aubergine)

Actinomyceétes
contre divers

- Streptomyces aureus
- Streptomyces hygroscopicus

organismes Streptomyces  hygroscopus
Subsp.aureolacrimosus
Champignons | Insecticides Beauveria bassiana, | Lépidopteres (pyrale de mais).
Beauveria brongniartii, | Criquets, Alcurodes, Puceron, thrips,
Melarhizium anisopliae, | Divers ravageurs de  colonier,
Melarhizium flavoviride Cleoéptéres (Hoplochelus marginalis,
Melolomtha Criquets
Herbicides Paccilomyces fumosoroseus | Blattes, = Termites,  Aloeurodes,
Verticillium lecanii Thrips, Pucerons, Senna obtusifolia,
Alternaria cassia Aeschynomene virginica,
Colletotrichum Malva pulsilla, Morrenia odorata
gleosporioides
F. sp. aeschynomene
Colletotrichum
gleosporioides
Phytophtora palmivora
Virus Insecticides Mamestra brassicaea, | Lavers de Iépidopteres, Lépidoptéres
(polyédnose Spodoptera littoralis, | Larves de Iépidopteres
Nucleaire) Anagrapha falcifera

Anticarsia gemmata
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I. 7. Actinomycétes : Agents de lutte biologique contre les phytopathogenes des
ceréales
I. 7. 1. Propriétés générales des actinomycetes
Les actinobactéries sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies

circulaire (Eunice et Prosser, 1983) constituées d'hyphes, c'est-a-dire de filaments qui
irradient par croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance
(Gottlieb, 1973;Lechevalier et Lechevalier, 1981; Eunice et Prosser, 1983).
Les actinobactéries constituant un groupe tout a fait unique de microorganismes
procaryotes. Généralement, ils sont Gram positif a structure végetative de type mycélien
(Lacey, 1973).c'est un groupe microbien morphologiquement trés variés depuis des formes
bacillaires diphteroides jusqu'a des formes filamenteuses ramifiées a mode de sporulation
complexe (Larpent et sanglier, 1989).
I. 7. 2. Morphologie des actinomycétes

Les actinomycetes peuvent étre classés en deux groupes. Le premier se compose
d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques particuliéres et
forme seulement une masse de filaments ramifié. Le second comprend les organismes qui
sont morphologiquement plus complexes que le premier (Lechevalier et Lechevalier,
1985). Les colonies formées par les actinomycetes sur des milieux solides présentent
différents aspects macroscopiques qui peuvent étre regroupés en trois types :
X Des colonies poudreuses couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au milieu ;

7

X Des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides;

X Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens
Oattachés au milieu par des crampons.

Les différents genres d’actinomycétes peuvent sporuler soit en morcelant certaines hyphes
pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conditions hostiles que les hyphes,
soit en produisant des endospores (Thermoactinomyces). D’autres genres d’actinomycétes
sporulent en produisant des sporanges tel que le genre Streptosporangium (Kalakoutskii et
Agre, 1976). Les spores peuvent, selon les genres, étre produites isolément
(Micromonospora), deux a deux longitudinalement (Microbispora), en courtes chaines
(Actinomadura), en longues chainettes (Streptomyces). Les chainettes de spores peuvent
étre ramifiées ou non, droites, flexibles ou en spirales .De plus, elles peuvent étre

rayonnantes autour d’hyphes sporophores. La majorit¢ des actinomycétes cultivés sur

milieu solide forment un mycélium de substrat et un mycelium aérien. Néanmoins, il existe

14
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des groupes qui ne forment qu'un mycélium de substrat poussant a la surface et dans le
milieu de culture ou un mycélium aérien dont les hyphes sont attachés au milieu par des
crampons (Holdfasts).

En culture liquide et sans agitation, les hyphes formés apres la germination des
spores montent en surface pour croitre en contact de l'air (Keulen et al., 2003). Cependant,
en milieu liquide avec agitation, il n'y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores.
Les Streptomyces forment d'abord des filaments libres, qui se ramifient et s‘agrégent pour
former des pellets
I. 7. 3. Physiologie et écologie des actinomycetes

Il existe deux groupes d’actinomycetes. 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 1’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
barotolerance (Mincer et al., 2002; Zaitlin et al., 2003). Certains genres d’actinomycétes
ont été isolés a partir des composts (lacey, 1997; Song et al., 2001). Quelques especes
d'actinomycetes sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985). Le
genre Frankia s’intégre aux racines, fixe 1’azote et joue un role dans la protection des
plantes contre les pathogeénes (Sardi et al., 1992; Thirupl et al., 2001).
I. 7. 4. Réle des actinomyceétes en biotechnologies
I.7.4. 1. Amélioration de la qualité des sols agricoles

Les actinomycetes ont un role important dans I’amélioration de la qualité du sol
agricole. En effet, ils contribuent a la fertilisation du sol. Ils contribuent aux processus de
recyclage et de la biodégradation de la matiére organique et des élément minéraux
(Goodfellow et al., 1984). Les Actinomycétes ont un grand pouvoir de transformation des
substances organiques complexes difficilement dégradable ou non, par les autres
microorganismes, comme les polyméres complexes: les polysaccharides, les
lignocelluloses, la chitine (Goodfellow et Williams, 1983). Quelques espéces
d'actinomycetes sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985). Le

genre Frankia s’intégre aux racines avec plus de 200 espéces des angiospermes, fixe
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I’azote et joue un role dans la protection des plantes contre les pathogenes (Sardi et al.,
1992; Thirupl et al., 2001; Pawlowski et Sirrenberg, 2003).

Ces bactéries contribuent également au maintien d’une bonne structure du sol. En
effet, leur structure filamenteuse ainsi que la production des polysaccharides permettent le
maintien entre les particules du sol (Kennedy, 1999). Ils améliorent aussi I’infiltration de
I’eau dans le sol et permettent ainsi une bonne aération du sol (Mckenna et al., 2002).
Outre la structure et la fertilité du sol, les actinomycetes augmentent le pouvoir suppressif
du sol. Mazzola (2002) a montré qu’un sol riche en actinomycétes est suppressif aux
maladies phytopathogénes qu’un sol pauvre de ces bactéries (Errakhi, 2008).

l. 7. 4. 2. Production d’antibiotiques

En effet les actinomycetes constituent une source importante d’antibiotiques et
d’autres métabolites secondaires a utilite industrielle (Takahashi et Omura, 2003;
Hayakawa et al., 2004). Plus de 70% des antibiotiques d’origine microbienne sont produits
par ce vaste groupe bactérien (Gundliffe, 2006). Les actinomycetes produisent un grand
nombre d’antibiotiques de structures chimiques trés variées (Amino-glycosides, Anthra-
cyclines, Glycopeptides, macrolides, etc...) qui ont de nombreuses applications
thérapeutiques (Okami et Hotta, 1988).

I. 7. 5. Actinomycétes : Agents de lutte biologique

Les actinomycétes présentent un important potentiel d’agents contre des maladies

phytopathogeénes. En effet, ces dernieres décennies, plusieurs études se sont intéressées aux
roles que pourrait jouer les actinomycetes dans la suppression des phytopathogénes. Le
premier produit de lutte biologique commercialisé a base d’actinomycetes a €té fabriqué a
partir de Streptomyces griseoviridis pour contrdler les agents phytopathogénes comme le
Botrytis et le Fusarium (Copping et Mens, 2000; Errakhi, 2008).
Les actinomycetes sont des bactéries saprophytes capables de dégrader la matiére
organique dans le sol et d’utiliser des molécules plus complexes pour leur croissance
(Lechevalier et Lechavalier, 1970). Ceci leur permet de s’adapter et de coloniser différents
milieux rhizosphériques. Cette caractéristique est essentielle dans la lutte biologique.
Ainsi, les actinomycetes peuvent agir par différents mécanismes d’action comme
I’antibiose, la compétition nutritionnelle ou spatiale ou encore le parasitisme (Errakhi,
2008). La plupart des études ont utilisé des streptomycétes comme agents potentiels de
lutte biologique contre les champignons pathogénes (Tahvonen et Avikainen, 1987; Yuan
et Crawford, 1995; Berg et al., 2000; Xiao et al., 2002).
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I1. 1. Souches des microorganismes
I1. 1. 1. Souche de champignons phytopathogénes
11.1.1.1.1solement de champignon a partir de I'incubation des grains de blé
Parmi les grains parfaitement séchés, au minimum 15 grains sont prélevés de
facon aléatoire sur le papier filtre et placés directement sur le milieu de culture PDA a
raison de 3 a 5 grains par boite de Pétri. Les boites ne sont pas par filmées. Les boites de
Pétri PDA sont incubées 6 a 9 jours dans des boites de pétri.
I1. 1. 1. 2. Purification et conservation des souches fongiques
Apreés l'obtention de culture pure de champignon par le repiquage successive sur le
milieu PDA en boites de Pétri, la conservation de souche sont effectuée sur milieu PDA a
23°C dans le réfrigérateur. (Botton et al., 1990).
11.1.1.3.1dentification de I'agent pathogéne
L'identification de I'agent pathogéne basé sur une étude macroscopique des caractéres
morphologue de la culture et dans une seconde étape sur une étude microscopique des
caractéres morphologiques des différents organes reproduction asexuée et du mycélium.
L'examen microscopique d'un petit fragment de culture de champignon entre lame et
lamelle dans une goutte de bleu de toluidine permet d'observer I'aspect du mycélium
(Botton et al., 1990).
I1. 2. Souches d'Actinomyceétes
I1. 2. 1. Isolement des souches d"Actinomycétes
Les souches d’actinomycetes utilisées dans cette étude ont été isolé dans deux sites de la
wilaya de M’sila (Latitude :35.33333; Longitude :4.33333; Population :990591)
(Tableau 2, Figure 3)

Tableau 2 : Echantillonnage du sol

Echantillon Profondeur (cm) | Caractéristiques du sol

El Wilaya de M'sila 5-20 Sol marron a noir

(Hammam Dalaa)

E2 Wilaya de M'sila (pole 5-20 Sol marron claire

Universitaire)

17



Chapitre. Il e e eieeiiiiiiiiiiiieeieeneeteeceeenecncnnceacnsensnaseaensea. . Matériel et méthodes

1 El-Ehozlane Mansoura
Map Satellite W w24 3 Bordj BDU A1)
Ben Daoud Arreridj
Terrai sals | NEDA | i Wil
errain . [ M103a
“ L P (e ear £V
By T !
T Melouza Haa'gll'ggm Ras ElO0ed Ui
Afsis ; wSalgll il Ai
(6o Wk AnLall Elo 2 Rabta ’ &
s | W45 | ala
Sidi Aissa Tarmount [ s |
T L Y eyt ;s w0
Sidi Hadjeres Khattouti Wiz
il 15 b Sed El Djir M'sSila
outi Sayeh el b et . M
bl nbogs Ajn El Hadjel [ ha0 | D""l‘Ed D'il.“iiad] Magra
I ESN ) T - £l 2vy 8b0
Ouled Madhi .
wraalara el ﬁl\“" K":ai{i
[ 45 | el uinie)
Benziouh
L TU Y :
[ Nes | Sidi Ameur chott el Hodna
L =g E
Ouled Sid: H@ B et :
JBrahln;I i Khoubana Mcif Abdelkader
J..._mrlzul o) T T e e
sl _,}LnJI [ ]
~,a'3':3& faf
| Bou Saada
Tam sba alangs El Houamed +
Anant J\.q|_:].',‘-'=| '
El H'?"':_I"'El Dultem r"i"_’l_l‘f —
whelpll olily [ N70 |
| W4 |

G_ICI g IE Menaa

Map data &2017 Google ™ Terms of Use Report a map error

Figure 3 .Carte de la wilaya de M’Sila, Source : www.carte — algérie.com/plan12549-

Le travail port sur la production des substances antimicrobiennes secrétées par des
actinomycetes isolées a partir du sol. Les prélevements du sol ont été effectués a la 27-02-
2016 dans deux régions de M'sila. Le prélévement du sol a été prélevé selon la technique
de Pochon et Tardieux en (1962). A l'aide d'une grande spatule stérile, les cing premiers
centimétres de la couche superficielle du sol sont écartés, nous avons prélevé alors avec
une petite spatule stérile dans la couche sous-jacente (entre 5 a 20cm de profondeur) 20 a
50g de terre qui sont placés dans un sachet stérile soigneusement fermé et transporté au
I'laboratoire (Kitouni, 2007; Abdelaziz, 2006).Chaque échantillon est muni d'une étiquette
indiquent la date, le lieu et la profondeur. Le tableau suivant présente les deux régions et

la profondeur de prélévement et aussi leurs caractéres du sol.
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I1. 2. 1. 2. Prétraitement des échantillons du sol

Le prétraitement des échantillons du sol est une étape préliminaire permettant de
sélectionner les Actinomyceétes dans les échantillons de sol, cette étape consiste a sécher
les échantillons dans une étuve a 50°C pendant 24h.

I1. 2. 1. 3. Milieux d’isolements

Pour isoler des échenillent d’actinomyceétes a partir le sol choisis nous avons utilisées
des milieux de cultures solides a savoir ISP , Binette et le GN préparé dans des
conditions bien controlées (les verreries et les milicux sont stérilisées dans 1’autoclave a
120° C pendant 20mn). Il faut noter aussi que toutes les manipulations microbiologiques
sont effectuées dans une zone stérile dans laboratoire.
I1. 2. 1. 4. Méthode d'isolement (suspension-dilution)

Aprés séchage des échantillons du sol, 10g ont été tamises pour éliminer les débris
végétaux indesirables. Les échantillons ont été ensuite broyés dans un mortier stérile.
Apres homogeneisation, 1g de chaque échantillons sont pesés puis introduits dans un tube
a essai contenant 9ml d'eau physiologique stérile. Apres agitation par vortex, une série de
dilution allant de 10™ & 10 a été préparée, en prélevant & chaque opération 0,1ml. Ainsi,
ont servit pour l'isolement des Actinomycetes sur milieu de ISP2. Pour réaliser cette
opération, nous avons utilisé la méthodes d'ensemencement en masse (Madigan et al.,
2007). Cette méthode consiste a déposer tout d'abord 0,1ml de la dilution dans une boite de
pétri, puis coulé environ 15ml de milieu ISP2en surfusion. Les boites sont agitées par un
mouvement circulaire lent, afin d'homogénéisation le contenu des boites. Les boites sont
ensuite incubées pendant 07-21 jours a 30°C (Madigan et al., 2007).

I1. 2. 1. 5. Purification des isolats d'Actinomyceétes

Aprés une semaine d'incubation, les colonies d'Actinomycetes apparus et observées a
l'aide d’un microscope photonique sont repérées d'aprés leur aspect macroscopique et
microscopique caracteristique (colonies dures, de petite taille, d'une forme souvent ronde
entourées par des micros filaments). Ces colonies sont en générale des colonies ronde
parfois bombées présentant souvent des traits circulaires concentriques, difficile a les
prélever, présentant différentes couleurs. Enfin, en général, toute colonie présentant des
filaments courts autour d'elle est retenue, puis purifiée sur milieu ISP2. Les colonies
suspectées d'étre actinobactéries sont reprises separément sur boite de pétri contenant le
méme milieu de culture, elles sont ensuite purifiées par repiquages en strie sur le méme

milieu de culture. (Cavala et Everlin, 1994).
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I1. 2. 1. 6. Identification des souches d"Actinomycétes
11. 2. 1. 6. 1. Identification macromorphologie

L'étude morphologique et les caractéristiques culturales des isolats choisis ont été
évaluées selon la clé décrite dans le projet International de Streptomyces (ISP) (Shirling et
Gottlieb, 1966; Ben Ameur et al., 2006). Les caractéristiques culturelles étaient observées
sur le milieu ISP2 et Bennett & 30°C aprés 7 a 21jours d'incubation (Nonomura, 1974).
I1. 2. 1. 6. 2. Identification microscopique

La souche poussant sur les différents milieux (ISP2, Bennett) est observée au
microscope optique en utilisant les différents grossissements. Ces observations sont
réalisées directement a partir de la boites de pétri de maniére) bien repérer les structures en
place (sporulation du mycélium aérien, fragmentation ou non du mycélium du substrat.
L'étude macromorphologique est essentielle pour la reconnaissance des genres (Sabaou et
al., 1998).
Tableaux 2. Principaux critéres morphologiques et fonctionneles d’identification des
actinomycetes (Schofieled et Schaal, (1981); Demain et Solomon (1985).

Critéres taxonomiques Références

Hyphes : présence, abondance et
disposition des hyphes du myeélium
veégetatif ou du mycélium aérien

Spores : nombre, mobilité, forme,

Présence de sclérotes ou de synnématas
Reésistance des spores a la chaleur

Résistance aux traitements acides

et

Critéres ‘ position sur les hyphes Schofieled et .Sl:h:m],
morphologiques et . (1981); Demain
fonctionnels Présence de sporanges Solomon (1985)

I1.2.1. 6. 2. 1. Coloration de Gram et observation microscopique

La coloration de Gram est la base de l'identification d'une souche bactérienne. Elle
doit étre parfaitement maitrisée car c'est le point de départ du choix des examens
complémentaires a effectuer, des milieux a ensemencer... etc. Au terme du processus de
coloration, les bactéries dites Gram négatives apparaissent roses tandis que les bactéries dit
Gram positives sont colorés en bleu fonceé ou violet (Baldent, 1997).
A. Technique de coloration (Bldent, 1997)
«+  Coloration par le violet: Recouvrir totalement la lame avec le violet de Gentiane;

% Laisser agir 20 secondes & 1minute selon la force du violet utilisée;
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% Mordangages: Prendre la lame avec une pince et l'incliner Iégérement. Eliminer le
violet de Gentiane en faisant sur la lame, la solution de lugol,;
% Reposer la lame et la recouvrir de solution de lugol. Laisser agir 15 a 20 secondes;
s Rejeter et remplacer par la méme solution (2fois en laissant agir chaque fois
20secondes);
% Decoloration par I'alcool, en laissant couler rapidement I'alcool sur le frottis, tenu
verticalement ou en position trés inclinée jusqu'a ce que l'alcool s'écoule non teinté 5al10
secondes;
% Recoloration par la fuchsine: Recouvrir la lame d'eau et verser quelques goutte de
fuchsine & chaque extréemité du frottis, laisser la fuchsine 10 a 20secondes;
¢ Rincage et séchage: Rincer a I'eau et sécher entre deux feuilles de papier filtre ou a la
chaleur de bec benzene.
I1. 3. Activité antifongique des isolats d’actinomycétes

L'utilisation des isolats d'actinomycetes isolée, comme moyen de lutte contre les
agents pathogenes du sol constitue une premiere étape, elle permet d'apprécier I'aptitude de
ces isolats a inhiber ou réduire la croissance des champignons pathogenes tels
qu’Aspergillus niger).
I1. 3. 1. Test d'antagonisme

L'activité antimicrobienne des souches d'actinomycétes est évaluée par deux
méthodes: méthode de confrontation directe et méthode de disque d'agar.
I1. 3. 1. 1. Méthode de confrontation direct en boites de pétri (Méthode de trait)

Le principe de la technique de confrontation direct consiste en:
Le champignon A. niger, provient de pré-culture en boites de pétri. Un disque de
champignon de 6mm de diamétre est prélevé puis déposé a I'aide d'un emporte-piece stérile
sur une boite de pétri contenant le milieu PDA. 3cm de la pastille du champignon, un
isolat d'actinomycete est ensemencé en trait. Chaque souche bactérienne est confrontée au
champignon a raison de 3 répétitions. Le témoin consiste en une boite contenant une
pastille du champignon de 6mm de diameétre et I'inoculum bactérien est remplacé par I'eau
distillé stérile (Dennis et Webster, 1971; Inam El-Hag et al., 2003). L'incubation des boites
est faite a 28°C pendant 10 jours.
Une lecture quotidienne s'effectue par rapport aux cultures témoins et le pourcentage
d'inhibition de croissance mycélienne est calculé selon la formule suivante (Wang et al.,
2002)
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(%) inhibition = (R témoin-R test)/R témoin*100.
R témoin: distance radiale maximale de croissance du champignon.
R test: distance radiale sur une ligne en direction de I'antagoniste.
I1. 3. 1. 2. Méthode de confrontation directe (disque d’agar)

Cette méthode consiste a prélever des cylindres d'agar de 6mm de diamétre d'une
culture d'actinomycétes de 14jours et les déposer par la suite dans une boites de pétri
contenant le milieu PDA. Une rondelle de 6mm de diametre de champignon agée de
10jours est ensuite déposeée au centre de la boite et a une distance de 3cm des cylindres
d'agar. Les boites sont ensuite incubées a 25°C pendant 5jours. Le témoin contient
seulement une rondelle de champignon. Une lecture quotidienne s'effectue par rapport aux
cultures témoins et le pourcentage d'inhibition de croissance mycélienne est calculé selon
la méme formule utilisée auparavant (\Wang et al., 2002):

I1. 4. Etude du phénoméne d'antagoniste des isolats d’actinomycetes in planta

Cette méthodes est utilisée pour étudier ’action de deux isolat d’actinomyceétes
(HDa) et (PUy) sur la croissance de 1’agent pathogeéne (A. niger) d’une part, et d’évaluer
I’efficacité de I’inoculation actinomycétales sur la croissance de mais.

Il. 4. 1. Matériel végétal

Le mais présente une large diversité agro-morphologique. Son cycle du semis a la
maturité varie de deux a onze mois, le nombre de ses feuilles de 8 a 48, la hauteur de sa
tige de 0,6 a 6 metres. Certaines variétés produisent plus de quatorze talles par plante.
L'épi, long de 2,5 a 30 centimeétres, peut comporter huit a plus de vingt rangées de grains.
Il. 4. 2. préparation de I'inoculum de champignons (A. niger)

Les spores du champignon phytopathogéne (A. niger) sont obtenues en inondant une
culture de 14 jours sur milieu PDA avec 10ml d'eau physiologie stérile, les conidies sont
délogées en grattent la surface de milieu avec le bout d'une pipette pasteur stérile. Le
liquide résultant est filtré a travers de compresse stérile pour éliminer les debris du
mycélium et du milieu. (Omer et al., 2006).

I1. 4. 3. Préparation de I'inoculum d'Actinomycétes

Des boites de pétris contenant le milieu nutritif ISP2 sont ensemencées en séries et
incubées pendant 7jours a 30°C. Les boites sont ensuite inondées avec 10ml d'eau distillée
stérile puis grattées avec une pipette pasteur stérile, la suspension est homogénéisée par

agitation a l'aide d'un vortex. (Omer et al., 2006).
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11. 4. 4. Mise en place de I’expérimentation

L'objectif de cette expérience est la détermination les effets des souches
d'actinomycetes de genre Streptomycetes qui isolée a partir de deux sols dans la région de
M'sila (Pole Universitaire Route de B. B. Arreridj et la région de Hammam Dalaa_Route
d’Alger) comme un agent de lutte biologique sur la croissance de plantule de Mais et leur
effet sur les agents pathogénes (A. niger) qui cause la maladie de pourriture les grains de
Mais. Lors de cette expérimentation, nous avons utilisé les graines de Mais.

11. 4. 4. 1. Désinfection et pré-germination des graines de mais

La désinfection des graines de mais a été réalisé dans une solution d'hypochlorite
de sodium a 5%. Elles y sont immergées pendant 3min afin d'éliminer toute trace de
contamination superficielle préexistante. Les graines désinfectées sont rincées 3fois par
I'eau distillée puis transférées dans une boites de pétri contenant le papier filtre humecteé a
I'eau distillée pour la pré-germination des graines & raison de 20 graines par boites sont
incubées 2jours a 25°C.

Aprés gonflement, les graines de mais ont été ensemencée dans des boites de
pétries qui contient le papier filtre stérile imbibé par I’cau distillée stérile puis on ajoute
la suspension de l'inoculation des actinomycétes et des agents pathogénes par le traitement
suivants:

s Témoin (-): 8 des graines de mais désinfectées par I'eau distillée sont semées dans
une solution hydroponique (Eau distillée stérile).

% Test positive (-): 8 graines de mais sont semées dans une solution hydroponique et
en présence de 03 ml de suspension de I’actinomycéte.

s Témoin (+): 8 graines de mais infectées par 02 ml de la suspension d’Aspergillus
niger.

s Test positive (+): 8 graines de mais sont semées dans une solution hydroponique en
présence de 03 ml de suspension de I’actinomycéte et de 02 ml de 1’agent pathogeéne A.
niger. L’essai est mis en place dans un dispositif factoriel en blocs, avec trois répétitions, a
raison d’une boite de pétri par répétition (26 boites de Pétri ont été utilisé au total pour
chaque génotype). Apres la désinfection des graines a raison de 08 graines par boites sont
incubees 6 jours a 25°C.

I. 5. Notations et mesures

I1. 5. 1. Taux de germination

23



Chapitre. Il e e eieiiiiiiiiiiiiieieeneetiateecnecntencencescnsensoncesenns Matériel et méthodes

La germination est notée par comptage effectué tous les 24h jusqu'au 10iémejour. Le
pourcentage des graines germees est déterminé par le rapport entre le nombre des plantules
normales développéees sur le nombre total de graines incubées (ISTA, 2003), selon la
formule suivante : G(%) = (NGG/NTG)*100, d’ou
G(%o) est le pourcentage de germination, NGG est le nombre des graines germées et NTG
est le nombre totale des graines incubées, toute plantule dont la longueur de la radicule est
également ou supérieure a 2mm est considérée comme normale (ISTA, 2003).

I1. 5. 2. Croissance foliaire

L’¢élongation foliaire, qui exprime la croissance, est suivie quotidiennement par la
mesure de I’allongement des feuilles. Cette mesure est réalisée quotidiennement a 1’aide
d’une regle gradué de la base du limbe a la pointe.

I1. 5. 3. Longueur des racines et des épi-cotyles

La longueur maximale des racines séminales a été déterminée comme étant la
longueur de la racine la plus longue, en moyenne de I'enchantelle de 1Oplantules, la
longueur des épi cotyles et mesurée, a partir de la couronne ou premier nceud jusqu'a la

sortie de la premiére vraie feuille (Simmons et al., 1995).
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I11. Résultats et discussion
Partie 1. Résultats
I11. 1. Souches des champignons pathogénes
I11. 1. 1. Identification macromorphologiques et microscopique de I'agent photogene
L’identification de cette souche étant basée essentiellement sur les clés de

détermination des RF genres a savoir les caracteres culturaux et la morphologie
microscopique, établies par Botton et al., (1990), Messiaen et al., (1991) et Remi et al.,
(1997).
I11. 1. 2. Cles d'identification des moisissures
I11. 1. 2. 1. Etude macroscopique

Nous ne considérerons le plus souvent que I'observation des moisissures in vitro. Mais
des observations similaires peuvent étre faitesin vivosi le champignon présente un
développement suffisant. En culture in vitro, des parametres peuvent étre prises en
compte tels que le milieu de culture, la température d'incubation, la vitesse de croissance,
I'aspect général du thalle (mycélium aérien ou non), couleur du revers et formation de
gouttelettes d'exsudats. La détection a I'eeil nu d'éventuels organes de résistance ou de
reproduction. L'odeur du champignon peut étre un élément d'identification trés important
mais, compte tenu du risque potentiel d'inhalation des spores et autres, il est strictement
interdit de procéder a un examen olfactif des cultures. Une observation sous la loupe
binoculaire est freguemment utile ; elle présente l'avantage de conserver en place les
différents organes du champignon. Tous ces éléments donnent des indications pour
I'identification du champignon.

http://www.univbrest.fr/esiabscientifigue/Mycologie/Methodes+d%27%C3%A9tudes/Obs
ervation+et+ldentification)

(http://www.univbrest.fr/esiabscientifigue/Mycologie/Methodes+d%27%C3%A9tudes/Obs
ervation+et+ldentification)

I11. 1. 2. 2. Etude microscopique
La détermination des moisissures fait appel aux caracteres morphologiques des

hyphes et des structures de reproduction. Parmi les caractéristiques des hyphes, on cite : la
couleur, la présence ou non de cloisons, le diamétre approximatif, les structures
particuliéres (corémies, etc., ainsi les organes de reproduction ou on distingue un ou
plusieurs types, en plus de la localisation du mycélium (partie aérienne, ...), ajoutant a ¢a la
couleur, la taille et la forme des organes de reproduction. Les études microscopiques sont

faites a partir d'un échantillon monté entre lame et lamelle dans une goutte d'eau ou de
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colorant.

http://www.univbrest.fr/esiabscientifique/Mycologie/Methodes+d%27%C3%A9tudes/Obs

ervation+et+ldentification).

I11. 1. 2. 3. Identification macromorphologiques de I’agent pathogéne

L’identification macroscopique de 1’agent pathogéne est basée sur la morphologie

de ce dernier c’est a dire la forme et la couleur de mycélium.

Tableau 4. Caractéres macroscopiques de champignons phytopathogénes

Souche de champignon

Aspergillus niger

Aspect macroscopique

Caractéres macroscopiques

Colonie cotonneuse a une couleur noir, la
croissance est tres rapide, avec un couleur de
mycélium de substrat est blanchatre et un

mycelium aérien est noir a gris

I11. 1. 2. 4. Identification microscopique

L'étude microscopiques porté sur l'observation des structures caractéristiques des

souches fongiques isolées (mycélium, conidiophore, conidies) deux genres de moisissures

sont mise en évidence, le tableau suivant résumé I'aspect microscopiques des souches de

champignons phytopathogenes

Tableau 5. Caracteres microscopiques des souches fongiques phytopathogénes

Souche fongique

Aspergillus niger

Aspect microscopique
du genre

* Tétes conidiennes bisériées, radiées * conidiophores lisses,
hyalins * vésicules globuleuses * vétules brunatres, variables
* conidies globuleuses, échinulées

Photo microscopique
de référence. Malloch,
(1997) ; Chabasse et al.,
(2002).

z

Photo microscopique
(Cheloufa et al., 2017)

G : (40%)

G : (40x)
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I11. 2. Souches des actinomycetes
I11. 2. 1. Isolement des d'Actinomycetes

Dans la présente étude, des échantillons de sol prélevés de deux régions ont été
explorés dans le cadre de la recherche de souches actinomycétes antagonistes. Ainsi les
différentes bactéries ont été isolées sur deux milieux de culture (ISP2 et Bennett). 07
isolats d'actinomycétes ont été isolée a partir deux échantillons des sols aride et semi-aride
prélevés dans deux régions de M'sila. A partir du sol semi-aride du pole de M'sila 05isolats
d'actinomycetes ont été isolées, c'est le grande nombre d'actinomycetes obtenu dans cette
étude (Tableau). A partir du sol aride de la région de Hammam Dalaa (M'sila) 2 souches
d'actinomycetes ont été également récoltées. Cette étude a permis de remarquer que le
nombre d'actinomyceétes varie d'une région a une autre, et cela, probablement sous
I'influence des différents facteurs environnementales tel que (le PH du sol, la température,
les eléments nutritives, la végétation ainsi que la texture de sol) (Zitouni et al., 2005;
Kitouni et al., 2007).

Tous les colonies d'actinomyceétes isolées ont été purifiées par repiquage dans le
milieu Bennett ou ISP2 et incubées) 28°C pendant 7jours. Les résultats montrent que le
milieu ISP2 est le plus favorable pour I'isolement des actinomycetes a partir les tous les
régions études et le plus grand nombre d'actinomycetes a été isolées a partir des dilutions

10 et 10°%est en accord avec celui obtenu par (Kitouni, 2007).

Tableau 6. Nombre et code d'isolats d'actinomyceétes obtenus des deux sols

Région Nombre/ code isolats d'actinomycétes | Nombre total
Hammam Dalaa (M'sila) HD,, HDy 2
Pole Universitaire (M'sila) | PU;, PU,, PUs, PUs, PU7, PUg 6

I11. 2. 1. 1. Identification des souches d'Actinomycétes
I11. 2. 1. 2. Identification macromorphologie

L'étude macromorphologique est fondée sur [l'identification des isolats
d'actinomycetes. De ce fait, deux milieux de culture ont été utilises, a savoir, ISP2 et

Bennett. Les résultats de ces tests sont mentionnés ci-dessous (Tableau, Figure).
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Tableau 7.
macroscopique

A: Caractéristiques des souches d'actinomycetes par I'observation

Milieu de | Isolats PU, PU, PU; HDy

culture d'actinomycetes

ISP, Croissance Moyenne Moyenne | Moyenne | Moyenne
Couleur de mycélium | Gris Blanche | Blanche | Moyenne
aerien
Couleur de mycélium | Brune a | Jaune Jaune Jaune
de substrat marron

Bennett Croissance Moyenne Moyenne | Moyenne | Moyenne
Couleur de mycélium | Jaune claire Jaune
aerien Blanche | Blanche | claire
Couleur de mycélium | Blanche Jaune Jaune Jaune
aérien claire

Isolat PU4

Isolat PU,

Isolat PU-

Figure 3. A7 Colonies des souches d'actinomycetes sur Te milieu TSPZ
Tableau 8. B: Caractéristiques des souches d'actinomycetes par

macroscopique

Isolat HDw

I'observation

Milieu de | Isolats d'actinomycetes | PUs PU-, PUs HD,

culture

ISP, Croissance Importante | Importante | Importante | Moyenne
Couleur de mycélium | Beige Gris Blanche Gris
aérien claire claire
Couleur de mycélium de | Brune Brune Jaune Jaune
substrat foncé foncé claire

Bennett Croissance Importante | Importante | Importante | Moyenne
Couleur de mycélium | Gris claire | Blanche Blanche Gris
aérien claire
Couleur de mycélium | Jaune Jaune Jaune Jaune
substrat claire

Isolat PUs

Isolat HD,

Isolat PUq

Isolat PU-

Figure 4. B: Colonies des souches d'actinomycetes sur le milieu ISP2
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I11. 2. 1. 3. Identification microscopique
D'apres la coloration de Gram, les souches présentent l'aspect typique des

actinomycetes a filaments ramifies de couleur violet (Gam™) (Figure5).

y
A
{ l

Isolat PU;

”_v Y RO
)

% ﬁg"

Isolat HDn Isolat PU= || Isolat PU-
Figure 5. Caractéristiques microscopiques des actinomycetes isolées (G:100X)

Les caractéristiques morphologiques des souches d'actinomycétes sont largement
utilisées pour caractériser les genres des actinomycétes. La présence ou l'absence de
mycélium de substrat ou la formation de sporanges, permettent de différencier plusieurs
genres. Ainsi, la morphologie, la coloration des colonies, la présence ou I'absence d'hyphes
aériens fournissent une indication sur le genre (Saubolle et Sussland, 2003).

Les résultats de I'étude macroscopiques et microscopiques ont permis d'identifier 7
isolats sélectionnés et de les rapprocher au genre correspondent. En effet, les 7 isolats
précédemment citées dégagent une odeur caractéristique a une odeur de terre, ainsi ont un
mycélium aérien blanche, gris et poudreuse par contre le mycélium de substrat est jeune,
marron et brune et des filaments fin et ramifiées violat par la coloration de Gram pour les
7 isolats (PU1, PU2, PU; PUs, PU;, PUg HD, et HD,) permet de rattacher ces

actinomyecetes au genre Streptomyces (Holt et al., 1994 ).
I11. 3. Mise en évidence de I’activité antagoniste in vivo

Dans notre étude, on a pu déterminer l'action antagonisme de 07 isolats

d'actinomycetes contre une souche de champignons pathogenes qui est 1’Aspergillus niger
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I11. 3. 1. Résultats des essais de confrontation direct (Technique de trait)

Parmi tous les 8 isolats d'actinomyceétes, on a retenu seulement deux souches qui
représentent une activité contre lI'agent pathogéne Aspergillus Niger (HD,, PU;). Selon la
méthode appliquée technique de trait. L'action antagoniste se traduit par une faible
croissance mycélienne des agents pathogenes durant les 5 premiers jours d'incubation,
suivi l'arrét totale de la croissance du coté de la confrontation (antagonistes- pathogénes).
(Figure 6; 7). Le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne des agents
pathogenes varie d'u isolat a une autre et cela, quelle que soit la technique utilisé
(technique de trait).

Pour l'agent d’Aspergillus niger, les deux souches d'actinomycetes représentent

respectivement les pourcentages les plus élevées (90, 95%) sur le milieu testé (PDA).

:|//—. l m Taux d'inhibition

Tsolats d'actinomyceétes

Taux d'inlubition(%)

Figure 6.Activité antifongique des deux isolats d’actinomycétes par la méthode de trait.

Isolat HDa + A. niger Isolat PU7+A. niger Temoin(n -)

Figure 7. Activité antifongique des souches Hda et PU; par la méthode de confrontation directe
(méthode de trait).

I11. 4. Effet des souches d'Actinomycétes sur les paramétres de croissance du mais
(Zeamays L.)

I11. 4. 1. Taux de germination

Ce histogramme représente le nombre des graines de mais germinées apres I’inoculation

par les deux isolats d’actinomycetes (HDa ,PU7) aprés 06 jours de culture , ou en observe
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que I’effet de I’isolat PU7 sur le taux de germination est plus grande que I’isolat HDa

,58.33 pour la premiere et 37, 5 pour la deuxieme isolat( Figure8)(Tablaux 9).

Tableau &. Tablean des camés movens des parametres mesurés et sisnification (o=0.03,0.1% & 0.01%)

aramétres G% AR LR NF LF LE
Traitements
50.00 zm= 5. 75 1211 1.5 G567 3 .63
Act” (PT)
39 58 o= 4. 832 3.908 12500 3870 3.00b**
2917 am= 2400 290 1= 230 1.92:%
50.00 am= 4 g3 12112 253 593 3 63
Act*(HDa)
39 58 o= 4 50+ 6. 168 1.838%* 5008 2,908
29,17 am= 300 451 1.33% 3.83 2.62
25 00ar= 400 10 50 2.00= 3.33= 3.80=
Act” (HDa) /
Asp® (4. niger) 25.00aT= T 10160 1.508*** 2 BTE 247
25.0paz: 3258 550 1.25e IR 232
25._0par: 4 50 4 252 1.68% 4 455 ENT S
élgr (P-L_} .I“ i LY LYY i LY LY LYY
Asp” (4. niger) 25.00%n: 2.66Y 4b 1.50% 4.33% 2.80®
25.00aT= 200 1.7 1.00=* 1.00=" 1.90=%

G% = Taux de pourcentage, NR= Nombre des racines, LR = Longueur des racines, NF = Nombre des
feuilles, LF = longueur des feuilles, LR = Longueur des épi-cotyles ; Act” PU = en présence de la souche
bactérienne isolée du pole universitaire, Act”_HDa= en présence de la souche bactérienne isolée de Hammam
Dallaa, Asp+ (A. niger) = en présence du phytopathogene (Asperdillus niger); (o = 0.05 = * = effet
significatif au seuil de 5% ; ** effet significatif au seuil de 0.1% ; *** effet significatif au seuil de 0.01% ; ns

= non significatif.

L’analyse de la variance des traitements effectués sur les différents parametres, a
dégagé trois groupes homogeénes pour I’ensemble des facteurs étudiés a I’exception du
facteur du taux de la germination ou on a enregistre un seule groupe (groupe a), et cela que
se soit en présence ou en absence de la souche bactérienne et/ou le phytopathogene, ce qui
montre clairement que la germination ne dépend a aucun de ces facteurs parce que ce
phénomene est purement physiologique s’articule principalement sur la déshydratation des

réserves. La comparaison des moyennes a I’aide du test LSD au seul de (a = 0.05) a révélé
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un effet trés hautement significatif (a = 0.01%) pour tout les paramétres mesurés sauf pour
le paramétre de la germination ou on a enregistré un effet non significatif (Figure
8 ;Tablaux 9).

Germination

0

m taux de
germination

Taux de germimation
W
Q

Pu7 Hda

]

Isolats d'actinoimycetes

Figure 8. Taux de germination de Zea mays inoculée par les 02 isolats d'actinomycétes
(HDa et PU7) apres 06jours de culture.

I11. 4. 2. Nombre et longueur des racines

D’aprés ces résultats, le nombre des racines de Zea mays inoculés par 1’isolat PU7 est plus

grande (4) que les graines inoculés par I’isolat HDa (3) (Figure 9).

- onkr des
racineas
5 —

ITsbihits d'a ELRFn()lrl}’cétcs

[

b

0 wN

Nompre de racines ,

Figure 9. Nombre des racines de mais inoculé par les 02 isolats d'actinomycétes apres 9

jours de culture.

La longueur des racines des graines est trés différente selon 1’isolat d’inoculation
ou nous avons trouvée que ’effet de 1’isolat PU7 est moine que 1’effet d’isolat HDa (3.65
,3.92) respectivement (Figurel0, Tableaux 9).

L’analyse de la variance des traitements effectues sur ce parametres, a dégage trois
groupes homogeénes (a ,b et ¢ ), et cela que se soit en présence ou en absence de la souche
bactérienne et/ou le phytopathogene, ce qui montre clairement que la nbr et langueur des
racines et dépend au ces facteurs. La comparaison des moyennes a 1’aide du test LSD au
seul de (o = 0.05) a réveélé un effet trés hautement significatif (o = 0.01%) pour (Tablaux
8) de valeur de 0.1 %.
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M langeure des
racines

(cm)

PU7  HDa

Longurur de racines

Isolats d'actinomy cetes

Figure 10. Longueur des racines de mais inoculée par les isolats d'actinomycetes apres
09jours de culture.
I11. 4. 3. Longueur des épi-cotyles

Les résultats de cet histogramme représentent la longueur d’épi- cotyle ou nous
avons remarqué que 1’isolat PU7 & une action plus efficace sur ce paramétre que 1’isolat
HDa (3cmet 2 cm) respectivement (Figurell.Tableaux 9).

L’analyse de la variance des traitements effectués sur ce parametres, a dégagé trois
groupes homogeénes (a ,b et ¢ ), et cela que se soit en présence ou en absence de la souche
bactérienne et/ou le phytopathogéne, ce qui montre clairement que la longueur d’epicotyle
est dépend au ces facteurs. La comparaison des moyennes a 1’aide du test LSD au seul de

(0. = 0.05) a révélé un effet tres hautement significatif (a =0.01%) de valeur de 0.1 %.

m longeur
d'epicotyle

Longueur d'épicotyle
(cm)

N N N N

N RN W DB

Pu>” HDa

Isolats d'actinomyceétes

Figure 11. Longueur d'épi- cotyle de mais inoculée par les isolats d'actinomycétes aprés
09 jours de culture.

I11. 4. 4. Nombre et longueur des feuilles
D’apres ces résultats on remarque que le nombre des feuilles de mais inoculé par
I’isolat PU7 est plus grand que les feuilles inoculé par I’isolat HDa c'est-a-dire la
stimulation par I’isolat PU7 est plus que I’isolat HDa (Figure12.Tableaux 9).
L’analyse de la variance des traitements effectués sur ce parameétres, a dégagé trois
groupes homogeénes (a ,b et ¢ ), et cela que se soit en présence ou en absence de la souche
bactérienne et/ou le phytopathogene, ce qui montre clairement que le nbr et la longueur

des feuilles est dépend au ces facteurs. La comparaison des moyennes a ’aide du test
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LSD au seul de (a = 0.05) a révélé un effet trés hautement significatif (o = 0.01%) de

valeur de 0.1 %.

1,25
1.24
1,22
m nbrdes feuilles

1.22

1,21

Nombre de feuilles

1,2
PU7 HDa

Isolats d'actinomyceétes

Figure 12. Nombre des Feuilles de mais inoculé par les 02 isolats d'actinomycetes apres

10 jours de culture.

Les mesures effectué¢ démontrent que les deux isolats d’actinomycétes ont un effet
remarquable et de déférentes facon sur la longueur des feuilles de mais ou nous observé
que pour l’isolat PU7 la longueur jusqu’au de 4 cm par rapport a la I’isolat d’HDa qui

présente 3cm. (Figurel3, tableaux 9).

mlongaeur des
feuilles

Longueur de feuiiles (cm)
QK N W b u

PUZ HDa
Isolats d"actinomycates

Figure 13. Longueur des feuilles de mais inoculé par les isolats d'actinomyceétes apres 10

jours de culture

1. 5. Effet des souches d'Actinomycétes et de A. niger sur les parametres de
croissance du mais
I11. 5. 1. Taux de germination

D’aprés ces résultats on n’observe que le taux de germination des graines de mais
traité par I’inoculum de I’A. niger en présence de 1’isolat HDa est plus élevée ; représente
(62.5%) que le taux des graines inoculé par I’A. niger en présence de I’isolat PU7 qui
représente (41.67%) et avec une comparaison de ces pourcentage avec le témoin(20%)
nous avons vus que ces isolats ont une action inhibitrice contre 1’ A. niger c'est-a-dire (

biocontrole) (Figurel4) .
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Germination

7O
S0
50

a0
30
- taux cde
20 germination
1O }

temoin  PU74 HDas
Asp Asp
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Isolats d'actinomycétes +—-1. rifger

Figure 14. Taux de germination des graines de mais inoculé par la suspension d’ A. niger.

et 2 isolats d'actinomyceétes apres 6 jours de culture.

I11. 5. 2. Nombre et longueur des racines

D’aprés ces résultats dans 1’histogramme le nombre des racines des graines traité
par I’inoculum des isolats HDa et PU7 et en présence de 1’Asp en observe que le nombre
est plus €élévée par rapport au témoin, ou nous avons trouvée 2 racines en présence d’HDa
et 3 racines en présence de PU7 tendis que le nombre pour le témoin est nul, ces résultats
indiquent que ces deux souche ont un action antagoniste contre /’A. niger (Figurels).

| nbr des racines
T —
-5

<
=3
<&

poNW

Nombre de racines (cm)

o
QU RrRONWULWWL L

>~
5T &
o SN

Isolats d'actinomyceétes

Figure 15 Nombre des racines de mais inoculé par la suspension d’A. niger. et 2 isolats
d'actinomycetes apres 9 jours de la culture.

La mesure effectue montre que la longueur des racines des graines de mais
inoculé par I’A. niger en présence de 1’isolat PU7 (8.72cm) comme un agent de
biocontrole est plus élevé qu’en présence de 1’isolat HDa qui représent (3.32cm), ces
résultats indiquent que les deux isolats fait une lutte contre le champignon et la

comparaison avec le témoin confirme ses résultats (Figurel6).
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longeur des
racines

Longuenr des racines (cm)
ORNWARUIAN®Y

Isolats d'actinomycetes + . niger

Figurel6. Longueur des racines de mais inoculée par les02 isolats d'actinomycétes et en

présence de I’A..niger aprés 09jours de culture.

I11. 5. 3. Longueur des épi-cotyles

D’apres les résultats de ce graphe, 1’effet de deux isolats d’actinomycétes sur la
longueur d’épicotyle des graines de mais traité par I’inoculum des actinomycetes et /4.
niger est presque le méme et représente une valeur important en présence de A. niger
(2.9cm pour HDa et 2.86 cm pour PU7) (Figurel8).

3
2.5
2
1,5
1 longeur
o.5 d'épicotyle
(=]
o\':‘ ':,"’Q

<= ‘-Z‘\

Longuuere d'épicotyle (cm)

Isolats d"actinomycetes + . rriger

Figurel7. Longueur d'épi-cotyle de mais inoculée par la suspension d’A. niger. et les 2
isolats d'actinomycetes aprées 09 jours de la culture.
I11. 5. 4. Nombre et longueur des feuilles

Le nombre des feuilles de la plantule de mais inoculée par la suspension de I’A.
niger et en présence de I’isolat PU7 et HDa est trés proche ou représente 1.39 et 1.58

respectivement pour les deux isolats, c'est-a-dire il ya une inhibition contre la

| I nbr des feuilles

S =R v:—,-»‘;’
-.34@ = q»b‘b

développement de A. niger (Figure 18).

Nombre de feuilles
FRR
oNBOBRNED

opopo

Isolats d'actinomyceéetes + _4A. niger

Figure 18. Nombre des feuilles de mais inoculé par la suspension d’A. niger et 2 isolats
d'actinomycetes apres 10 jours de la culture
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La longueur des feuilles des graines de mais inoculés par la suspension de | ’Asp et
d’isolat d’actinomycete est trés proche représente 3.26cm et 3.31cm pour les deux isolats

utilisés et qui forment une action inhibitrice contre I’agent pathogéne (Figurel9).
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Figure 19. Longueur des feuilles de mais inoculé par la suspension d’A. niger. et 2 isolats

d'actinomycetes apres 10 jours de la culture

Partie 2. Discussion

L effet de des isolats d’actinomyceétes sur les paramétres de croissance de mais est
présenté dans les figures précédant. L’analyse de ces résultats montrent que le traitement
par les deux isolats d’actinomycetes sur les graines de mais ont un effet remarquable et
important sur les différents parametres de croissance tel que le taux de germination, le
nombre et longueur des racines, la longueur d’épi-cotyl et des feuilles. Cet effet est
différent d’un isolat a I’autre selon leur stimulation, comme exemple on a surtout 1’isolat

PU7 plus que HDa , qui montrent la stimulation la plus répondus chez les graines de mais.

Prise photo 1. Les graines de mais inoculé par les deux isolats d’actinomyceétes (PU7 et
HDa) aprés 8 jours.

Ces résultats participent certainement dans le processus de la lutte biologique
(Kleopper et al., 1980). Ces souches peuvent étre affiliées aux PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). Il est connu que certaines de ces rhizobactéries promotrices de
la croissance des plantes (PGPR) peuvent aussi protéger les plantes contre les infections

des phytopathogenes (Gamalero et al., 2005).
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Cependant, en bio-contrdle, Les résultats de 1’effet de les’ isolats d’actinomycétes
(HDa et PU7) sur I’expression de la pourriture de graines de mais sont présent dans les
figures précédant. Ces résultats montrent que les actinomycétes ont un effet inhibitrice
contre le champignon pathogenes(Asp), cette inhibition se traduite par 1’amélioration des
parameétres de croissance comme le nombre et la longueur de racines, épi-cotyles, feuilles
et le taux de germination. Donc en peut dire que le meilleure solution pour éviter les
maladies de mais est I’utilisation des actinomycétes comme une agent de lutte biologique

contre ces maladies.
» 3

S . - - T : —cm

Prise photo 2. Plantules obtenus a partir des graines de mais inoculé par les deux isolats
d’actinomycetes (PU7 et HDa) et en présence de 1’Asp niger apres 8 jours.

En comparaison, nos résultats obtenus concordent avec les résultats de travaux de
nombreux chercheurs qui ont confirmé le rble des microorganismes dans la lutte
biologique contre les maladies des plantes. En prend comme exemple les travaux de
Eljaafari et al. , (1995). Qui utilisent les microorganismes pour déterminer leur effet sur
les ennemies de la culture des plantes et comme un agent de lutte biologique. Ainsi pour le
chercheure Yekkour et al., (2012) . Qui sont appliqués les actinomycétes sahariens pour la
lutte biologique contre le maladie de fonte de semis. Pour les chercheures Meredith et
Pohland , (1970) qui sont montrés que les actinomycétes sont des producteurs des
produits antibiotiques qui pourraient empéché la croissance des agent phytopathogene

d’une part et d’autre part pour I’amélioration de rendement .

Prise de photo 3. Ensemble de plantules de mais (Zea mays L.) obtenues.
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Conclusion et perspectives
A. Conclusion

Dans cette étude nous avons isolés des isolats d’actinomycétes a partir de deux
échantillons rhizosphérigques de sol de la wilaya de M’Sila , a savoir, la zone de Hamma Dalaa
et la zone du pole universitaires dans le but de connaitre et d’évaluer leurs effets antagonistes
contre 1’agent phytopathogene de mais (A. niger) qui cause la maladie de la pourriture des
graines de cette plante. Notre travail s’est axé sur le suivie de la croissance des graines de
mais et I’observation des paramétres mesurées en présence de deux isolats d’actinomycétes
(HDa et PU7) d’une part et d’autre part en présence de ces deux isolats avec 1’agent
phytopathogéne. Les résultats ont été remarquable au nivaux des parametres mesurées (taux
de germination, langueur et nombre de racines, langueur d’épi cotyle ...etc.) ce qui confirme
le r6le des actinomycetes comme agent de lutte biologique et inhibitrice contre les maladies
des plantes en générale et maladies de mais en particulier, ainsi que ses bactéries peuvent
améliorent le rendement. Selon les résultats obtenus on peut dire que les actinomycétes
représentent une grande proportion de la biomasse microbienne du sol et ont la capacité de
produire une large variété d’antibiotiques et d’enzymes extracellulaires. Plusieurs souches
d’actinomycétes s’aveérent capables de protéger les plantes contre des maladies des plantes et

provoquent ainsi leurs croissance et leurs développement ( Cyri et al,2001.)

B. Perspectives

En perspectives et Au terme de ce travail, nous envisageons de continuer les
recherches sur certains axes pertinents relatifs aux actinomycétes et qui méritent d’étre
étudiés. Il est intéressant d’approfondir les études pour: premiérement une connaissance
précise des principaux déterminants de la suppression des champignons et/ou de bactéries
phytopathogénes par les bactéries actinomycétes et deuxiémes déterminer les principaux
métabolites synthétisés par ces microorganismes, qui auraient un impact bénéfique sur les
plantes. L'établissement d'un systeme de lutte biologique dépend nécessairement de la stabilité
et de la survie des micro-organismes antagonistes et/ou stimulateurs au niveau de la
rhizosphére. Par conséquent, la poursuite des travaux nécessite I'étude du pouvoir colonisateur
de bactéries sélectionnées au niveau de la rhizosphere et 1’évaluation de leur effet d'une part
sur la croissance de la plante cible, et dautre part sur le développement des autres
microorganismes pour ne pas créer un déséquilibre dans 1’environnement. Il est intéressant
d’effectuer un échantillonnage plus large dans les principales zones ceréalieéres du pays et

dans les différents €tages bioclimatiques, afin d’obtenir des souches qui peuvent étres plus

42



teeeeetententeententesactatensenatansensennsansenasnnsansanasansanssnnssnssessnss CONCIUSION €1 pPErspectives

efficaces. L’identification morphologique des bactéries isolées doit étre confirmée par les
outils moléculaires. Il serait également intéressant de trouver des formulations en vue de
produire des biopesticides a base d’agents antagonistes qui se montrent efficaces.

Ce travail met en évidence I’existence d’une faune bénéfiques dans la rhizosphere et qui
nécessite des études plus poussées afin de trouver des moyens pouvant atténuer la nocivité des

agents pathogeénes sur le mais et en méme temps 1’amélioration de la production des végétaux
en genérale et des mais en particulier.
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Résumé
Cette étude visait a évaluer et suivre le role des bactéries de la rhizosphere de sols
dans la lutte biologique contre les maladies des champignons pathogéne de sols. Ou nous
avons isolés deux souches des bactéries d’actinomycétes a partir de la rhizosphére de
deux régions de M’sila (Hammam Dalaa et le pole Universitaire) .La résultat de
I’isolement a permet d’obtenir 08 isolats d’actinomycéetes ( PU1, PU2, PU3 ,PUS,
PU7,PUS8, HDa, HDb ), ces dernier sont le sujet de I’expérimentation dans laboratoire par
un teste d’antagonistes vis a vis le champignons pathogeénes Aspergillus Niger sur le
milieu ISP, et Binette .Suivie par un essai a été realisé sur ces actinomycetes (isolat PU7
et isolat HDa) pour évaluer et déterminer leurs roles dans la croissance et la lutte
biologique contre le champignon Aspergillus Niger 1’agent responsable de la maladie de
pourriture de semence de mais ( Zea mays L.). En bréve les axes étudies sont les isolats
antagonistes (test d’antagonisme), le champignon pathogéne qui influencent de Ia
différente fagon sur les paramétres de croissances. D’apres les résultats de cette expérience
deux isolats (HDa et PU7) d’actinomycetes ont un effet importante dans la protection des
semences des plantules contre le champignon, ainsi un effet sur la croissance des graines
de Zea mais.
Mots clés : Actinomycétes, Aspergillus niger, Zea mays, lutte biologique, croissance,
développement
uadlal)
Ua Ay gal) dadlSall B Clowa i€ Ahdl) jodal) A5 LSy g3 andll Al Al oda g
L )Y Ga cpe sl il S ey Liad Al ) oda A, 4y il ey plad g (1) () jaY) Clida
PUL, PU2, ) <¥je 08 o Ulaad o |, (el 49 o1 aalall lal) 5 dalidal) laa dlaial ) gdal)
9 Al ) £ gudaga il B LAY oda cpillaiall LIS o (wPU3, PU5, PU7, PUS, Hda (HDb
Gueall Jaladl - Aspergillus niger shdll sa 4 gal) Aadlsall b W g0 48 ma Ja) (e Ay pdial) 4l
5 sl Gaeal ) A8 pal 4y adl) Jaa PU7 g HDa GuiDlad) cilS, s 4 gy (3) a9 Jgad g S (yia yal
wasaall Jalall g Aaadl) LSl | ggad) sl A dugtall jglaall o Cuay dggall dadlal)
lgile Juanial) giliil] (o ML), (ol Cilai yods gai Ao Lgldia cila v 45 ANAspergillus niger
Dlas 4 aga g9 9 s job gai o il (gt Hda, PU7 cuiBler dllis o) cpsd deg el St
. Aspergillus niger g seall bdll o dug jtall Liill
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